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INTRODUCTION

La Corse de par sa topographie particuliere et sa position géographique posséde des
conditions climatiques particulierement propices aux développements de nombreuses especes
végétales. Ce territoire insulaire au cceur de la Méditerranée constitue 1’une des onze zones
rouges du hot-spot «bassin méditerranéen » de la biodiversité mondiale (Gamisans &
Marzocchi, 1996). On y dénombre, a ce jour, pres de 3000 especes végétales, parmi lesquelles
de nombreuses Plantes a Parfum Aromatiques et Médicinales (PPAM) dont certaines sont
actuellement exploitées au travers de la production d’huiles essentielles et d’extraits mais
aussi a travers 1’élaboration de produits transformés destinés aux industries de la parfumerie,
des cosmétiques ou encore de I’agroalimentaire. Ces marchandises a forte valeur ajoutée font
de la filiere PPAM un secteur économique florissant et générateur de richesse a I’échelle de la
région Corse. Aujourd‘hui la filiere s’organise autour de quatorze producteurs d’huiles
essentielles (CIVAM BIO, 2013) dont les six pionniers sont réunis depuis 1997 en une
structure associative (Caux & Ciccolini, 2009). Huit producteurs commercialisent des
gammes de cosmétiques (huiles essentielles ou extraits de plantes), et au total, ce sont vingt-
deux entreprises qui, aujourd’hui, fabriquent des produits cosmétiques en Corse. Signalons
que neuf d’entre elles se sont regroupées pour former tout récemment une fédération

dénommee « Corsica Cosmetica » (Moretti, 2012).

L’implantation d’espéces exogénes autant animales que végétales est devenue en,
quelques décennies, une des principales problématiques environnementales, elle est
considérée - au méme titre que la pollution et la destruction des habitats naturels - comme une
des causes majeures de la diminution de la biodiversité mondiale (Lockwood, 2007). En effet
les especes envahissantes sont dangereuses car elles sont souvent nanties d’un pouvoir de
dispersion important, d’une fécondité élevée, d’une faculté de croissance rapide et sont aussi
plus résistantes aux maladies que les especes indigénes. De ce fait, elles sont susceptibles de
modifier radicalement le paysage en recouvrant littéralement les espéces natives provoquant

ainsi leur élimination.

Le processus d’envahissement est décrit comme un processus en trois phases : (i) une
phase dite de latence (P1) correspondant a I’introduction de 1’espéce végétale exogene dans
un petit nombre de localités. Sans expansion de ces dernieres, cette phase peut durer de 50 a
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200 ans; (ii) vient ensuite une phase dite de colonisation lente (P2) ou la plante gagne
progressivement du terrain sur une période de 5 a 50 ans ; (iii) puis si rien ne I’interrompt, elle
entre dans une phase d’expansion rapide (P3) jusqu’a ce qu’elle soit totalement implantée
(Richardson et al., 2000). Le nombre exacte de ces espéces potentiellement dangereuses est
tres difficilement quantifiable tant les comportements de ces espéces mais aussi les
législations différent d’un pays a ’autre. Cependant en accord avec the Global Invasive
Species Database (Invasive Species Specialist Group), il est possible de regrouper 491
especes végetales dans cette catégorie. En Europe, 1'Organisation Européenne pour la
Protection des Plantes (OEPP, 2013) reporte 6658 espéces exotiques dont 168 sont classees
comme envahissantes et parmi celles-ci 78 sont présentes en France métropolitaine (\MINHN-
INPN 2011). En Corse, parmi les 2978 plantes répertoriées, on compte 2524 taxa indigenes et
454 taxa introduits (Jeanmonod & Gamisans, 2007) ; toutefois, il n’existe pas encore de liste
officielle répertoriant les espéces envahissantes. Dés 2008, Paradis et al. (2008) alertent
cependant 1’opinion publique sur 52 taxa nuisibles parmi lesquels il distinguait 17 taxa classés

en P1, 9 en P2 et 26 en P3.

En regle générale, le contréle de la prolifération de ces plantes envahissantes s’effectue
par le biais de techniques d’arrachage manuel ou mécanique suivi de brilage ; c’est le cas en
Corse pour le Sénecon du Cap (Senecio inaequidens) et la Jussie (Ludwiga peploides).
L’opération peut étre également réalisée a 1’aide de produits chimiques (désherbant,
dévitalisant) ou bien de maniére biologique en introduisant une autre espéce animale, végétale
Ou un micro-organisme capable de freiner I’expansion. Cependant ces méthodes aboutissent a
la destruction systématique de la ressource végétale sans qu’aucune voie de valorisation ne

soit envisagée.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux plantes envahissantes qui possedent
des caractéristiques botaniques de PPAM en envisageant une valorisation par la production
d’huiles essentielles. L’idée complémentaire étant d’utiliser 1’abondante biomasse végétale
issue de D’arrachage. Nous avons donc sélectionné quatre especes considérées comme
envahissantes appartenant aux genres Xanthiumet Senecio: la lampourde d’Italie (X.
italicum), la lampourde épineuse (X. spinosum), le sénecon anguleux (S. angulatus) et le
sénecon du cap (S. inaequidens). Afin de réaliser 1’étude la plus exhaustive possible, nous
avons étendu nos investigations a 1’ensemble des espéces du genre Senecio, a savoir aux deux
especes endémiques : S. transiens et S. serpentinicola; et quatre especes natives: S.
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cineraria, S. acquaticus, S. vulgaris et S. lividus. Enfin, sur la base d’une ancienne synonymie
nous nous sommes intéressés a Limbarda crithmoides, anciennement dénommeée Senecio

crithmifolius.

Le présent travail s’inscrit dans les thématiques de ’'UMR CNRS 6134 SPE (Université
de Corse) dont I'un des axes concerne la caractérisation des ressources naturelles issues
directement ou indirectement de la biomasse végétale. Dans ce contexte, le laboratoire
« Chimie des Produits Naturels» (CPN) a réalisé divers travaux relatifs a la valorisation des
plantes aromatiques et médicinales (PPAM) et des produits agro-alimentaires a forte typicité
territoriale. Créé il y a 30 ans, le laboratoire CPN se prévaut, aujourd’hui, d’un savoir-faire
important en termes de méthodes de caractérisation des métabolites secondaires a travers
I’identification des constituants des huiles essentielles et des extraits. Il met en ceuvre les
techniques chromatographiques, techniques conventionnelles du marché, c’est a dire
reconnues par les professionnels du secteur de la parfumerie, des cosmétiques ou encore de
I’agroalimentaire. Ces techniques sont I’analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse
(CPG) et par Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP) ainsi que leurs
couplages en ligne avec la Spectrométrie de Masse (SM). En tant que de besoin, le laboratoire
fait appel & des analyses spectrométriques par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN *H et
3C, 1D et 2D).

Le présent travail s’articule autour de deux volets complémentaires :
o Un volet fondamental dont les objectifs sont :

i) L’approfondissement des connaissances quant a la composition chimique des
huiles essentielles des espéces sélectionnées qui a notre connaissance ont été peu
voire pas étudiées. Ce travail a contribué 1’¢lucidation structurale de composés

absents des bibliothéques de référence, voire totalement nouvelles.

ii) Le développement d’une méthodologie d’analyse basée sur I’utilisation de la CPG
chirale afin d’examiner les proportions énantiomériques des composés majoritaires
des huiles essentielles du genre Senecio. Il s’agit ici d’apporter un critére

d’appréciation supplémentaire de la qualité des huiles essentielles.

. Un volet appliqué qui porte sur :



i) La variabilité chimique intra-spécifique des huiles essentielles obtenues a partir
d’un ensemble d’échantillons représentatifs de la distribution des especes végétales

sur le territoire insulaire.
ii) Les activités antioxydantes et anticorrosives des huiles essentielles.

Le premier chapitre sera consacré a une revue bibliographique des diverses techniques
d’extraction et d’analyse que nous avons été¢ amené a utiliser ainsi qu’a la description de la
séquence analytique mise en ceuvre pour la caractérisation des différentes huiles essentielles
en précisant les modalités d’échantillonnage, la préparation du matériel végétal et la

méthodologie d’analyse développée au sein du laboratoire CPN.

Le deuxiéme chapitre présentera les résultats obtenus sur les huiles essentielles de
Xanthium italicum et Xanthium spinosum. Nous décrirons la composition chimique détaillée
des deux huiles essentielles collectives ainsi que celles obtenues a partir des organes separés.
Les résultats de 1’étude sur la production des métabolites volatils durant le cycle végeétatif et
ceux de I’étude sur la variabilité chimique intra-spécifique des huiles essentielles seront
corrélés aux données environnementales relatives aux aires de répartition des deux especes

étudiées.

Le troisiéme chapitre s’intéressera a la composition chimique des huiles essentielles de
Limbarda crithmoides et des huit especes du genre Senecio. Ainsi, nous étudierons la diversité
des espéces d’un point de vue chimio-taxonomique et nous rechercherons les parametres
environnementaux susceptibles d’expliquer la variabilité chimique intra- et inter-spécifique.
Nous présenterons les aspects fondamentaux de ce travail de thése avec d’une part, la
méthodologie analytique développée pour identifier les composés absents de nos
bibliotheques, et avec d’autre part, I’optimisation des conditions expérimentales de la CPG
chirale en vue de déterminer les ratios énantiomériques des principaux constituants des huiles

essentielles.

Le quatriéme chapitre portera sur 1’aspect appliqué du travail ; il décrira les potentialites

antioxydantes et anticorrosives des huiles essentielles étudiées.



CHAPITRE | : PREPARATION ET ANALYSE DES HUILES
ESSENTIELLES

Les huiles essentielles et les hydrolats ainsi que la fraction volatile émise par une plante
constituent des mélanges complexes de composés volatils qui suscitent un intérét permanent.
La valorisation de ces produits passe nécessairement par une caractérisation de la composition
chimique. Pour cela, il apparait que 1’étape de préparation de 1’échantillon est tout aussi
fondamentale que celle de 1’analyse proprement dite des constituants (Mariott et al., 2001 ;
Augusto et al., 2003 ; Mufioz-Olivas, 2004). L’identification de ces molécules nécessite donc
des techniques analytiques fiables et efficaces (Joulain & Konig, 1994). En effet, ces matrices
volatiles sont généralement des mélanges de métabolites chimiquement tres diversifiés
puisque constituées majoritairement de composés terpéniques (mono- et/ou sesquiterpenes et
plus rarement diterpénes), mais aussi de constituants non terpéniques (chaines linéaires,
dérivés phénylpropanoiques, etc.) (Bauer et al., 2001). La complexité de ces mélanges vient
¢galement du fait qu’ils sont constitués de plusieurs dizaines, voire de plusieurs centaines de
molécules présentes a des concentrations parfois extrémement faibles. Classiquement la
concentration perceptible pour les molécules odorantes peut étre inférieure au nanogramme
par litre, en conséquence de quoi les procédures analytiques doivent présenter des sensibilités
extrémement élevées (Nagata, 1990 ; Takeoka et al., 1998). Par ailleurs, les produits volatils
sont fragiles et trés sensibles aux agressions extérieures, d’autant qu’il s’agit de systémes
dynamiques dont la constante évolution peut étre a 1’origine de difficultés analytiques. A titre
d’exemple, a pression atmosphérique le temps de vie d’un monoterpeéne soumis a une
exposition lumineuse est estimé a moins de 5 mn pour 1’a-terpinene et de 1’ordre de 3 h pour
I’o- et le p-pinéne (Augusto et al., 2003). En outre, il a été démontré que la production et
I’émission des composés volatils d’une plante sont affectées par des facteurs extérieurs
comme 1’exposition, la température, le stress hydrique ou la présence de polluants (Figueiredo
et al. 1992). L’analyse des fractions volatiles ne s’avére donc pas chose aisée puisqu’il est
indispensable de maitriser I’ensemble de la séquence analytique, a savoir : le prélevement de
la matiere végétale in situ, la préparation et I’analyse de 1’échantillon mais aussi sa

conservation dans 1’objectif d’applications futures.



I.1. Echantillonnage du matériel végetal

L’¢échantillonnage est une étape primordiale a toute étude phytochimique, elle est capitale
notamment si on s’intéresse aux constituants de la fraction volatile d’une plante dont la
production est particulierement sensible aux facteurs environnementaux. La quantité et la
qualité des métabolites extraits des végétaux peuvent varier considérablement en fonction de
nombreux facteurs. A titre d’exemple, 1’état végétatif peut étre responsable de la variation de
la composition d’une huile essentielle, comme 1’ont démontré Figueiredo et al. (1992) pour
I’huile essentielle d’Achillea millefolium dont la coloration et les constituants varient avec le
stade de développement des fleurs. Lorsque les fleurs sont immatures (encore en bouton)
I’huile essentielle obtenue est de couleur bleue, tandis que lorsque les fleurs sont a peine
ouvertes, I’huile essentielle prend une couleur verte puis, au fur et mesure que les fleurs se
développent, elle devient jaune. Cette variation est liée a une diminution du taux de
chamazuléne durant le cycle de maturité des fleurs. Il est donc important d’effectuer un suivi

de la composition en métabolites secondaires d’une plante tout au long du cycle végeétatif.

Un effet de saisonnalité peut €tre observé pour des plantes annuelles dont I’état de
floraison est persistant pendant la grande majorité de I’année. Paolini et al. (2010)a ont
montré que la période de récolte durant la floraison influe sur la qualité de I’huile essentielle
de Calendula arvensis, plante annuelle appartenant a la famille des Astéracées et qui est en
floraison durant cinq mois de 1’année. L’analyse de huit échantillons obtenus a partir de
vegétaux récoltés sur une méme localité, a montré que le ratio des deux composés majoritaires
(o-cadinéne/a-cadinol) restait stable durant la saison hivernale mais augmentait assez

fortement des le printemps.

L’exposition lumineuse semble étre un facteur de variation a ne pas négliger. Ainsi, Li et
al. (1995) ont étudié¢ I’impact du taux d’exposition sur des plants de sauge et de thym ; les
plants de sauges exposés a 45% au soleil ont présenté des huiles essentielles plus riches en
thujone (stéréochimie non specifiée) et un taux plus faible en camphre alors que les thyms

totalement exposés ont présenté des taux plus élevés en thymol et en myrcéne.

Des conditions édaphiques (liés a la nature du sol) ont été avancées pour expliquer la
variation de la composition chimique des huiles essentielle d’Helichrysum italicum subsp.

italicum de Corse (Bianchini et al., 2009). Il a notamment été établi une relation entre la



production de certaines familles de métabolites (esters de neryle & -dicétones), I’acidité et la

granulométrie des sols.

Enfin, signalons que tous ces paramétres peuvent influer sur le rendement en huile
essentielle. Lago et al. (2006) ont montré que le rendement en huile essentielle de feuilles de
Pittosporum undulatum était le méme tout au long de la période végétative de la plante (hors
floraison) et qu’il augmentait fortement en période de floraison pour diminuer 1égérement en
fructification (Lago et al., 2006). Par ailleurs, la pluviométrie et ’humidité ont généralement
des effets néfastes sur les rendements en huile essentielle ; ¢’est par exemple le cas pour
Eucalyptus citriodora (\Weiss, 1997). Or il existe quelques especes comme la rose ou ces

paramétres peuvent avoir un effet bénéfique (\Weiss, 1997)

Pour la récolte du matériel végétal, il apparait donc qu’au-dela de la détermination
botanique qui demeure un préalable indispensable, il faut étre particulierement vigilant quant
a la phénologie, a la période de récolte et au recueil d’informations relatives a
I’environnement dans lequel la plante se développe afin d’appréhender au mieux les

éventuelles variations de composition en métabolites volatils.
|.2. Préparation de I’échantillon

De nombreuses revues decrivent les limites et les avantages des techniques généralement
mises en ceuvre pour 1’extraction des composés volatils des plantes (Lang et al., 2001 ;
Augusto et al., 2002, 2003 ; Pourmortazavi et al., 2007 ; Bicchi et al., 2008). Nous nous
intéresserons aux techniques permettant la production de I’huile essentielle, de I’hydrolat et de

la fraction volatile.
1.2.1 L hydrodistillation

Pour la production des huiles essentielles, I’hydrodistillation et 1’extraction a la vapeur
sont les techniques de référence. L’extraction a la vapeur est un procédé plus usité dans
I’industrie tandis qu’au niveau du laboratoire on lui préfere I’hydrodistillation réalisée a 1’aide
d’appareillage de type Clevenger. L’obtention de 1’huile essentielle a partir de la plante peut
se résumer en trois étapes : I’hydrodiffusion, la co-distillation et la coalescence (Bird et al.,
1987 ; Sankarikutty & Narayanan, 1993 ; Romdhane & Tizaoui, 2005). On assiste ainsi en

premier lieu a la diffusion des composés dans 1’eau sous 1’action physique de 1’eau et de la



chaleur sur les cellules végétales. Cette diffusion repose sur un échange osmotique entre le
végetal et le milieu aqueux ; elle dépend, d’une part, du taux d’humidité initial de la matic¢re
végetale et, d’autre part, de la nature physico-chimique des molécules qui vont diffuser. Une
fois diffusées les molécules volatiles vont se méler a la vapeur d’eau, se vaporiser et co-
distiller en formant un hétéro-azéotrope. Ces composés bien que posseédant des températures
d’ébullition différentes, vont se vaporiser simultanément dans les mémes conditions de
pression et de température que celles de 1’hétéro-azéotrope, c’est a dire a environ 100°C a
pression standard (Bocchio, 1985). L’hydrodistillation et I’extraction a la vapeur permettent
d’obtenir deux produits de distillation : la partie insoluble dans 1’eau de condensation est
décantée et fournit I’huile essentielle tandis que la partie contenant les composés
hydrosolubles constitue I’eau de distillation appelée hydrolat ou encore eau florale (Bocchio,

1985).

Nous avons vu supra les précautions a respecter au moment de la récolte du matériel
végétal pour maitriser les éventuelles variations de compositions chimiques des huiles
essentielles. 1l faut étre également trés rigoureux vis-a-vis des conditions et des parametres
d’extractions. Il a ét¢ démontré que la qualité et a la quantité d’une huile essentielle peuvent
étre affectées par un délai trop long entre la date de récolte et la date de distillation, du fait des
dégradations enzymatiques se produisant dans la matiére végétale apres récolte (Kim &
Verpoorte, 2010). Des paramétres tels que le ratio masse de plante/volume d’eau mais aussi le
flux de condensation et la durée de distillation ont été décrits comme influant sur le rendement

en huile essentielle (Romdhane & Tizaoui, 2005).
1.2.2 La micro extraction en phase solide (SPME)

Développee a la fin des années 80 par Arthur & Pawliszyn (1990), la Microextraction en
Phase Solide (SPME) est une méthode d’extraction dont le principe repose sur la pré-
concentration de composés contenus dans des matrices liquides ou solides et leur extraction
par le biais d’une fibre de polymeéres, faisant office de phase stationnaire (Stevenson et al.,
1996). Nous avons fait le choix d’utiliser I’acronyme anglais afin d’éviter toute confusion
avec la technique de microextraction extraction dynamique notée MEPS. Les constituants
volatils de I’échantillon vont alors étre adsorbés sur la fibre. Ce phénomeéne d’adsorption
repose sur un équilibre entre la matrice (ou I’espace de téte) et le revétement de la fibre

(Matish et al., 1996). Il existe plusieurs types de fibres selon la nature de la phase stationnaire
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qui peut étre simple, double ou triple selon qu’elle est composée d’un, de deux ou trois
adsorbants. Le choix de la phase est fonction de la nature des composes a extraire. La
technique peut étre mise en ceuvre en espace de téte (EdT-SPME) ou en immersion directe
(ID-SPME). Dans le premier cas, la fibre est exposée a la phase gazeuse situee au-dessus de la
matrice tandis qu’en ID-SPME la fibre est directement plongée dans la matrice liquide
(Kataoka et al., 2000).

Sa rapidité et sa facilité de mise en ceuvre ainsi que sa fiabilité et sa bonne répétabilité ont
fait accroitre la popularité de la méthode si bien qu’aujourd’hui son utilisation est rapportée
dans de nombreux domaines disciplinaires tels que 1’écologie (Ouyang & Pawliszn, 2006),
I’agroalimentaire (\/allejo-Cordoba et al., 2004), la toxicologie (Kataoka & Saito, 2011), et la
médecine (Lee et al., 1997). Son application pour I’étude de la fraction volatile des plantes
coincide avec le développement de procédés a haute capacité de concentration (Segal et al.,
2000 ; Bicchi et al., 2000, 2004, 2005, 2008 ; Theis et al., 2001 ; Musshoff et al., 2002 ;
Wang et al., 2002 ; Flamini et al., 2003, 2004, 2005 ; Ishikawa et al., 2004). Elle se fait
principalement sur matériel frais et généralement a 1’aide d’une fibre triple constituée de
Polydiméthylsiloxane (PDMS), Carboxen (CAR) et Divinylbenzéne (DVB) que la littérature
décrit comme ayant le plus large spectre de piégeage et donc le meilleur rendement
d’extraction (Al, 1997 ; Vichi et al., 2003). Cependant la complexité des matrices rend
souvent difficile le processus d’extraction. De ce fait, le recours a la SPME se doit d’étre
abordé au cas par cas et nécessite une etape primordiale d’optimisation des paramétres en

préalable a toute étude de la fraction volatile des végétaux (Musteata & Pawliszyn, 2007).

Un des avantages de 1’étude de la fraction volatile réside dans le fait qu’elle ne nécessite
aucun traitement de la matiere végétal. La fraction volatile offre donc une vision plus proche
de I’écologie de la plante, plus proche du dégagement naturel en volatils du végétal au
contraire d’autres processus d’extraction comme 1’hydrodistillation avec lesquels on s’expose
a des artefacts d’ordre métabolique (Morin & Richard, 1985) mais aussi chimique avec
I’altération de certaines molécules sous 1’action de la chaleur ou du pH (Goze et al., 2010).
Dans la grande majorité des cas, les profils chromatographiques obtenus pour la fraction
volatile et I’huile essentielle sont trés similaires (Schossler et al., 2009) ; toutefois Djabou et
al. (2012) ont décrit deux compositions totalement différentes pour 1’huile essentielle et la
fraction volatile de Teucrium marum de Corse. Deux isomeres d’un dialdéhyde : le
dolichodial et 1’épi-dolichodial ont éte identifiés comme constituants majoritaires (jusqu’a
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80%) de la fraction volatile alors qu’ils étaient totalement absents dans 1’huile essentielle.
L’extraction de la fraction volatile s’aveére donc une technique complémentaire a mettre en
ceuvre en paralléle a la production d’huiles essentielles afin de s’assurer de la globalité des

composés volatils d’une plante.
1.3. L’analyse des huiles essentielles

L’analyse d’un mélange complexe de composés volatils s’effectue classiquement par le
couplage «en ligne » d’une technique chromatographique, généralement la CPG, avec une
technique d’identification spectrale, généralement la Spectrométric de Masse (SM) ou,
quelques fois, la Spectrométrie Infrarouge par Transformée de Fourier (IRTF). Cette
procédure est privilégiée lors de la réalisation d’analyse « de routine » d’un échantillon dont
les constituants ne présentent pas de difficultés d’identification (Joulain, 1994 ; Mariott et al.,
2001). Dés lors que I’étape d’identification se complexifie, la procédure nécessite un
fractionnement de 1’échantillon par chromatographie liquide « préparative » sur colonne qui
peut se poursuivre jusqu’a la purification d’un constituant. L’objectif étant d’aboutir a son
élucidation structurale par les techniques spectroscopiques usuelles : RMN du proton et du
carbone 13, SM, IRTF, etc...

1.3.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés gazeux
ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition (Arpino et al., 1995). C’est
la technique la plus utilisée dans le domaine de I’analyse des huiles essentielles car elle
permet d’effectuer I’individualisation des constituants a partir d’échantillons de I’ordre du
milligramme voire du microgramme. La séparation a lieu dans des colonnes capillaires qui

possedent un fort pouvoir résolutif parfaitement adaptées aux mélanges complexes volatils.

Chaque constituant est caractérisé par des indices calculés a partir d’'une gamme
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante (indices de
Kovats, IK) ou en programmation de température (indices de rétention, Ir). Cependant, la
comparaison des indices de rétention avec ceux de la littérature ne suffit pas a identifier
formellement un composé. Le développement des phases stationnaires chirales (colonne a
base de cyclodextrines) et de la CPG multidimensionnelle a permis de surmonter certaines

difficultés de séparation et d’identification des composés volatils (Tranchant et al., 1995).
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Nous nous proposons d’adjoindre la CPG chirale comme méthode d’analyse complémentaire
a la méthodologie d’analyse adoptée au laboratoire CPN. L’apport de cette technique sera

développé dans le paragraphe afférent.
1.3.2. Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de Masse (CPG/SM)

Depuis 1975 et D’apparition des premiers appareils de CPG/SM de routine, les
performances du couplage en ligne d’une technique chromatographique qui individualise les
constituants d’un mélange et d’une méthode spectroscopique qui identifie les constituants
n’ont cessé¢ d’évoluer ; nombreux sont les domaines d’application qui ont adopté ces
couplages : I’agroalimentaire (aliments, eau), la pétrochimie (carburants, matieres
synthétiques), les produits naturels (parfumerie, cosmétique, médecine) mais aussi des
domaines non marchand tel que la justice (Junting et al., 1998).

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et I’analyse des différents
constituants d’un mélange complexe. Pour I’analyse des molécules vaporisables, deux modes
d’ionisation sont utilisés : I’1onisation par impact ¢électronique (IE) et 1’ionisation chimique
(IC). L’ionisation en impact électronique (IE) consiste en la formation d’ions positifs a partir
d’un ion moléculaire M obtenu par interaction entre la vapeur d’un échantillon de masse M
et un courant d’électrons (émis par un filament chauffé) accéléré sous vide et sous une
différence de potentiel de 70 a 100 eV. Les ions positifs ainsi formés constituent le spectre de

masse du compose (Tranchant et al., 1996).

Afin de pallier les limites analytiques du couplage CPG/SM-IE, I’ionisation chimique a
¢été utilisée pour I’identification des constituants des huiles essentielles (Bruins, 1979, 1987 ;
Hadjieva et al., 1980 ; Hendriks & Bruins, 1980 ; Brevard, 1985 ; Lange et al., 1988a, 1988b,
1987; Vernin et al., 1990, 1992 ; Schultze et al., 1992). 1l s’agit d’un mode d’ionisation plus
doux que I’impact électronique dans lequel il est recherché des réactions ions-molécules entre
les molécules de 1’échantillon en phase gazeuse et les ions d’un plasma obtenus a partir d’un
gaz réactant. La réaction plasma/molécule produit des ions positifs (ionisation chimique
positive, ICP) ou négatifs (ionisation chimique négative ICN) qui sont repérés sur des spectres
de masse plus simples et surtout plus informatifs que ceux obtenus en IE (Arpino, 1982 ;
Hendriks et al., 1983 ; Zupanc et al., 1992 ; De Hoffmann et al., 1999). L’ionisation peut se

faire par transfert de protons, réactions d’association ou formation d’adduits, perte ou
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abstraction d’un hydrure ou échange de charge (Dougherty, 1981 ; Arpino, 1982 ; Munson,
1997 ; Chapman, 1998 ; De Hoffmann et al., 1999). La contribution a chacune de ces
réactions d’ionisation dépend de la nature de la substance a analyser et du gaz réactant.
L’ammoniac (NH3) ou le méthane (CH,) en ICP et le dioxyde d’azote (NO,) en ICN sont les

gaz principalement utilisés.

L’analyseur de masse le plus fréquent pour I’analyse des composés volatils est le
« quadripble » qui utilise la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le rapport
masse sur charge (m/z) (De Hoffmann et al., 1999). Les détecteurs les plus courants sont les
channeltrons (multiplicateurs d’¢électrons) et les photomultiplicateurs ; ils convertissent les
impacts ioniques en signaux. Le multiplicateur de photons permet la détection des ions
positifs et, dans certains cas, des ions négatifs. Signalons enfin, que 1’acquisition des données
chromatographiques peut étre réalisée de deux manieres différentes selon le besoin
analytique : le mode SCAN est réserveé aux analyses qualitatives et le mode SIM est utilisé

pour les analyses quantitatives.
1.3.3 Résonance magnétique nucléaire (RMN)

C’est la technique de choix pour la caractérisation des molécules organiques ; elle permet
I’acces a des informations concernant le squelette et la fonctionnalisation des molécules. Dans
cette optique les données de la littérature constituent une base intéressante permettant la
comparaison entre les déplacements chimiques de composés décrits et ceux mesurés dans les
mélanges ; ainsi, des reconstitutions de spectres RMN sont possibles a partir de molécules «
modeles ». Dans le cas échéant ou une molécule s’avere plus difficilement identifiable, une

purification en vue de réaliser une analyse structurale en RMN 2D doit étre envisagée.
1.3.4 Méthodologie d’analyse

Au laboratoire CPN, I’identification des constituants d’une huile essentielle ou d’une
fraction volatile provenant d’une matrice d’origine végétale est réalisée par des techniques
d’analyses conventionnelles basées sur 1’utilisation conjointe de la CPG/Ir et de la CPG/SM-

IE (Figure 1.1).

Le mélange complexe des volatils (fractionné ou non dans le cas des huiles essentielles)
est analysé simultanément par CPG/Ir et CPG/SM-IE. Le calcul des Ir, polaires et apolaires, et

la quantification des composés s’effectuent par CPG/Ir. L’analyse par CPG/SM permet
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d’obtenir les spectres de masse des divers constituants qui, a 1’aide d’un logiciel, sont ensuite
comparés a ceux répertories dans des bibliothéques, dont une élaborée au laboratoire et les
autres, commerciales, en éditions traditionnelles ou informatisées (Jennings & Shibamoto,
1980 ; McLafferty & Stauffer, 1988, 1994 ; Joulain & Konig, 1998 ; Nist, 1999 ; Konig et al.,
2001 ; Adams, 2001). Afin de rendre performante I’identification, il est préconisé de posséder
une bibliothéque riche mais surtout adaptée au domaine d’investigation (Mariott et al., 2001).
La bibliotheque « Ardmes» construite au laboratoire, est élaborée a partir de
chromatogrammes et 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. Elle contient actuellement les indices de rétention sur deux colonnes de
polarité différentes et les spectres de masse de plus de 1000 composés volatils dont plus de
700 molécules terpéniques. Cette bibliotheque a été constituée a partir de molécules
disponibles dans le commerce et elle est enrichie continuellement par des molécules isolées
par fractionnement a partir des huiles essentielles ou encore obtenues par hémi-synthése et
dans tous les cas, caractérisées par RMN.

Chaque proposition du logiciel de comparaison des spectres de masse est assortie d’une
note de concordance qui refléte la validité de la structure proposée. Si la note de concordance
est correcte, les indices de rétention du constituant proposé sont comparés a ceux présents
dans la bibliotheque élaborée au laboratoire, ou dans les bibliotheques commerciales
(Jennings & Shibamoto, 1980 ; Joulain & Konig, 1998 ; Konig et al., 2001 ; Adams, 2001),
ou encore répertoriés dans la littérature. Toutefois, se limiter a la note de concordance n’est
pas suffisant; il faut systématiquement procéder a I’examen du spectre de masse du composé
recherché afin d’en tirer les principales informations: masse de 1’ion moléculaire,
fragmentations caractéristiques ou encore mise en évidence de co-élutions. A ce stade, trois

approches différentes (a, b, et c) sont envisagées (Figures 1.1 et 1.2) :

(a) le spectre de masse du constituant et ses indices de rétention sont en accord avec ceux
d’un composé présent dans la bibliotheque élaborée au laboratoire. L’identification du
constituant est réalisée sans ambiguité. Cette démarche est systématiquement mise en ceuvre
quelle que soit la nature du mélange complexe (huile essentielle, hydrolat ou fraction volatile
extraite par SPME).
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(b) les données spectrales et les indices de rétention du constituant recherché ne
correspondent a aucun composé de la bibliothéque du laboratoire mais a ceux d’un composé
présent dans les bibliothéques commerciales (ou dans la littérature). Dans ce cas nous
vérifions, par 1’étude des fragmentations principales en Impact Electronique et en lonisation
Chimique, si les spectres de masse du produit proposé est bien en accord avec la structure de
ce dernier. Cette approche mécanistique peut étre complétée, lorsque cela s’avére possible,
soit par une étape d’hémi-synthése suivie de I’exploitation de 1’analyse du composé

synthétisé, soit par le recours a la RMN du carbone 13

(c) aucune proposition de structure n’est faite par les différentes bibliothéques sur la base des
données spectrales du constituant. Auquel cas, nous n’avons d’autre ressource que le schéma

classique de purification du constituant dans I’optique d’une étude structurale.
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1.3.5 Apport de la CPG chirale a ’analyse des huiles essentielles

Bien au-dela du concept chimique de conformation structurale des molécules, la chiralité
tient une place importante dans notre vie de tous les jours et en particulier dans de nombreux
mécanismes biologiques. L’énantioselectivité se remarque aussi dans de nombreux
mécanismes métaboliques et dans les activités de nombreuses molécules médicalement
actives. Ainsi la L-dopa molécule utilisée dans le traitement de la maladie de Parkinson se
liera au récepteur neurosynergique et sera metabolisée en dopamine tandis que la D-dopa son
isomere optique est totalement inefficace et peut dans certains cas causer une dystonie
neurovégétative (Lloyd et al., 1975). De la méme maniére on peut citer I’exemple du Darvon
® et du Novrad ® qui constituent le couple d’énantiomeres du dextropropoxyphéne. Le
premier énantiomere D (propanoate de (2S,3R)-4-(diméthylamino)-3-méthyl-1,2-diphényl-
butan-2-yle) est un analgésique (Condouris, 1997) tandis que le second énantiomére L
(propaonate de (2R,3S)-4-(diméthylamino)-3-méthyl-1,2-diphényl-butan-2-yle) est un
antitussif (Carter, 1963). Ainsi, I’importance que revét la connaissance de la configuration
optique, notamment dans le domaine pharmaceutique mais aussi dans celui des arébmes et
flaveurs, a conduit des les années 50 a la recherche de techniques analytiques permettant la
séparation éniantiomérique (Bessley, 2011). 1l faudra néanmoins attendre 1966 et les travaux
de Gil-Av et al. (1966) pour qu’ait lieu la premiére différenciation d’esters d’acides aminés
sur une colonne constituée d’une phase stationnaire d’acétate N-trifluoro-acétyl-L-isoleucine
de lauryle. Thermiquement instable et de résolution assez faible, elle sera améliorée en 1977 a
I’issue des études de Frank, Nicholson et Bayeret, puis se démocratisera dans I’étude des
isomeres optiques des acides aminés. Entre temps Frank et al. (1978) ont développé, dés les
années 70, d’autres types de phases stationnaires a plus larges spectres de séparation a partir
de métaux de transition. De nombreuses études, dont certaines sont notamment regroupées en
un ouvrage (Schreier, 1988), décrivent des applications pour 1’étude de nombreuses molécules
volatiles issues de matrices alimentaires ou la seéparation de molécules odorantes. Assez
difficiles a produire et onéreuses, les phases métalliques, dans les années 90, vont laisser place

a des phases stationnaires greffées constituées de cyclodextrines (Baser & Buchbauer, 2009).

Les phases stationnaires & base de cyclodextrine : mécanisme et applications
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Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques formées de plusieurs unités
glucopyranose (6-12 unités) liées entre elles par des liaisons glucosidiques o (1-4) et chaque
unité glucopyranose posséde cing atomes de carbone asymétriques, ce qui confére aux
cyclodextrines des propriétés chirales (Figure 1.3). Elles résultent de la dégradation
enzymatique de I’amidon par les cyclodextrines glucosyltransférases (CGTases) d’origine
bactérienne. Bien que des cyclodextrines contenant jusqu’a 12 unités de glucose aient été
isolées, seules les cyclodextrines o (cyclomaltohexaose, 6 unités de glucose), [
(cyclomaltoheptaose, 7 unités de glucose) et y (cyclomaltooctaose, 8 unités de glucose), ont
fait ’objet d’études poussées et sont commercialement disponibles. Leur découverte a 1’état
naturel remonte a 1891, tandis que 1’élucidation de leur biosynthese et du micro-organisme
capable de les synthétiser date de 1903 par Shardinger (1903) ce qui leur vaudra la
désignation de dextrines de Shardinger. L’élucidation structurale des différentes
cyclodextrines se fera progressivement dans le temps tout d’abord les a, f et y (Freudenberg et
al., 1936) puis les ¢ et o (9 et 10 unités glucose) (French, 1957) et enfin les y et (11 et 12
unités glucoses) (Thoma & Stewart, 1965). Leur propriété consistant a former des complexes
avec les molécules organiques a été explicitée des 1932 par Pringsheim et al. (1932) et la
stoechiométrie des différents complexes d’inclusion formés a été décrite au sein de quelques
publications (Tabushi et al., 1979 ; Ueno et al., 1979 ; Atwood et al., 1998 ; Hamai, 1999).
Les cyclodextrines présentent une disposition spatiale en forme de tore, avec au centre une
cavité apolaire et hydrophile et deux faces externe situées a I’opposé du tore : une face étroite
dite primaire parcourue par l’ensemble des groupements hydroxyles primaires de la
cyclodextrine et une face plus large dite secondaire parcourue par des hydroxyles secondaires
(Figure 1.3).

18



i o
OH  OH

o HO— 5
%\ ?H 1 \l
[/ ' ) ‘ ] s OH
Ho“ / ol . g ' T T !
JHo o, l @ ?H OH W'
|
JT / Face primaire

Hydroxyle primaire

H
» HO
OH \f\f‘-
o \
. o
\ on V -
o

OH / -
py / / P——e
X, o wd ([ oA
__—OH o

°H<—QH—I Hydroxyle secondaire

Face secondaire

Figure 1.3 : Représentations shématiques de la cyclodextrine
a) unité glucopyranose, b) représentation plane de la -cyclodextrine,
c) représentation schématique d’un tore de cyclodextrine
Cette structure en tore confére aux cyclodextrines leurs propriétés physico-chimiques et
en fait des molécules trés adaptées a I’inclusion de molécules hydrophobes ou trés peu
polaires. Etant peu sélectives, les cyclodextrines sont capables de faire des complexes
d’inclusion avec un large spectre de molécules et elles constituent ainsi un sélecteur chirale
quasi universel (Connor, 1997). Toutefois il a été montré que la taille de la cyclodextrine

pouvait étre un facteur limitant 1’inclusion de constituants invités (Connor, 1997).

“ T

Figure 1.4 : Structures et diameétres respectifs des «, f, y cyclodextrines (Bessley, 2012)

En effet la taille de la cavité toroidale ainsi que les interactions intervenant en interne et
en externe influent sur 1’efficacité d’une cyclodextrine par rapport a I’autre (Connor, 1997).
Ainsi I’a-cyclodextrine serait plus apte a séparer des constituants de petite taille tandis que la

y-cyclodextrine convient mieux pour des molécules plus volumineuses d’ou son utilisation
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courante en HPLC. Plus grande que I’a et a peine plus petite que la y, la g-cyclodextrine forte
de ses 35 centres asymétriques s’avere étre le compromis idéal. Elle est particuliérement
adaptée a la séparation de molécules de taille intermédiaire C10-C20, ce qui en fait la phase

stationnaire privilégiée pour des applications chirales en CPG (Keim et al, 1991).

La discrimination chirale consiste a séparer les énantioméres de la molécule d’intérét
selon un processus basé sur la formation de complexes de diastéréoisoméres entre molécules
chirales (racémates) et les sélecteurs chiraux. Avec ces sélecteurs chiraux, ces énantiomeres
forment alors des liaisons non covalentes situées a la surface de la phase stationnaire et vont
ainsi s’agencer en des diastéreoisoméres labiles ayant des propriétés physiques différentes.
Ces derniers seront donc plus ou moins bien retenus sur la colonne chirale. Le mécanisme
d’action des cyclodextrines reste aujourd’hui encore imprécis. Il se déroulerait en deux
étapes : Tout d’abord I’inclusion hydrophobe de la molécule au sein de la cavité chirale de la
cyclodextrine. Puis I’analyte littéralement bloqué dans la cage se lierait par le biais des
groupements se situant au voisinage du ou des centres asymeétriques par des interactions type
liaison hydrogéne avec les groupements hydroxyles situés sur la face secondaire du tore. Dans
ce cas précis, la reconnaissance chirale dépend uniquement de 1’adéquation entre la taille de la
cavité et le motif hydrophobe du composé analysé. Une modification ne serait-ce que minime
dans ce motif peut entrainer des variations importantes tant sur la rétention que sur la
sélectivité (Connor, 1997).

Les cyclodextrines étant des polymeres de sucres, ces derniers souffrent d’une grande
vulnérabilité a I’oxydation et a la dégradation a haute température (Beesley & Scott, 1998).
Ainsi des phases stationnaires a partir de cyclodextrines dérivatisées ont été développées et se
sont depuis démocratisées, si bien que 1’on en retrouve un certain nombre disponible dans le
commerce. D’aprés Beesley (2012), on en dénombre aujourd’hui pas moins de 45 dont les
principales applications ont été regroupées dans plusieurs revues et ouvrages (Beesley, 2011 ;
Bicchi et al., 1999 ; Werkhoff et al., 1993 ; Wist & Mosandl, 1999 ; Kénig & Hochmuth,
2004 ; Smelcerovic et al., 2013 ; Konig, et al., 1992 ; Pietsh & Konig, 1997 ; Zellner et al.,
2010 ; Beesley & Scott, 1998 ; Tranchant, 1996).

La CPG chirale appliguée aux huiles essentielles et aux matrices volatiles.

L’utilisation de phases stationnaires chirales diamide ou métallique s’est avérée

inefficace pour I’étude des composés volatils contenus dans les huiles essentielles et certaines
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matrices alimentaires (Baser & Buchbauer, 2009). Les cyclodextrines se sont averées étre des
phases plus adéquates pour séparer et quantifier les différents couples d’énantioméres présents
dans les huiles essentielles. Cependant malgré 1’amélioration des techniques, il n’existe
toujours pas de colonne universelle applicable a la séparation de tous les types de molécules
volatiles. De nombreux auteurs se sont néanmoins intéressés a la capacité de séparation des
phases stationnaires disponibles et en particulier a [’élucidation des proportions
énantiomériques des constituants des huiles essentielles (Bicchi et al., 1999 ; Werkhoff et al.,
1993 ; Wist & Mosandl, 1999 ; Konig & Hochmuth, 2004 ; Smelcerovic et al., 2013 ; Kbnig
etal., 1992 ; Pietsh & Konig, 1997). L’étude bibliographique réalisée a partir de huit revues et
de 39 publications a permis de constater que les phases stationnaires les plus usitées sont des
dérivés de p-cyclodextrines obtenus par modification des hydroxyles situés en position 2, 3 et
6 de chaque unité glucose (Figure 1.3.a) (Beesley, 2012 ; Bicchi et al., 1999 ; Werkhoff et al.,
1993 ; Wist & Mosandl, 1999 ; Konig & Hochmuth, 2004 ; Smelcerovic et al., 2013 ; Konig
et al.,, 1992 ; Pietsh & Konig, 1997). Ainsi, les B-cyclodextrines (noms commerciaux entre
parentheses) les plus répandues sont: la 2,3,6-tri-O-pentyle (Lipodex C, Cyclodex-B®), la
2,3-di-O-acétyl-6-O-tertiobutyldiméthylsilyle (Hydrodex-s-TBDAC), la 2,3-di-O-éthyl-6-O-
tertiobutyldiméthylsilyle (Rt®-fdexSe, Hydrodex-$-6TBDE) et la 2,3-di-O-méthyl-6-O-
tertiobutyldiméthylsilyle (Rt®-pdexSm, Hydrodex-S-6TBDM). On rapporte également deux
phases stationnaires de type y-cyclodextrine : la 2,6-di-O-pentyl-3-O-butyryle (Lipodex E) et
la 3-O-méthyl-2,6-di-O-butyryle.

A notre connaissance, aucune ¢tude ne relate I’utilisation de phase stationnaire de type a-
cyclodextrine pour 1’analyse des huiles essenticlles. En reégle générale, la discrimination
chirale des monoterpénes hydrocarbonés et oxygénés se réalise convenablement sur la quasi-
totalité des S-cyclodextrines commerciales alors que les y-cyclodextrines ont tendance a étre
plus sélectives vis-a-vis des composés oxygénés, en particulier les alcools. Il existe cependant
peu de phases capables de séparer les stéréoisomeres chiraux de sesquiterpénes aussi bien
hydrocarbonés qu’oxygénés ; les meilleurs résultats ont été obtenus avec une colonne de type
Megadex DETTBS-£ (diéthyl-tertiobutyl-silyl-4-cyclodextrine) qui a permis de séparer les
énantiomeres du y»-muuroléne, de I’a-muuroléne, du p-bisaboléne et du J-cadinéne ainsi que
de I’a-bisabolol et du cubébol (Saritas et al., 2001). Les auteurs ont également réussi a
discriminer a 1’aide d’une colonne hydrodex-4-3P (2,6-di-O-méthyl, 3-O pentyl-
tertiobutylsilyl-g-cyclodextrine) des énantiomeres du »muuroléne et du 10-épi-murrola-4-11-

diéne présents dans I’huile essentielle de Mnium hornium. En utilisant la méme phase
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stationnaire, une étude a permis la différenciation chirale de diterpenes de la famille des
kauranes, des abietatrianes et des beyéranes ; il s’agit notamment des énantioméres du 15-
kaurene, du 16-kauréne, du 7,13-abiétatriene et du 15-beyérene présents dans les huiles
essentielles de Cryptomeria japonica, Podocarpus spicatus, Pellia epiphylla, Lophocolea

bidentata, Araucaria araucana et Thuja occidentalis (Pietsh & Konig, 1997).

Il est nécessaire de distinguer les études visant a discriminer les isomeres optiques de
molécules isolées (standards) et celles ayant pour objectif la distinction chirale de composés
en mélange. Dans le cas des huiles essentielles, il est fréquent d’utiliser différentes phases
stationnaires afin de résoudre les co-élutions entre les énantiomeres des multiples composeés
du mélange (Zawirska-Wojtasiak et al. (2010) ; Filipi et al., 2006 ; Saritas et al., 2001). Ainsi,
Zawirska-Wojtasiak et al. (2010) ont eu recours a une colonne de type Rt®-AdexSm pour
séparer les stéréoisoméres de 1’a-pinene, du S-pinéne, du limonene, du linalol et du terpinén-
4-ol et a une colonne de type Rt®-pdexSa pour ceux de la carvone (Zawirska-\Wojtasiak et al.
2010). De méme, I’utilisation conjointe d’une Hydrodex-f-3P et d’une Lipodex E a permis de
résoudre un probléme de co-élution entre les isoméres optiques du S-pinéne et du sabinéne
(Filipi et al., 2006).

A Détat naturel, les proportions respectives des énantiomeres d’un méme composé
peuvent varier considérablement ; ces ratios peuvent varier en fonction de 1’origine botanique
(Baser & Buchbauer, 2009) mais aussi en fonction de ’origine géographique. Ainsi, \Wst et
al. (1997) ont déterminé I’identité chirale des huiles essentielles de géranium provenant de
Réunion, de Chine et d’Egypte. Les ratios énantiomériques ont été également utilisés pour la
détection d’adultération dans les huiles essentielles commerciales de bergamote, de menthe

poivrée et de mélisse officinale (Konig & Hochmuth, 2004).

I.4. Outils statistiques

Les travaux de recherche actuels sur les compositions chimiques des huiles essentielles et
des fractions volatiles pré-concentrées par SPME, intégrent de plus en plus 1’étude de la
variabilité chimique induite par les critéres environnementaux (altitude, nature du sol, climat),
physiologiques (morphologie du végétal, stade végétatif) ou encore génétiques. Pour étudier
la diversité en métabolites secondaires d’une plante, il est indispensable d’effectuer un
traitement statistique des données qualitatives et/ou quantitatives (présence/absence, teneurs)
relatives aux constituants des matrices étudiées. Pour cela, les deux outils les plus

fréquemment utilisés sont 1’Analyse en Composante Principale (ACP) et la Classification
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Ascendante Hiérarchique (CAH) (Brereton, 2003). Ces deux méthodes permettent d’avoir une
vision synthétique, des similitudes et/ou des différences au sein d’un ensemble d’échantillons.
Sans entrer dans les théories régissant les statistiques, nous allons montrer le parti que le

chimiste peut en tirer.

L’ACP est un outil permettant de convertir un nuage de points d’un espace multivarié en
un nuage de points dans un espace a deux dimensions. Les points et les variables de la matrice
sont projetés selon deux axes perpendiculaires représentatifs de 1’ensemble du nuage
(Cicchetti et al., 2008). 1l est important que les deux axes choisis aient un pourcentage de
représentation (variabilité expliquée) suffisamment élevé pour que le traitement soit jugé
pertinent. Concrétement, dans notre domaine d’étude, les points sont les stations de récolte
des échantillons végétaux tandis que les variables sont les pourcentages (normalisés ou

standardisés) des constituants du mélange.

La CAH est une méthode d’agglomération de différents points dans un espace varié. Tout
d’abord la dissimilarité entre chaque point via des calculs de distance est établie, ensuite, le
systeme agglomere les points entre eux de fagon itérative et aboutit a la formation de plusieurs
groupes. Les agglomérations successives sont représentées sous forme d’arborescence sur un
dendrogramme. Ceci permet ainsi de classer les échantillons selon plusieurs groupes, en
fonction de I’importance de la dissimilarité entre chaque rameau de I’arbre (Brereton, 2003).
Bien que permettant d’établir différents groupes, la CAH ne fournit strictement aucune

information concernant les affinités de ces groupes avec les variables utilisées.

Dans notre cas, nous avons systématiquement établi les groupes les plus représentatifs en
CAH et confirmé ces résultats en ACP. Puis, les affinités de chaque groupe avec les composés
discriminants ont été déterminées par ACP. In fine, et selon la classification ainsi faite, chaque
échantillon a été confronté aux données de la matrice afin de contréler les propositions du

traitement statistique.
1.5. Séquence analytique

Au travers des différentes étapes de la séquence analytique, nous avons abordé dans cette
partie les potentialités et les limites des techniques analytiques utilisées pour 1’étude des
constituants volatils d’une plante. Dans le cadre de nos travaux de thése, nous nous sommes

intéressés a la caractérisation de la composition volatile de plantes appartenant aux genres
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Xanthium, Limbarda et Senecio. Pour cela, nous avons développé une approche analytique

rigoureuse basée sur :

1. Un échantillonnage raisonné dans le but d’¢étudier la variabilité chimique des espéces.
Pour cela, nous avons procédé aux prélevements du matériel végétal (plusieurs pieds
individuels) dans 25 a 40 localités représentatives de la répartition en Corse du taxon
considéré, en veillant a ce que chaque échantillon soit récolté dans le méme état phénologique
et sur une période courte (1 & 2 mois). Par ailleurs, une station « témoin » a été choisie pour
réaliser 1’¢tude des composés volatils contenus dans les organes séparés et 1’évolution de ces

derniers tout au long du cycle végétatif.

2. Une préparation d’échantillons basée sur la production simultanée d’huiles essentielles
par hydrodistillation (HD) et des fractions volatiles par Microextraction sur Phase Solide
(MEPS) afin d’obtenir une vision compléte des composés volatils de la plante. Le matériel
végétal a été hydrodistillé a 1’aide d’un appareil de type Clevenger, dans le respect des
recommandations de la pharmacopée européenne (Conseil de I’Europe, 2004). Les
rendements en huile essentielle, exprimés en pourcentage ont été calculés a partir de la masse
du matériel végétal frais puis ils ont été extrapolés a la masse de matériel végétal sec obtenue
apres séchage en laboratoire. Pour 1I’étude de la variabilité chimique en fonction de la
localisation des échantillons ou du stade végétatif, les huiles essentielles ont été obtenues en
suivant un protocole de distillation scrupuleusement identique. Nous avons mis en oeuvre la
SPME de trois pieds individuels pris au hasard au sein de chaque station. Afin d’une part, de
valider ’homogénéité chimique de chaque station étudiée (donc le rassemblement de pieds
individualisés pour la production d’huile essentielle) et, d’autre part, de vérifier I’adéquation
entre les profils chromatographiques des matrices liquides (huiles essentielles) et gazeuses
(fractions volatiles) d’un méme végétal. En raison de la parfaite adéquation des compositions
chimiques entre les deux matrices, nous avons choisi de ne pas présenter les résultats relatifs a

I’étude de la fraction volatile dans le manuscrit.

3. Une démarche analytique basee sur une méthodologie performante décrite supra. Elle
associe une analyse de routine pour les échantillons individuels provenant de chaque station et
une étude « détaillée » intégrant des fractionnements de 1’huile essentielle « collective »
obtenue pour chaque espéce, par rassemblement des huiles essentielles ayant les mémes

profils chromatographiques. Cette étape de chromatographie sur colonne contribue a
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I’amélioration du taux d’élucidation de la composition chimique de 1’huile essentielle par
I’identification dans les fractions, des constituants minoritaires et des composés non identifiés
(absents des bibliotheques de données). Pour ces derniers, nous pouvons ainsi accéder aux

spectres de RMN du carbone-13 et/ou du proton.

4. L’interprétation statistique des données sur les huiles essentielles a été réalisée par
Analyse en Composants Principales (ACP) et Classification Hiérarchique Ascendante (CAH).
Pour chaque espéce, les matrices regroupant les pourcentages normalisés des constituants
volatils sont analysees afin de rechercher des corrélations entre la variabilité chimique et les
caractéres morphologiques des taxons, les facteurs liés a la chorologie de la plante (stade

végétatif) ou encore les parameétres environnementaux de la zone de prélévement.

5. Notre contribution a I’optimisation de la méthodologie du laboratoire, vise a adjoindre
la CPG chirale comme outil supplémentaire pour la caractérisation des huiles essentielles.
Nous avons choisi d’étudier les ratios énantiomériques des composés majoritaires des huiles
essentielles du genre Senecio. Notre travail a nécessité 1’optimisation des conditions
chromatographiques : choix des phases stationnaires, recherche des parametres de séparation
(quantité injectée, volume de fuite, programmation de température, vélocité du gaz vecteur)
sur des composés standards chiraux (traités individuellement) puis sur les constituants dans
les huiles essentielles. Pour chaque huile essentielle, 1’identification des couples en présence a
été realisée par CPG/SM et leur ratio énantiomérique a été calculé en CPG-FID a partir de

I’aire des pics normalisés par étalonnage interne.

6. Dans le but d’identifier des applications potentielles dans le domaine de
I’agroalimentaire et/ou de la cosmétique, nous avons procédé a la détermination des activités
antioxydantes de 1’huile essentielle de chaque espéce et des fractions correspondantes afin
d’identifier d’éventuels principes actifs. Ce travail a été réalisé en collaboration avec I’équipe

de Biochimie du Laboratoire de Génétiques Moléculaires de L’Université de Corse.

De facon analogue, en vue de développer des applications dans le domaine de la
métallurgie, nous nous sommes intéressés aux potentiels anticorrosifs des huiles essentielles
de Senecio inaequidens, Senecio angulatus, Xanthium italicum et Limbarda crithmoides en
collaboration avec 1’équipe du laboratoire de « Chimie des Substances Naturelles et Synthése

et Dynamique Moléculaire » de I’Université d’Er-Rachidia au Maroc.
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CHAPITRE Il : LES HUILES ESSENTIELLES DU GENRE
XANTHIUM

Inscrites sur la liste des especes envahissantes de France (MNHN- INPN 2011) et
d’Europe (OEPP), la lampourde d’Italie (Xanthium italicum) et la lampourde épineuse
(Xanthium spinosum) sont considérées comme deux espéces a dynamique d’invasion
importante. En Corse, I’expansion de X. italicum était considérée en 2008 au stade
d’envahissement trés rapide (Paradis et al., 2008). A ce niveau, le phénoméne d’invasion
s’accélere et ’espece devient tres fréquente comme nous pouvons le constater aujourd’hui. X.
spinosum semble se répandre modérément, toutefois signalons que seules 14 stations étaient
cartographiées par Gamisans & Jeanmonod (1998) en 1998 alors que dans notre étude nous en
rapportons plus du double sur le territoire insulaire. Dans ce chapitre nous présenterons
successivement, 1’étude bibliographique du genre Xanthium puis 1’étude de la variabilité

chimique des huiles essentielles des deux especes.
11.1. Etude bibliographique

Le genre Xanthium appartient a la famille des Astéracées et comprendrait 25 espéces
réparties sur I’ensemble du globe (Tutin et al., 1976). De nombreux Xanthium sont connus en
usage traditionnel pour soulager les douleurs liées a certains cancers, limiter les complications
du diabéte ou pour leurs effets bénéfiques pour sur certains troubles cardiaques (Hartwell,
1968). Ainsi, les infusions et cataplasmes de X. italicum était utilisés en Amérique du sud
pour soigner les carcinomes et les problémes de peau, respectivement (Paumes, 2009). X.
spinosum était appliqué pour combattre la rage, soulager les fievres chroniques et le diabete
(Schapera, I., 1930) mais aussi pour stimuler la sécrétion de salive et comme diurétique
(Dragendorff, 1898). La médecine traditionnelle chinoise et japonaise, préconise encore
aujourd’hui ’utilisation de X. strumarium en fumigation pour soulager les maux de téte, les
sinusites et en infusion contre les douleurs articulaires (Mitsuhashi, 1988). A notre
connaissance, aucune utilisation traditionnelle des espéces du genre Xanthium n’est rapportée

en Corse.

La classification botanique du genre Xanthium est complexe; les difficultés
taxonomiques sont illustrées par une importante diversité nomenclaturale liée a son caractere

cosmopolite. Pour exemple, X. italicum est aussi nommé X. strumarium subsp. italicum
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Moretti, X. strumarium subsp. cavanilesii et X. echinatum Murray. En Corse, trois especes de
Xanthium sont rapportées : X. spinosum (Syn: X. catharticum) (Lampourde épineuse), X.
strumarium (Lampourde européenne) et X. italicum (Lampourde d’Italie) (Jeanmonod &
Gamisans, 2007). Ce sont des plantes annuelles fleurissant de juillet a septembre pour X.
italicum et X. strumarium et de juillet a octobre pour X. spinosum. La localisation de X.
italicum et strumarium se situe le plus souvent en zone littoral sur les arriere-plages et les
pelouses humides, alors que X. spinosum est nitrophile et arpente ainsi les terrains rudéraux,

les exploitations fermiéres ou agricoles.

X. spinosum est une plante de taille variable pouvant atteindre 30 a 100 cm de hauteur
avec des tiges parsemées d’épines de 5 a 10 mm de long. Ces fruits sont parmi les plus petits
et les moins poilus du genre Xanthium avec des mensurations de 10 a 13 mm de long pour 4 a
5 mm de large (Jeanmonod & Gamisans, 2007). Si X. spinosum se distingue facilement des
deux autres espéces par la présence d’épines sur ces tiges et par la morphologie de ses fruits,
la différenciation morphologique de X. italicum et de X. strumarium semble beaucoup plus
délicate (Tutin et al., 1976). Toutefois, Jeanmonod et Gamisans distinguent X. italicum et X.
strumarium sur la base de la taille et du nombre d’épines disposées a la surface de leurs
diaspores (fruits) : 12 a 17 mm de largeur avec 40 a 100 épines pour X. strumarium contre 20

a 26 mm et 120 a 160 épines pour X. italicum (Jeanmonod & Gamisans, 2007).

Au niveau du territoire insulaire, le genre Xanthium est connu pour présenter une
variabilité morphologique importante ; cette derniére se traduit par un polymorphisme de la
taille des plantes, de la pilosité, ou encore de la forme des feuilles pour les espéces X. italicum
et X. spinosum (Jeanmonod & Gamisans, 2007). Au sein des populations de X. italicum, les
auteurs ont observé la coexistence de pieds de petites tailles (5-20 cm en moyenne) et des
pieds beaucoup plus grands (pouvant atteindre de 100-120 cm de haut). Ces constatations
soutiennent I’hypothése d’un phénomene d’introgression et/ou hybridation avec 1’espece X.
strumarium (Jeanmonod & Gamisans, 2007), qui est de taille plus petite que les deux autres
especes du genre. De maniere analogue, des spécimens de X. spinosum présentant des feuilles
de petite taille (20 mm de long pour 5 mm de large) et des spécimens a feuilles plus larges,
plus longues et souvent plurilobées (30-70 mm de long sur 10-30 mm de large) ont été

identifiés en Corse.
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Enfin, signalons que parmi les trois espéces présentent aujourd’hui sur I’ile, seule X.
strumarium est native de Corse alors que X. spinosum et X. italicum sont des espéces
introduites originaires du continent Américain (Jeanmonod & Gamisans, 2007). Localisées
depuis le XVeme siecle en Europe, ces deux dernieres ne sont signalées que plus récemment
sur le territoire insulaire : X. spinosum en 1834 et X. italicum en 1863 (Gamisans &
Jeanmonod, 1998). La conséquence directe de leur introduction en Corse est la disparition
quasi-totale de I’espéce X. strumarium par introgression et/ou hybridation avec 1’espéce X.
italicum. En effet, le taxon X. strumarium ne semblait pas rare jusqu’au début du siécle mais
depuis 1950, I’espéce disparait progressivement ; en 1998, le mécanisme d’extinction était
bien engagé et aujourd’hui elle est considérée comme une espéce en danger (Jeanmonod &
Gamisans, 2007). Du fait de leur bonne adaptation au milieu méditerranéen, la lampourde
d’Italie (X. italicum) colonise la quasi-totalité des zones humides et une grande partie du
littoral alors que la lampourde épineuse (X. spinosum) qui présente une bonne affinité avec les
sols azotés se retrouve souvent sur les terrains agricoles de la plaine orientale et du centre de

I’1le (Gamisans & Jeanmonod, 1998).

Le genre Xanthium a fait I’objet de nombreux travaux phytochimiques visant a identifier
les métabolites secondaires. Plusieurs études décrivent les compositions chimiques des
extraits aux solvants organiques obtenus a partir de 13 especes de Xanthium parmi lesquelles
X. strumarium (McMillan et al., 1975 ; Chandel et al., 2012 ; Mahmoud, 1998 ; Malik et al.,
1993 ; Kim et al., 2003 ; Saxena & Mondal, 1994 ; Craig et al., 1976 ; Ramirez-Erosa et al.,
2007 ; Ma et al., 1998 ; Qin et al., 2006 ; Han et al., 2006 ; Maitra et al., 2006 ; Agata et al.,
1993 ; Cultler & Cole, 1983 ; Cole et al., 1980 ; Pashenko & Pivnenko, 1970), X. spinosum
(Metwally et al., 1974 ; Abdei-Mogib et al., 1991 ; Omar et al., 1984 ; Piacente et al., 1996 ;
Cumanda et al., 1991 ; Salinas et al., 1998 ; Ansari & Dubey, 2000 ; Ginesta et al., 1994 ;
Marco et al., 1993a) et X. italicum (Tsankova et al., 1993, 1994 ; Kovacs et al., 2009 ; Marco
et al., 1993a) mais aussi X. pungens (Ahmed et al., 1990 ; Mahmoud et al., 1995, 2005 ;
Macleod & Moelles, 1990), X. riparium (Pashenko et al., 1969 ; Pashenko & Pivnenko,
1970), X. macrocarpum (Lavault & Bruneton, 1979 ; Pinel et al., 2007 ; Lavault et al., 2005),
X. cavanillesii (Favier et al., 2005, 2006 ; De Riscala et al., 1994), X. sibiricum (Sato et al.,
1997 ; Kanetal., 2010 ; Bui et al., 2012 ; Dai et al., 2008a, 2008b ; Su et al., 2007 ; Cheng et
al., 2011 ; Ling et al., 2010 ; Zhang et al., 2004), X. canadense (Tahara et al., 1980 ; Kanaoka
et al., 1976), X. occidentale (Khafagy & Metwally, 1970, 1971; Ghazy et al., 1988), X.
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indicum (Bohlmann et al., 1982), X. pennsylvanicum (Little et al., 1950) et X. orientale
(Bohlmann & Zdero, 1981 ; Dominguez et al., 1971).

Ces études décrivent principalement la présence de lactones sesquiterpéniques possedant
des squelettes guaiane ou seco-guaine de type xanthanolides (Figure 11.1 X.1-3) (McMillan et
al., 1975; Bui et al., 2012 ; Ansari & Dubey, 2000 ; Mahmoud, 1998 ; Malik et al., 1993 ;
Kim et al., 2003 ; Saxena & Mondal, 1994; Craig et al., 1976 ; Marco et al., 1993a ; Ramirez-
Erosa et al., 2007 ; Metwally et al., 1974 ; Abdei-Mogib et al., 1991 ; Omar et al., 1984 ;
Piacente et al., 1996 ; Cumanda et al., 1991; Tsankova et al., 1994 ; Kovacs et al., 2009;
Marco et al., 1993a ; Tsankova et al., 1993 ; Ahmed et al., 1990; Pashenko & Pivnenko,
1970; Lavault & Bruneton, 1979 ; Pinel et al., 2007 ; ; Lavault et al., 2005 ; Favier et al.,
2005, 2006 ; De Riscala et al., 1994 ; Tahara et al., 1980; Kanaoka et al., 1976; Khafagy &
Metwally, 1970, 1971; Ghazy et al., 1988 ; Bohlmann et al., 1982 ; Little et al., 1950 ;
Bohlmann & Zdero, 1981). Ces molécules connues pour leur caractere cytotoxique (Kim et
al., 2003 ; Kovacs et al., 2009), s’avérent étre responsables des effets bénéfiques des
Xanthium au travers de leur activité anti-cancéreuse (Kovacs et al., 2009 ; Ramirez-Erosa et
al., 2007 ; Ansari & Dubey, 2000 ; Réthy et al., 2007), anti-bactérienne (Little et al., 1950 ;
Pinel et al., 2007 ; Tsankova et al., 1994 ; Ginesta et al., 1994), anti-fongique (Lavault et al.,
2005), anti-leishmaniose (Lavault et al., 2005), anti-malaria (Chandel et al., 2012) mais aussi
anti-inflammatoire (Kim et al., 2003) et antiulcéreuse (Favier et al., 2005, 2006).

Les autres molécules terpéniques identifiées dans les espéces de Xanthium sont des
furanoérémophilanes (Bohlmann et al., 1982 ; Ghazy et al., 1988 ; Kanaoka et al., 1976), des
dérivés carotanes (Bohlmann et al., 1982 ; Cumanda et al., 1991), des stérols (Dominguez et
al., 1971; Zhang et al., 2004 ; Kan et al., 2010 ; Salinas et al., 1998; Maitra et al., 2006) ou
encore des diterpenes de type kaurénique : les carboxyactratylosides (Figure 11.1 X.4 et 5)
(Piacente et al., 1996; Macleod & Moelles, 1990 ; Cole et al., 1980 ; Cultler & Cole, 1983).
Des dérivés de 1’acide caféolyquinique (Pashenko et al., 1969 ; Cheng et al., 2011 ; Agata et
al., 1993) ont aussi été rapportés dans des extraits de parties aériennes et de racines de ces
plantes. Des thiazonédiones (Figure 11.1 X.6 et 7) (Mahmoud et al., 1995, 2005 ; Ma et al.,
1998 ; Qin et al., 2006 ; Han et al., 2006) ont été mises en évidence a partir d’extraction au
méthanol de fruits de X. pungens (Macleod & Moelles, 1990), X. strumarium (Ma et al., 1998;
Qin et al., 2006 ; Han et al., 2006; Cultler & Cole, 1983; Cole et al., 1980), X. sibiricum
(Cheng et al., 2011) et X. spinosum (Piacente et al., 1996). Ces composés azotés seraient
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responsables de la toxicité accrue des fruits autant pour ’homme que pour les animaux

(Turgut et al., 2005 ; Stuart et al., 1981).

Figure 11.1 : Exemples de Xanthanolides, de Carboxyactratylosides et de Thiazonidiones trouvés
dans les extraits de plusieurs especes du genre Xanthium
X.1: (E)-2-Xanthatine ; X.2: époxyde de 8-épixanthatine ; X.3: 2-a-hydroxy 8-épixanthinosine ; X.4: Acide 2-
S-O-p-D-glucupyranosyl-15a-hydroxy-kaur-16-én-18,19-dicarboxylique;
X.5: 4’désulphatedcarboxyatractyloside; X.6: 7-hydroxyméthyl-8,8-diméthyl-4,8-dihydrobenzol[1,4]thiazine-
3,5-dione-11-0-$-D-glucopyranoside ; X.7: Xanthadione

Nous ne dénombrons que peu d’articles sur les huiles essentielles du genre Xanthium. A
notre connaissance seulement huit études ont été réalisées a ce jour, elles concernent neuf
huiles essentielles obtenues a partir de six espéces : X. cavanelesii d’Argentine (Taher et al.,
1985), X. canadense du Japon (Sakuda & Tahara, 1982), X. sibiricum de Chine (Liu et al.,
2010), X. brasilicum d’Iran (Habibi et al., 2004), X. pennsylvanicum de Russie (Kozhin &
Ikonnikov, 1980) et X. strumarium du Brésil (Scherer et al., 2010), d’Iran (Esmaeili et al.,
2006) et d’Inde (Ahuja & Nigam, 1970) (Tableau 11.1). Ces travaux décrivent la composition
chimique d’huiles essentielles obtenues a partir de parties aériennes (Taher et al., 1985 ;
Kozhin & lkonnikov, 1980 ; Habibi et al., 2004), de feuilles (Scherer et al., 2010 ; Esmaeili et
al., 2006 ; Ahuja & Nigam, 1970 ; Sakuda & Tahara, 1982 ), de fruits (Liu et al., 2010) et de
tiges (Esmaeili et al., 2006). Ainsi nous pouvons classer les échantillons en quatre groupes sur
la base de leur composition chimique :
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- trois huiles essentielles riches en monoterpenes hydrocarbonés (Taher et al., 1985 ; Kozhin
& lkonnikov, 1980 ; Ahuja & Nigam, 1970). Parmi ces échantillons, nous retrouvons les
parties aériennes de X. pennsylvanicum (Kozhin & Ikonnikov, 1980) et de X. cavanelessii
(Taher et al., 1985) ainsi que les feuilles de X. strumarium d’Inde (Ahuja & Nigam, 1970) ;
elles sont caractérisées par un taux de limonéne toujours supeérieur ou égal a 35%.

- deux huiles essentielles riches en sesquiterpenes hydrocarbonés (Scherer et al., 2010 ;
Sakuda & Tahara, 1982). 11 s’agit des feuilles de X. strumarium du Brésil (Scherer et al.,
2010) avec comme composé ultra-majoritaire le p-guaiéne (79,6%) et celles de X.
canadense (Sakuda & Tahara, 1982) dominées par le germacrene-D (28,5%).

- trois huiles essentielles riches en monoterpénes oxygénés (Esmaeili et al., 2006 ; Habibi et
al., 2004). Pour ces derniéres, nous distinguons les feuilles et tiges de X. strumarium ainsi
que les parties aériennes de X. brasilicum d’Iran (Esmaeili et al., 2006 ; Habibi et al.,
2004) qui sont caractérisées par une forte teneur en bornéol (11,0%, 7,9% et 28,9%,
respectivement).

- Enfin, nous pouvons signaler que I’huile essentielle de fruits de X. sibiricum de Chine (Liu
et al., 2010) est la seule présentant des acides linéaires tels que I’acide eicosanique (4,23%)

et palmitique (4,23%) comme constituants majoritaires.
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Espéces étudiées® Sp1l Sp2 Sp3 Sp4 Sp5 Sp6
Parties étudiées” Fe Ti Pa Pa Fe Pa Fr
Références’ [A] [B] [C] [B] [D] [E] [F] [G] [H]
Origines® BR IR IND IR RA RU JP IR PRC
Composés majoritaires’
cis-3-hexen-1-ol - - np - - np 5,3 - -
S-pinéne - - np - 5,4 mc - - -
limonéne 22 25 350 150 43,6 65 1,8 - 1,17
terpinoléne - - 7,0 - - - - - -
linalol - - np - 0,8 - - - 2,34
bornéol - 11 np 7,9 3,6 np - 28,9 -
terpinén-4-ol - 09 np 54 1,1 np - - -
fenchone - - np - - np - 21,1 -
acetate d'isobornyle - - np - - np - 9,1 -
S-cubébéne 03 63 np 1,3 - np - - -
(E)-p-caryophyllene 39 17 6,0 - 1,6 np 4,0 - -
germacrene-D - - np 1,0 - np 28,5 - -
S-guaiéne 796 - np - - np - - -
S-sélinéne - 32 np 101 - np - - -
o-cadinéne 04 39 np 0,5 4,6 np 4,8 - -
a-ionone - - 10,0 - - - - - -
carvéol - - 250 - - - - - -
4-hydroxyguaja-6 (7), 10 (14)-diéne - - - - np - 4,5 - -
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Espéces étudiées® Spl Sp2 Sp3 Sp4 Sp5 Sp6

Parties étudiées” Fe Ti Pa Pa Fe Pa Fr
Références® [A] [B] [C] [B] [D] [E] [F] [G] [H]

Origines® BR IR IND IR RA RU JP IR PRC

Acide eicosanoique - - - - - - - - 4,23
acide palmitique

Composes hydrocarbonnés 91,23 31 mc 31,7 66,5 mc 51 7 np
Composés oxygenés 6,8 54 np 564 17,3 np 15,9 74,8 mc
Monoterpenes hydrocarbonés 28 16 mc 98 55,2 mc 1,8 3,7 np
Sesquiterpénes hydrocarbonés 88,43 13 np 197 11,3 np 49,2 3,3 np
Autres composés hydrocarbonés - 19 np 22 - np np - np
Monoterpenes oxygénes 03 33 np 46 14,2 np - 68,5 np
Sesquiterpénes oxygénés 65 21 np 7,7 3,1 np 8,7 6,3 np
Diterpénes oxygenes - - np 27 - np 1,9 - np
Composés non terpeniques oxygénés tr - np - - np 5,3 - mc

® Espéces étudiées: Spl: X. strumarium; Sp2: X. cavanelesii; Sp3: X. pennsylvanicum; Sp4: X. canadense;

Sp5: X. brassilicum; Sp6: X. sibiricum

® parties étudiées: Pa: parties aériennes, Fe: Feuilles; Ti: Tiges; Fr: Fruits

° Références: A: (Sherer et al., 2010); B: (Esmaeli et al., 2006) ; C: (Ahuja & Nigam, 1970); D: (Taher et al., 1985);
E: (Kozhin & Konnikov, 1980); F: (Sakuda & Tahara), 1982; G: (Habibi et al., 2004); H: (Liu et al., 2010)
“Origines géographiques: BR: Brasil, IND: Inde; IR: Iran; JP: Japon; PRC: Chine; RA: Argentine; RU: Russie;
YComposés majoritaires identifiés sur I'ensemble des huiles essentielles du genre Xanthium

np: Valeurs non précisées; mc: Composés majoritaires dont les proportions ne sont pas précisées




11.2. Compositions chimiques des huiles essentielles de X. italicum et X.

spinosum

Dans le cadre des présents travaux de these, nous nous sommes intéresses aux huiles
essentielles obtenues a partir de X. italicum et X. spinosum, deux espéces considérées comme
envahissantes et presentes en abondance suffisante pour envisager une valorisation
économique par la production d’huile essentielle. X. strumarium a été écartée de 1’étude
puisqu’il s’agit d’une espéce trés peu représentée sur le territoire insulaire. En accord avec la
séquence analytique décrite dans le chapitre 1, pour chaque espece nous avons tout d’abord
procédé a D’extraction des huiles essentielles individuelles obtenues a partir des parties
aeriennes récoltées dans 25 localités de Corse. Ces échantillons ont préalablement été soumis
a une analyse «de routine » par CPG-DIF et CPG/SM puis ils ont été regroupés afin de
constituer une huile essentielle « collective » des deux espéces. Celle-ci a été fractionnée sur
colonne et les fractions ainsi obtenues ont été analysées afin d’améliorer le taux d’¢lucidation
de la composition chimique. En complément pour chaque plante, nous avons réalisé 1’étude
des huiles essentielles obtenues a partir des organes séparés ainsi que le suivi de la
composition chimique au cours du cycle végétatif. Pour cela, les teneurs des composés
majoritaires et des familles chimiques ont été mesurées chaque mois de mars a octobre sur la
station de Furiani S15 pour X. italicum et de mai a décembre sur la station de Corte S1 pour
X. spinosum. Les résultats sont exprimés en mg/100g de plante séche afin de prendre en
compte les variations de rendement et de teneur en eau. Enfin, nous nous proposons d’étudier
la variabilité chimique en recherchant des corrélations entre le polymorphisme morphologique

des deux especes et la composition des huiles essentielles.
11.2.1. Analyse des huiles essentielles de Xanthium italicum*

L’analyse de I’huile essentielle collective de X. italicum a permis I’identification de 107
composés représentant 98,7 % de la composition chimique du mélange (Tableau 11.2). Les
composés majoritaires sont le limonene Xi8 (35,3%), le sabinene Xi3 (5,8%), le bornéol Xi21l
(5,6%), le germacreme D Xi70 (2,5 %) et I’a-bisabolol Xil101 (2,4%). L’ huile essentielle est
largement dominée par des composés hydrocarbonés (66,2%) et plus particulierement, par les

monoterpenes hydrocarbonés qui représentent plus de la moitié de la composition chimique

! Andreani, S., Barboni, T., Desjobert, J. M., Paolini, J., Costa, J., & Muselli, A. (2012). Flavour and Fragrance Journal, 27(3), 227-236.
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de I’huile essentielle (50,3%). Par comparaison avec la littérature, I’huile essentielle des
parties aériennes de X. italicum de Corse peut étre rapprochée de celles des feuilles de X.
strumarium d’Iran (Esmaeili et al., 2006) et d’Inde (Ahuja & Nigam, 1970) et de celles des
parties aériennes de X. cavanillesii d’Argentine (Taher et al., 1985) et X. pennsylvanicum de
Russie (Kozhin & lkonnikov, 1980) dans lesquelles le limonéne est le composé majoritaire
(25,0%, 35,0%, 43,6% et 65,0%, respectivement).

L’hydrodistillation des feuilles, des tiges, des fleurs et des fruits de X. italicum a permis
d’obtenir des huiles essentielles avec des rendements respectifs de 0,14%, 0,12%, 0,18% et
0,07%. Les rendements en huiles essentielles obtenues a partir des tiges, des feuilles et des
fleurs (capitules) sont comparables a ceux obtenus pour les parties aériennes totales (0,20% en
moyenne calculée sur les 25 échantillons (Annexe 1) tandis que celui obtenu a partir des
fruits est trés inférieur (Tableau I1. 2). Nous pouvons donc considérer que par rapport aux

fruits les autres organes sont plus aromatiques.

L’analyse a permis d’établir la présence de 77, 74, 85 et 71 composés respectivement
dans les huiles essentielles de feuilles, de tiges, de fleurs et de fruits ; ils représentent toujours
plus de 90 % de la composition globale. Les organes séparés produisent des huiles essentielles
avec des compositions chimiques qualitativement similaires qui ne différent que par quelques
variations quantitatives de leurs composés majoritaires. L’huile essentielle de tiges est
dominée par le limonéne Xi8 (47,9%), ce dernier reste le composé majoritaire de celle de
feuilles (Xi8 : 22,9%) suivi par le germacréne-D Xi70 (15,8%) et le bornéol Xi21 (8,8%).
L’huile essentielle de fleurs se distingue par la présence du o-sélinéne Xi75 (22,4%), du
germacréne-D Xi70 (17,0%) et du J-élémene Xi43 (7,4%) alors que le limonéne Xi8 devient
clairement minoritaire (2,6%). Les fruits présentent une composition volatile singuliére avec
comme composés majoritaires 1’a-bisabolol Xil01l (43,0%), I’a-cadinol Xi99 (5,0%) et
I’(E,E)-a-farnésol Xil03 (4,3%). Ainsi nous différencions les huiles essentielles produites par
les différents organes de la plante. Bien que les feuilles, les fleurs et les tiges soient
caractérisées par une forte teneur en composés hydrocarbonés, il apparait que les
monoterpenes hydrocarbonés dominent dans les tiges (56,8%) alors que les sesquiterpénes
hydrocarbonés sont majoritaires dans les fleurs et les feuilles (69,5% et 37,8%
respectivement). A contrario I’huile essentielle de fruits est trés riche en sesquiterpenes

oxygenés (61,5%).
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Tableau I1. 2: Compositions chimiques des huiles essentielles de Xanthium italicum

d

Partie aériennes’

Organes séparés’

No® Composés Iflitt®  Ira®  Irp®  Rf® C Min Max Moy+o Fe Ti Fl Fr identification"
% % % % % % % %
Xil a-pinene 936 931 1022 1,01 21 01 4,6 2,2+1,33 11 07 0.2 - Ir, SM
Xi2 camphéne 950 944 1066 1,01 1,7 03 5,3 2,1+1,22 10 13 01 - Ir, SM
Xi3  sabinéne 973 966 1120 1,01 58 06 139 6,1+4,27 05 41 01 - Ir, SM
Xi4  p-pinéne 978 971 1110 1,01 16 01 1,6 0,7+0,42 03 05 01 - Ir, SM
Xi5 myrcene 987 982 1157 1,01 15 01 1,3 0,8+0,41 03 08 01 - Ir, SM
Xi6  a-terpinene 1013 1010 1176 1,01 10 01 1,2 0,5+0,26 02 04 - - Ir, SM
Xi7  p-phellandréne 1023 1024 1208 1,01 11 - 2,7 0,7+0,69 61 01 03 02 Ir, SM
Xi8 limonéne 1025 1024 1199 1,01 353 17,6 42,2 30,446,45 229 479 26 1,0 Ir, SM
Xi9  y-terpinene 1051 1049 1240 1,01 0,1 0,1 3,5 0,9£0,94 tr 1,0 05 - Ir, SM
Xil0 trans-hydrate de sabinéne 1053 1053 1450 1,24 tr 0,1 11 0,3+0,29 - - 09 - Ir, SM
Xill nonanal 1076 1080 1398 1,40 04 01 0,5 0,2+0,13 01 02 03 02 Ir, SM
Xil2 terpinoléne 1082 1079 1276 1,01 0,1 0,1 12 0,3£0,24 0,1 - 0,5 - Ir, SM
Xil3 linalol 1086 1085 1544 1,34 0,2 - 0,4 0,2+0,09 - - - - Ir, SM
Xil4 a-campholénal 1105 1105 1476 1,40 0,3 0,1 0,4 0,2+0,09 0,2 0,1 - - Ir, SM
Xil5 trans-p-mentha-2,8-dién-1-ol 1113 1116 1617 1,34 tr - 0,5 0,2+0,10 0,1 tr - - Ir, SM
Xil6 camphre 1123 1121 1522 1,30 0,4 - 1,0 0,3+0,27 03 01 01 02 Ir, SM
Xil7 cis-p-mentha-2,8-dién-1-ol 1125 1123 1663 1,34 0,1 - 14 0,4+0,37 - 01 01 01 Ir, SM
Xil8 trans-pinocarvéol 1126 1127 1652 1,34 11 - 0,8 0,3+0,20 0,8 - - - Ir, SM
Xi19 cis-verbénol 1136 1130 1676 1,34 0,1 - 0,8 0,2+0,20 0,1 0,1 - - Ir, SM
Xi20 iso-bornéol 1142 1142 1670 1,34 0,1 - 0,4 0,240,10 - 0,1 - - Ir, SM
Xi21 bornéol 1150 1151 1679 1,34 56 05 153 3,2+3,51 88 03 05 29 Ir, SM
Xi22 iso-pinocamphone 1151 1152 1172 1,30 tr - 1,0 0,2+0,30 0,2 - - - Ir, SM
Xi23 cryptone 1160 1156 1667 1,30 tr 0,1 0,2 0,1+0,04 0,2 - - - Ir, SM
Xi24 p-cyméne-8-ol 1161 1159 1834 1,34 tr - 0,1 0,1+0,00 - - - 0,1 Ir, SM
Xi25 terpinén-4-ol 1164 1161 1590 1,34 15 0,1 3,8 1,7£1,16 0,2 06 01 01 Ir, SM
Xi26 myrténal 1172 1170 1590 1,40 0,1 - 0,6 0,2+0,12 0,4 tr 0,1 - Ir, SM
Xi27 cis-dihydrocarvone 1172 1172 1598 1,30 0,1 0,0 0,4 0,2+0,10 - 0,1 - - Ir, SM
Xi28 a-terpinéol 1176 1173 1698 1,34 0,1 0,1 0,6 0,2+0,12 - - - - Ir, SM
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Tableau I1. 2: Suite

d

Partie aériennes’

Organes séparés’

No® Composés Irlitt® Ira®  Irp Rf ¢ C Min Max Moy=*o Fe Ti Fl Fr
% % % % % % % %
Xi29  myrténol 1178 1177 1796 1,34 0,1 - 0,5 0,2+0,12 - - - 0,1
Xi30 trans-isopipériténol 1180 1180 1736 1,34 0,5 - 0,6 0,2+0,14 - - 03 -
Xi31l  cis-pipéritol 1181 1183 1770 1,34 0,4 - 0,2 0,1+0,04 0,3 - - tr
Xi32  dodécane 1200 1197 1200 1,00 01 01 0,7 0,2+0,18 tr 01 - -
Xi33  cis-carvéol 1210 1200 1870 1,34 04 01 07 0,2+0,18 tr - - -
Xi34  formate de bornyle 1212 1213 1558 1,55 0,3 - 0,3 0,2+0,08 - - - -
Xi35  carvone 1214 1217 1754 1,30 0,5 - 0,5 0,2+0,13 - - - -
Xi36  pulégone 1216 1218 1645 1,30 tr - 0,2 0,2+0,00 - - 05 -
Xi37  déc-3-en-2-one 1219 1221 1603 1,30 0,1 - 0,2 0,1+0,04 - - - -
Xi38  iso-pipériténone 1240 1247 1172 1,30 tr 01 03 0,2+0,07 tr - - tr
Xi39  périllaldéhyde 1260 1250 1790 1,40 tr - 0,2 0,1+0,04 - - - 01
Xi40  acétate de bornyle 1270 1269 1570 1,55 12 04 7,0 2,7+1,42 30 32 09 26
Xi4l  undécan-2-one 1273 1276 1592 1,30 tr 0,1 0,2 0,1+0,04 - - - 0,1
Xi42  acétate de myrtényle 1301 1301 1683 1,55 0.1 - 0,4 0,2+0,10 - - - 04
Xi43  J-élémeéne 1340 1334 1462 1,00 tr - 3,4 1,3+0,89 25 13 74 03
Xid4  g-cubébene 1355 1346 1452 1,00 0,1 - 0,4 0,1+0,08 tr 01 02 tr
Xi45  propionate de bornyle 1363 1359 1630 1,50 0.1 - 0,7 0,2+0,15 04 02 06 ftr
Xi46  (E)-p-damascénone 1363 1362 1780 1,30 tr - 0,2 0,1+0,04 01 02 02 tr
Xi47  méthyl eugénol 1369 1371 1992 1,24 10 01 1,7 0,4+0,35 04 15 11 0,3
Xi48  o-ylangéne 1376 1373 1459 1,00 0,5 - 0,6 0,3+0,15 06 tr 19 0,3
Xi49  a-bourbonene 1378 1378 1521 1,00 1,0 - 0,3 0,1+0,06 0,3 - - -
Xi50  a-copaene 1379 1381 1483 1,00 0,2 - 3,0 0,7+0,86 - 15 03 -
Xi51  dodécan-2-one 1381 1383 1725 1,30 0,3 - 15 0,4+0,50 - 01 - 03
Xi52  dodécanal 1389 1388 1707 1,40 0,2 - 0,3 0,2+0,07 - 01 03 0,3
Xi53  isobutyrate de bornyle 1404 1400 1632 1,55 04 - 0,3 0,1+0,06 - 01 - 03
Xi54  a-gurjunene 1413 1409 1532 1,00 0,2 - 1,0 0,4+0,35 - 01 01 05
Xi55  aristoléne 1423 1412 1570 1,00 0,5 - 0,3 0,2+0,09 02 01 0,3 -

identification”

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau I1. 2: Suite

Partie aériennes’

Organes séparés’

No® Composés Irlitt®  Ira Irp* Rf° C Min Max Moy=*o Fe Ti Fl Fr

% % % % % % % %
Xi56 (E)-p-caryophylléne 1421 1415 1583 1,00 08 05 30 160,69 23 08 24 06
Xi57 y-élémene 1429 1426 1600 1,00 0,2 - 18 0,4+0,51 02 01 04 05
Xi58 néryl acétone 1430 1430 1854 1,30 0,1 - 0,3 0,2+0,08 0,1 - 09 01
Xi59 p-copaéne 1431 1431 1583 1,00 0,5 - 0,2 0,1+0,02 02 01 06 01
Xi60 trans-a-bergamoténe 1433 1433 1581 1,00 02 - 0,2 0,1+0,04 - 01 04 -
Xi61 thujopséne 1434 1436 1620 1,00 0,1 - 0,2 0,1+0,05 - 01 0,3 -
Xi62 a-humuléne 1455 1449 1654 1,00 21 03 143 2,7+3,47 10 05 11 49
Xi63 isobutyrate de 8,9-déhydrothymyle 1454 1460 1929 1,55 0,1 - 0,7 0,1+0,14 tr - 01 0,2
Xi64 isobutyrate de thymyle 1462 1462 1866 1,55 0,1 - 0,7 0,2+0,20 tr tr 01 04
Xi65 9,10-déhydroaromadendrane 1463 1457 1637 1,59 0,3 - 0,5 0,2+0,15 - 0,1 - 0,3
Xi66 isobutyrate de néryle 1468 1470 1770 1,55 08 - 0,6 0,2+0,15 02 01 05 07
Xi67 y-gurjunéne 1472 1471 1660 1,00 0,3 - 0,4 0,3+0,10 - - 02 0,2
Xi68 y-muuroléne 1474 1473 1682 1,00 0,7 - 0,3 0,2+0,10 - - 03 05
Xi69 tridécan-2-one 1477 1474 1809 1,30 0,2 - 0,1 0,1+0,00 - - 0,1 05
Xi70 germacrene-D 1480 1476 1693 1,00 25 13 173 8,9+4,16 158 46 170 1,2
Xi7l p-sélinéne 1486 1483 1702 1,00 02 0,2 2,8 1,5+0,68 23 14 30 05
Xi72 4-épi-cubébol 1490 1488 1875 1,34 0,7 - 1,6 0,6+0,37 20 13 13 08
Xi73 tridécanal 1493 1489 1798 1,40 0,2 - 15 0,4+0,29 06 03 0,6 -
Xi74 bicyclogermacrene 1494 1492 1715 1,00 04 02 55 1,5+1,48 48 32 13 14
Xi75 §-sélinéne 1493 1503 1697 1,00 tr - 0,2 0,2+0,07 - - 224 02
Xi76 a-muuroléne 1496 1499 1708 1,00 08 01 52 1,2+1,34 04 04 - 0,8
Xi77 cubébol 1514 1512 1922 1,34 0,1 - 3,2 0,6+0,91 - 05 06 03
Xi78 ¢J-cadinéne 1514 1515 1759 1,00 2,0 - 53 1,7+1,54 64 34 59 16
Xi79 6-épi-shybunol 1515 1517 1883 1,34 0,1 - 0,3 0,1+0,06 0,2 - 02 01
Xi80 y-cadinéne 1520 1518 1759 1,00 0,3 - 4,8 1,9+1,57 0,6 - 0:3 03
Xi81 cadina-1,4-diene 1523 1526 1706 1,00 0,7 - 0,6 0,2+0,17 01 05 37 06
Xi82 2-méthylbutyrate de 8,9-déhydrothymyle 1548 1547 1998 1,55 0,3 - 0,7 0,3+0,18 04 04 07 -

identification”

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau I1. 2: Suite

Partie aériennes’

Organes séparés’

No®  Composés Iflitt®  1ra®  Irp®  Rf® C Min Max Moyzo Fe i Fl Fr
% % % % % % % %
Xi83 germacréne-B 1552 1550 1809 1,00 0,2 - 8,2 2,3£2,43 01 01 01 38
Xi84  2-méthylbutyrate de thymyle 1554 1553 1955 1,55 0,2 - 04  0,2£0,08 0,2 - 03 01
Xi85 (E)-nérolidol 1553 1556 2041 1,34 1,0 - 2,6 0,5+0,64 - 01 02 03
Xi86 spathulénol 1572 1568 2125 1,34 0,2 - 0,5 0,2+0,13 04 01 02 0,2
Xi87  germacrén-D-4-ol 1576 1573 2028 1,34 02 01 17 0,4+0,35 06 01 02 01
Xi88 oxyde de caryophylléne 1578 1578 1960 1,59 11 01 44 0,5+0,89 02 01 03 01
Xi89 copabornéol 1595 1596 2162 1,34 0,3 tr 1,0 0,3+0,33 03 02 04 12
Xi90 époxyde d'’humuléne II 1602 1596 2034 1,59 15 tr 1,7 0,6+0,47 10 01 03 01
Xi91 a-acorénol 1613 1615 2123 1,34 1,3 01 43 1,0+1,01 04 11 34 11
Xi92 1,10-diépi-cubénol 1615 1616 2031 1,34 11 - 0,6 0,3+0,17 01 13 12 05
Xi93 oxyde d'aromadendréne Il 1617 1618 2002 1,59 tr - 0,7 0,2+0,21 0,2 - 01 01
Xi94  y-eudesmol 1618 1618 2200 1,34 tr - 0,7 0,2+0,20 0,3 - - -
Xi95  épi-cubébol 1623 1625 2042 1,34 02 01 2,4 0,6+0,53 05 05 05 -
Xi96 z-cadinol 1633 1630 2175 1,34 06 01 18 0,4%0,37 04 05 05 25
Xi97  z-muurolol 1633 1635 2162 1,34 07 01 3,8 0,9+0,80 03 02 01 0,7
Xi98 oxyde d’'a-bisabolol-B 1654 1651 2141 1,59 0,2 tr 0,8 0,2+0,19 03 09 01 0,2
Xi99 a-cadinol 1643 1645 2231 1,34 0,5 - 1,3 0,3+0,30 03 02 04 50
Xi100 cis-acétate de nérolidyle 1662 1660 2010 1,55 03 01 08 0,2+0,15 02 05 03 03
Xil0l a-bisabolol 1673 1670 2195 1,34 24 01 187 2,8+4,19 01 0.2 - 43,0
Xi102 pentadécan-2-one 1688 1680 2010 1,30 12 tr 06  02+0,13 tr 01 - 0,7
Xil03 (E,E)-a-farnésol 1701 1684 2330 1,34 0,2 - 0,4 0,2+0,09 tr 01 03 43
Xi104 cyclocolorénone 1743 1744 2354 1,30 06 01 07 0,2+0,12 01 02 01 08
Xi105 6,10,14-triméthylpentadécan-2-one 1817 1817 2082 1,30 0,3 - 05 0,2£0,12 tr 01 02 01
Xi106 oxyde de manoyle 2007 2003 2352 1,59 0,3 - 0,2 0,1+0,04 - - - -
Xil07 (E)-phytol 2096 2097 2605 1,34 07 01 3,7 1,2+0,87 15 01 02 04
Total identifié (%)’ 98,7 925 984 96,0+1,56 90,4 915 944 924
Rendement % (m/ms) - 012 022 0,2+0,03 01 0112 0,18 0,07

identification”

Ir, SM, ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM

Ir, SM, ref
IR, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM

Ir, SM, ref
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau Il. 2: Suite

Partie aériennes’

Organes séparés’

C Min Max Moy £ o Fe Ti Fl Fr

% % % % % % % %
Familles de composés
Composés hydrocarbonés 66,2 46,4 83,7 70,6+11,08 64,2 752 739 195
Composés oxygénés 31,4 142 515 253£10,81 26,2 16,3 204 729
Monoterpénes hydrocarbonés 50,3 23,7 64,5 445+11,68 264 56,8 44 12
Sesquiterpénes hydrocarbonés 158 12,2 49,8 25,949,14 37,8 18,3 695 18,3
Composés non terpéniques hydrocarbonés 01 tr 0,7 0,2+0,18 tr 01 - -
Monoterpenes oxygénés 147 44 315 12,2+5,68 163 73 81 90
Sesquiterpénes oxygénés 13,3 2,8 32,6 10,8+7,88 77 81 10,7 615
Diterpénes oxygénes 10 01 37 1,2+0,86 15 01 02 04
Composés non-terpéniques oxygénés 24 03 20 1,0+0,45 07 08 14 21

# L'ordre d’élution est donné sur colonne apolaire (Rtx-1)

® Indices de rétention issue de la littérature donnés sur colonne apolaire d'aprés (Konig et al., 2001)

a I'exeption du composé (Xi92) (Adams, 2009)

®Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

% Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

¢ Facteurs de réponse, pour le détail du calcul voir Partie expérimentale section 9
fPourcen‘tages d’identification donnés sur colonne apolaire

sauf pour les composés présentant les méme Ir apolaire, les % sont donnés sur colonne polaire
Y Parties séparées: Fe: Feuilles; Ti: Tiges; Fl: Fleurs; Fr: Fruits;

" Ir: Indices de rétention, SM: Spectrométrie de masse en impact électronique;

Ref: composés identifiés & l'aide de bibliothéques commerciales (Xi83; Xi75; Xi105) (Konig et al., 2001); (Xi92) (Adams, 2009)
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La variabilité chimique de la fraction volatile la plante s’observe également au cours d’un
cycle végétatif (Tableau 11.3). Nous constatons que le taux en composés hydrocarboneés reste
sensiblement le méme avant floraison ; il augmente légérement pendant la période de
floraison puis ; il diminue faiblement en fructification. A 1’inverse, la teneur en composés
oxygénés est faible en début de cycle puis, elle augmente au fur et a mesure jusqu’a atteindre
un maximum a la fructification. L’augmentation des concentrations en composes oXygenés est
directement corrélée a 1’apparition des fruits dont la part dans la biomasse totale du végétal
devient de plus en plus importante au cours du cycle de vie. Ce phénomene se traduit par des

teneurs importantes en a-bisabolol Xi101 lors de la fructification (Tableau 11 3).

No® Composés (mg/lOOg)b Avant floraison Pleine floraison Fructification
mars’ avril © mai° juin® juillet® aodt’ septembre®  octobre®
Xi3  sabinéne 5,78 4,79 5,55 4,78 9,10 8,76 6,95 5,08
Xi8 limonéne 49,27 45,95 45,57 40,01 52,96 74,23 54,43 52,32
Xi21 borneol 4,97 491 4,74 6,04 8,55 8,84 5,56 5,14
X162 a-humuléne 0,88 0,92 1,03 0,94 2,71 2,68 6,75 3,40
Xi70 germacréne-D 7,29 7,32 8,02 12,38 33,64 33,51 13,63 9,38
Xi76 §-sélineéne - - - 1,41 3,74 4,07 0,34X10’3 0,30X10’3
Xi101 a-bisabolol 2,80x10°  2,80x10°  091x10°  0,91x10° 1,50x10°  1,11x10° 12,82 9,24
Rdt % (m/ms) 0,14 0,14 0,13 0,13 0,21 0,22 0,17 0,15

Familles de composés (mg/100g)

Composés hydrocarbonés 103 103 95,37 96,49 155,00 161,30 121 107,45
Composés oxygénés 2,63 2,76 23,69 25,67 39,37 41,69 41,85 36,81
Monoterpénes hydrocarbonés 86,49 83,49 72,24 64,63 94,21 93,10 76,10 67,87
Sesquiterpénes hydrocarbonés 15,85 19,11 22,66 31,03 59,93 69,52 43,88 39,34
Monoterpénes oxygénés 2,13 2,21 1,98 1,99 2,38 2,89 1,87 1,60

Sesquiterpénes oxygénés 4,98 5,43 3,86 5,38 9,83 12,19 22,39 20,80
Autres composés,d 1,68 1,89 1,56 1,43 2,52 1,32 1,87 1,93

# Ordre d’élution donné en accord avec le Tableau I1. 2

b Composés majoritaires et représentatif de I'nuile essentielle des parties aériennes de X. italicum
Concentrations en mg/100g de plante seche pour les détails du calcul cf Partie expérimentale section 9
¢ Mois de prélévement

¢ Concentrations totales en diterpenes oxygénés et composés non terpéniques hydrocarbonés et oxygénés

L’étude de la variabilité chimique des huiles essentielles de X. italicum obtenues a partir
de végétaux récoltés en période de fructification dans 25 localités de Corse a été réalisée a
I’aide d’outils statistiques. Le traitement des données a été effectué sur la base des 15
composés considérés comme les plus discriminants : I’a-pinene Xil, le camphéne Xi2, le
sabinéne Xi3, le limonéne Xi8, le bornéol Xi21, le terpinen-4-ol Xi25, I’acétate de bornyle
Xi40, le germacrene-D Xi70, le bicyclogermacrene Xi74, I’a-humuléne Xi62, le -cadinéne
Xi78, ’a-muuroléne Xi76, le germacréne-B Xi83, I’a-acorénol Xi9l et 1’a-bisabolol Xil01.
Les deux axes de I’Analyse en Composante Principale (Figure 11.2.a) décrivent
respectivement 21,65% et 33,84 % de la variance totale. Nous remarquons que 1’axe 1 correle

positivement avec 1’a-pinéne 1, le camphene Xi2, le sabinene Xi3, le limonéne Xi8, le
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bicyclogermacréne Xi74 et le germacrene-D Xi70 et négativement avec 1’a-muuroléne Xi76
et le germacrene-B Xi83, alors que I’axe F2 corr¢le négativement avec les composés
oxygénés. Cette distribution a permis de mettre en évidence deux groupes d’échantillons

(notés Xil et Xill) dont les compositions chimiques se distinguent clairement :

- Le groupe Xil compte 19 échantillons (S1-S19) riches en composés hydrocarbonés (toujours
> a 70 %), il est diviseé en deux sous-groupes la (5 échantillons: S1-S5) et Ib (14
échantillons : S6-S19) discriminés respectivement par leur taux en sesquiterpénes

hydrocarboneés (27,8-49,8%) et en monoterpénes hydrocarbonés (45,2-64,5%).

- Le groupe Xill inclut 6 échantillons (S20-S25) caractérises par un fort taux en composés

0Xxygénés (toujours > a 25%).

La structure générale du dendrogramme obtenu par Classification Hiérarchique

Ascendante (Figure 11.2.b) confirme la distribution observée sur I’ACP.

Cette différentiation chimique des échantillons de X. italicum est corrélée avec les
caractéristiques morphologiques décrites dans la littérature (Gamisans & Jeanmonod, 1998) et
observées expérimentalement lors de la récolte des plants. Nous remarquons ainsi que le
groupe Xil (dominé par les hydrocarbonés) inclut uniquement les huiles essentielles obtenues
a partir de pieds de grande taille (100 a 120 cm de hauteur) tandis que le groupe Xill (riche en
composés oxygénés) compte tous les échantillons issus de spécimens de petite taille (5 a 20

cm.
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Individuals factor map (PCA)

Plants de 100-120 cm
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Figure 11.2 : Analyses statistiques des échantillons d’huile essentielle de X. italicum
a) analyse en composantes principales (ACP) ; b) dendrogramme

S1-S25 : lieux de récoltes cf Annexe 12 ; Composés discriminants : [’a-pinéne Xil, le camphéne Xi2,
le sabinéne Xi3, le limonéne Xi8, le bornéol Xi21, le terpineén-4-ol Xi25, [’acétate de bornyle Xi40,
le germacréne-D Xi70, le bicyclogermacréne Xi74, I’a-humuléne Xi62, le 5-cadinéne Xi78, I’a-muuroléne Xi76,

le germacréne-B Xi83, I’a-acorénol Xi9l et [’a-bisabolol Xi101
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11.2.2. Analyse des huiles essentielles de Xanthium spinosum

L’analyse de I’huile essentielle collective de X. spinosum a permis 1’identification de 74
composés représentant 96,2% de la composition chimique du mélange (Tableau 11.4). Les
composés majoritaires sont 1’eudesma-4(15),7-dién-1-4-ol Xs61 (21,3%), le cadalene Xs60
(8,7%), le p-élémol Xs53 (6,3%) et 1’époxyde d’humuléne 1T Xs59 (4,2%). L’huile essentielle
est caractérisée par une forte proportion de composés oxygénés (51,9%) et notamment de
sesquiterpénes ; ces derniers représentent 41,5 % de la composition totale. Ces observations
signalent 1’originalité de X. spinosum puisque il s’agit de la seule huile essentielle du genre
Xanthium possédant un taux de sesquiterpenes oxygénés aussi élevé. De plus, a notre
connaissance, le composé majoritaire, 1’eudesma-4(15),7-dien-1-5-ol Xs61 est rapporté pour

la premiere fois dans le genre Xanthium.

L’¢étude des huiles essentielles produites par les différents organes a montré que ce sont
les feuilles qui présentent le plus fort rendement : 0,06 % contre 0,04% pour les capitules,
0,02% pour les fruits et 0,01% pour les tiges. L.’analyse a permis 1’identification de 53, 62, 73
et 46 composés respectivement dans les huiles essentielles de feuilles, tiges, capitules et
fruits ; le taux d’identification est toujours supérieur a 90 %. Comme pour X. italicum, les
huiles essentielles des organes ne différent que d’un point de vue quantitatif ; les feuilles et les
fruits sont caractérisées par une forte proportion de composés hydrocarbonés (80,5 et 72,7%,
respectivement) avec comme composé majoritaire le germacrene-D Xs36 (25,6 et 31,9%)
alors que les tiges et les fruits sont dominés par des composés oxygénés (70,3 et 86,4%)
notamment le g-élémol Xs53 (12,3% et 7,3%) et I’eudesma-4(15),7-dién-1-4-ol Xs61 (10,8 et
45,0%).
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Tableau I11. 4: Compositions chimiques des huiles essentielles de Xanthium spinosum

d

No* Composés Irlitt® Ira® Irp? Rf® C Min Max Moyz*o Fe Ti Fl Fr

% % % % % % % %
Xsl a-pinéne 936 931 1022 1,01 01 01 36 1,3+1,31 1,6 - 11 -
Xs2 sabinéne 973 966 1120 1,01 05 tr 13,9 5,6+5,64 91 - 53 -
Xs3  p-pinéne 978 971 1110 1,01 08 01 68 2,6+2,39 2,1 - 2,1 -
Xs4  myrcéne 987 982 1157 1,01 0,1 tr 2,2 0,5+0,54 1,2 - 0,4 -
Xs5  p-cyméne 1012 1014 1265 0,93 01 tr 0,9 0,5+0,21 1,3 - 0,1 -
Xs6 limonéne 1025 1024 1199 1,01 13 tr 1,3 0,5+0,43 1,1 - 0,9 -
Xs7 y-terpinéne 1051 1049 1240 1,01 02 01 1,5 0,5+0,43 0,3 - 0,9 -
Xs8 (E)-p-ocimeéne 1040 1036 1251 1,01 02 0 1,9 0,5+0,48 0,6 - 11 -
Xs9 trans hydrate de sabinene 1053 1053 1450 1,24 06 tr 1,3 0,6+0,44 0,3 - - -
Xs10 nonanal 1076 1080 1398 1,40 0,1 02 1,8 1,0+0,38 0,6 - 0,3 -
Xs1l terpinen-4-ol 1164 1161 1590 1,34 26 01 36 2,240,98 0,4 0,2 01 02
Xs12 o-terpinéol 1176 1173 1698 1,34 01 01 1,6 0,4+0,39 0,1 0,1 - -
Xs13 décanal 1180 1183 1500 1,40 06 01 04 0,2+0,08 0,1 0,1 0,1 -
Xs14 dodécane 1200 1197 1200 1,00 01 01 05 0,2+0,12 0,1 0,1 0,2 -
Xs15 thymol 1267 1270 2192 1,34 01 01 1,3 0,3+0,27 0,2 - 0,1 -
Xs16 silphin-1-éne 1350 1347 2095 1,00 03 tr 0,4 0,2+0,09 1,4 0,1 0,1 -
Xs17 a-cubébéne 1355 1346 1452 1,00 03 01 05 0,2+0,12 0,9 0,1 0,1 -
Xs18 a-ylangéne 1376 1373 1459 1,00 0,7 - 1,2 0,6+0,34 1,0 0,1 0,5 -
Xs19 dauceéne 1380 1376 1486 1,00 03 02 23 0,7+0,73 1,2 0,7 05 03
Xs20 a-copaéne 1379 1381 1483 1,00 12 01 08 0,3+0,17 2,7 0,4 2,5 -
Xs21 p-bourbonéne 1386 1384 1753 1,00 23 03 28 1,2+0,74 0,2 1,3 25 03
Xs22 p-élémene 1389 1387 1589 1,00 01 tr 14 0,4+0,35 0,2 0,1 01 02
Xs23 dodécanal 1389 1388 1707 1,40 01 01 04 0,2+0,11 0,2 - 02 01
Xs24 2,5 diméthoxycymene 1399 1399 1860 1,24 03 01 0,6 0,3+0,17 0,1 tr 0,1 -
Xs25 p-isocomeéne 1411 1408 1571 1,00 0,3 - 1,3 0,3+0,32 1,0 0,1 0,2 -
Xs26 a-gurjunene 1413 1409 1532 1,00 0,3 - 0,5 0,2+0,12 0,2 0,1 0,2 -

identification”

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau Il. 4: Suite

d

No® Composés Irlitt® Ira® Irp Rf® C Min Max Moy + & Fe i Fl. Fr

% % % % % % % %
Xs27 p-ylangene 1420 1423 1562 1,00 02 01 0,5 0,3+0,12 0,5 0,1 06 01
Xs28 (E)-p-caryophylléne 1421 1415 1583 1,00 03 04 1,7 1,2+0,39 3.5 1,0 25 05
Xs29 cascarilladiéne 1416 1418 1623 1,00 02 01 0,4 0,2+0,11 1,0 0,1 03 01
Xs30 p-copaéne 1431 1431 1583 1,00 01 tr 0,5 0,3+0,11 0,9 0,1 04 01
Xs31 trans-a-bergamoténe 1433 1433 1581 1,00 0,5 tr 1,3 0,2+0,28 0,1 0,2 0,3 tr
Xs32 a-sesquisabinéne 1435 1437 1639 1,00 0,2 0 0,5 0,2+0,15 0,2 0,2 0,3 -
Xs33 a-humuléne 1455 1449 1654 1,00 32 1.2 4,3 2,5+0,86 2,1 1,1 45 09
Xs34 ar-curcumeéne 1473 1470 1770 1,00 02 01 1,2 0,3+0,28 1,1 0,2 0,6 0,3
Xs35 y-muuroléne 1474 1473 1682 1,00 0,7 tr 11 0,4+0,31 1,0 0,3 03 06
Xs36 germacréne-D 1480 1476 1693 1,00 88 53 11,2 8,2+1,90 256 11,7 319 12
Xs37 p-sélinéne 1486 1483 1702 1,00 0,7 01 2,1 0,9+0,51 1,3 0,6 03 04
Xs38 4-épi-cubébol 1490 1488 1875 1,34 01 01 2,8 0,4+0,53 1,5 0,6 03 04
Xs39 tridécanal 1493 1489 1798 1,40 tr - 0,8 0,4+0,31 1,6 0,3 03 0.2
Xs40 bicyclogermacrene 1494 1492 1715 1,00 08 0,1 0,9 0,6+0,27 1,2 0,5 1,7 09
Xs41 valencéne 1494 1496 1722 1,00 06 01 0,8 0,5+0,24 1,1 0,5 0,6 0,2
Xs42 o-sélinéne 1493 1503 1697 1,00 09 072 1,9 0,9+0,58 11 1,0 03 08
Xs43 (E,E)-a-farnéséne 1498 1500 1753 1,00 02 01 0,6 0,3+0,15 1,1 0,1 01 04
Xs44  p-bisabolene 1500 1504 1732 1,00 05 02 1,6 0,9+0,49 2,1 0,3 07 01
Xs45  B-curcumene 1503 1506 1735 1,00 0,3 - 0,7 0,4+0,19 0,1 0,9 01 01
Xs46 cubébol 1514 1512 1922 1,34 29 - 2,4 0,8+0,54 0,4 0,9 03 11
Xs47 o-cadinéne 1514 1515 1759 1,00 1,3 01 2 0,3+0,44 0,3 2,2 06 03
Xs48 p-sesquiphellandréne 1515 1516 1769 1,00 0,2 tr 1,3 0,4+0,33 51 2,2 02 22
Xs49 cis-calaménéne 1517 1518 1816 1,00 0,4 tr 1,3 0,7+0,49 0,5 0,5 1,1 05
Xs50 cadina-1,4-diéne 1523 1526 1706 1,00 05 01 1,9 0,4+0,35 0,9 0,1 02 0.2
Xs51 a-calacoréne 1527 1531 1897 1,00 0,3 - 0,5 0,3+0,14 0,3 0,2 02 01
Xs52 a-cadinéne 1534 1536 1743 1,00 0,1 01 1,2 0,4+0,33 0,4 2,3 11 13

identification”

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau Il. 4: Suite

No* Composés Iflitt®  Ira®  Irp?  Rf® C Min Max Moy=o Fe Ti FI Fr
% % % % % % % %

Xs53 p-élémol 1541 1541 2078 1,34 63 31 93 5,7+1,57 09 123 34 71
Xs54  p-calacoréne 1541 1543 1939 1,00 03 03 46 1,5+1,49 03 02 02 -
Xsb5 germacrén-D-4-ol 1576 1573 2028 1,34 29 03 65 2,2+1,73 03 11 03 -
Xs56 oxyde de caryophylléne 1578 1578 1960 1,59 31 02 65 2,8+1,97 07 11 17 21
Xs57 p-copaene-4-a-ol 1592 1595 2035 1,34 13 02 33 0,9+0,63 02 48 07 24
Xs58 hexadécane 1600 1600 1600 1,00 0,3 - 11 0,4+0,34 02 03 01 041
Xs59 époxyde d’humuléne I 1602 1596 2034 1,59 42 32 94 5,5+2,25 09 118 28 83
Xs60 cadaléne 1654 1654 2203 1,00 87 31 81 5,6+1,40 19 63 34 47
Xs61 eudesma-4(15),7dién-1-p-ol 1672 1672 2352 1,34 21,3 141 26,2 19,7+4,10 32 10,8 58 450
Xs62 heptadécane 1700 1700 1700 1,00 2,1 - 2,6 0,5+0,65 0,1 12 01 01
Xs63 cyclocolorénone 1743 1744 2354 1,30 31 06 69 3,1+1,79 - 4,2 16 24
Xs64 octadécane 1800 1799 1800 1,00 08 01 03 0,1+0,07 01 08 01 -
Xs65 6, 10, 14-triméthylpentadécan-2-one 1817 1817 2082 1,30 11 01 26 0,8+0,64 02 06 03 30
Xs66 nonadécane 1900 1900 1900 1,00 0,3 - 0,1 0,1+0,00 03 04 01 041
Xs67 a-terpinéne de géranyle 1942 1942 2218 1,55 0,2 - 0,8 0,4+0,17 0,1 0,2 01 03
Xs68 eicosane 2000 2000 2000 1,00 0,2 - 0,2 0,1+0,04 01 02 01 01
Xs69 (E)-phytol 2096 2097 2605 1,34 09 01 19 1,0+0,47 - 09 43 02
Xs70 éneicosane 2100 2100 2100 1,00 0,3 - 2,7 0,7+0,98 03 03 03 -
Xs71 dodécosane 2200 2200 2200 1,00 0,2 - 0,2 0,1+0,04 01 02 01 -
Xs72 pentacosane 2500 2500 2500 1,00 0,3 - 0,1 0,1+0,00 03 03 01 07
Xs73 heptacosane 2700 2700 2700 1,00 0,3 - 0,3 0,1+0,07 0,1 0,3 tr -
Xs74 octacosane 2800 2800 2800 1,00 0,1 - 0,5 0,2+0,14 01 01 tr -
Total identifié (%)' 96,2 90,4 97,2 92,6+2,13 936 93,1 951 940
Rendement % (m/ms) - 005 0,08 01+0,01 0,06 001 0,04 0,02

identification”

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, ref
Ir, SM

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau Il. 4: Suite

C Min Max Moy £ o Fe Ti Fl Fr

% % % % % % % %
Familles de composés
Composés hydrocarbonés 44,3 31,8 53,7 41,4+6,89 80.5 18,6 72,7 5,7
Composés oxygénes 51,9 37,8 59,9 51,2+6,48 12,0 70,3 22,8 86,4
Monoterpenes hydrocarbonés 3,3 1,2 22,8 6,9+7,33 173 - 119 -
Sesquiterpénes hydrocarbonés 36,0 23,6 50,4 32,315,42 63,5 359 595 16,2
Composés non terpénique hydrocarbonés 8,9 2,3 13,3 7,3+3,14 18 42 12 11
Monoterpenes oxygénés 3,9 1,9 7,1 3,8+1,25 1,1 03 03 0,2
Sesquiterpénes oxygeneés 41,3 27,6 45,8 38,845,17 8,2 50,6 17 728
Diterpenes oxygénés 0,9 0,1 1,3 0,9+0,46 - 11 43 05
Composeés non terpéniques 0Xygenés 1,9 1,1 51 2,5+0,93 27 10 12 33

# L'ordre d’élution est donné sur colonne apolaire (Rtx-1)

® Indices de rétention issue de la littérature donnés sur colonne apolaire d'aprés (Konig et al., 2001)

a l'exeption des composés (Xs19; Xs29) (Adams, 2009)

“Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

% Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

¢ Facteurs de réponse, pour le détail du calcul voir Partie expérimentale section 9

fPourcen‘tages d’identification donnés sur colonne apolaire
sauf les composés présentant les méme Irapolaire, les % sont donnés sur colonne polaire

Y Parties séparées: Fe: Feuilles; Ti: Tiges; Fl: Fleurs; Fr: Fruits;
" Ir: Indices de rétention, SM: Spectrométrie de masse en impact électronique;

Ref: composés identifiés & l'aide de bibliothéques commerciales (Xs65; Xs42)(Konig et al., 2001); (Xs19; Xs29)(Adams, 2009)
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Au cours d’un cycle végétatif, nous remarquons que les concentrations en composés
hydrocarbonés et oxygénés de I’huile essentielle augmentent significativement jusqu’au mois
d’Aott (période de préfloraison et floraison). En revanche, dés septembre et 1’entrée en
fructification, nous assistons a une modification du métabolisme secondaire de la plante qui se
manifeste par une diminution brutale des teneurs en composés hydrocarbonés alors que celles
en sesquiterpénes oxygénés augmentent ; les concentrations en monoterpénes oxygénes
restent relativement stables (Tableau 11.5). Cette tendance se maintient durant toute la phase
de fructification jusqu’au mois de décembre. L’évolution des concentrations en constituants
majoritaires confirme ces résultats puisque dés I’apparition des fruits la teneur en germacrene-
D Xs36 diminue au profit de celle en eudesma-4(15), 7dién-1--ol Xs61. La biosynthese de ce
dernier semble donc étre favorisée lors de la transformation des fleurs en fruits ; en effet la
voie métabolique conduisant a la modification du squelette germacrane en eudesmane a été
précédemment décrite dans la littérature (De Kraker et al., 1998) (Figure 11.3).

No® Composés (mg/100g)” Avant floraison Pleine floraison Fructification
mai © juin® juillet® aolt’ septembre®  octobre’ novembre® décembre’

Xs2  sabinéne 0,12 0,21 3,20 2,80 2,60 1,30 0,53 0,12
Xs3  f-pinéne 0,01 0,04 1,32 1,20 1,20 0,32 0,21 0,03
Xs36 germacrene-D 13,30 12,30 14,74 19,71 16,71 9,70 7,23 5,30
Xs53 S -élémol 1,91 2,10 2,53 2,71 2,71 4,30 5,36 7,30
Xs61 eudesma-4(15),7dien-1-43 -ol 7,60 6,30 13,31 17,42 18,70 26,32 32,2 35,60

Rdt % (m/ms) 0,05 0,06 0,07 0,07 0,07 0,05 0,04 0,03
Familles de composés (mg/100g)
Composés hydrocarbonés 19,01 21,62 24,64 28,30 22,64 16,05 12,10 11,50
Composés oxygénés 23,61 25,78 29,31 34,32 41,03 42,30 43,72 44,80
Monoterpénes hydrocarbonés 2,41 2,93 4,88 7,33 4,95 3,10 2,90 2,80
Sesquiterpenes hydrocarbonés 15,67 17,76 19,32 26,98 17,32 12,79 9,10 8,60
Monoterpénes oxygénés 2,10 2,30 2,41 2,63 2,44 1,66 1,30 2,30
Sesquiterpénes oxygénés 20,16 22,87 26,47 31,10 38,40 40,20 41,82 42,30
Autres composésd 2,27 1,77 1,80 1,70 1,72 1,83 1,90 2,40

# Ordre d’élution donné en accord avec le Tableau I1. 4

b Composés majoritaires et représentatifs de I'huile essentielle de parties aériennes de X. spinosum.
Concentrations en mg/100g de plante séche pour les détails du calcul cf partie expérimentale section 9
© Mois de prélévement

9 Concentrations totales en diterpenes oxygénés et composés non terpéniques hydrocarbonés et oxygénés
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Figure 11.3 : Shéma simplifié de la biosynthese des guaianes et eudesmanes a partir des germacréenes
(De Kraker et al., 1998)

L’étude statistique de la variabilité chimique des 25 échantillons de X. spinosum (récoltés
en pleine floraison) a été effectuée en considérant les pourcentages normalises des quatres
principales classes de composés : les monoterpenes hydrocarbonés (MH) et oxygénés (MO)
ainsi que les sesquiterpenes hydrocarbonés (SH) et oxygénés (SO). L’ACP a permis de mettre
en évidence 66,9% et 18,5% de la variance sur les deux axes respectifs de projection (Figure

11.4.2). Deux groupes d’échantillons notés XsI et XsII ont été observés :

- 15 huiles essentielles composent le groupe Xsl; elles se caractérisent par des
pourcentages en composés oxygénés plus importants (48,8-60,4%) que ceux du groupe Xsll
(34,5-43,0%). Ce groupe peut étre divisé en deux sous-groupes : le sous-groupe la regroupe
les 10 échantillons les plus riches en sesquiterpenes hydrocarbonés (31,5-36,0%) tandis que le
sous-groupe Ib réunit les 5 huiles essentielles ayant les concentrations maximales en

sesquiterpénes oxygénés (48,3-52,5%).

- 10 échantillons se retrouvent dans le groupe Xsll ; ils présentent des taux en composes

hydrocarbonés plus élevés (49,9-60,9 %) que ceux du groupe Xsl (31,7-42,2 %).

Le dendrogramme confirme cette distribution en 2 groupes distincts (Figure 11.4.b). Il
apparait que cette répartition basée sur les données chimiques est en relation avec les

caractéres morphologiques des plants recoltés. Ainsi, les huiles essentielles dominées par les
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composés oxygénes (groupe Xsl) sont obtenues a partir des spécimens de X. spinosum a

petites feuilles (20 mm de long sur 5 mm de large) alors que les compositions riches en

composés hydrocarbonés (groupe Xsll) sont issues des taxons possédant des feuilles plus

grandes (30-70 mm de long pour 10-30 mm de large) Ce dernier point confirme 1’influence de

la quantité de biomasse, représentée par les feuilles, sur la composition chimique de ces huiles

essentielles.
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Figure 11.4 : Analyse statistique des échantillons d’huile essentielle de X. spinosum

a) analyse en composantes principales (ACP) ; b) dendrogramme
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S1-S25 : lieux d e récoltes cf Annexe 12 familles de composés discriminantes : monoterpénes hydrocarbonés

(MH) et oxygénés (MO) les sesquiterpénes hydrocarbonés (SH) et oxygénés (SO)
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11.3. Conclusion

Considérées comme plantes invasives, X. italicum et X. spinosum représentent a ce jour
un danger pour I’écosystéme insulaire. X. spinosum préférant les terrains anthropiques, se
retrouve plus souvent dans les zones agraires de 1’ile (Jeanmonod & Gamisans, 2007) ou en
plus d’occuper de I’espace, elle est facteur de risque pour les animaux occasionnant des
blessures et des intoxications en cas d’ingestion de ses fruits (Turgut et al., 2005). Elle
constitue ainsi un probleme sérieux pour la filiere agricole, notamment 1’¢élevage. Par ailleurs,
nous remarquons aujourd’hui la présence de X. italicum sur la quasi-totalité des plages de
Corse. C’est une plante a expansion rapide possédant une grande capacité de dissémination
qui menace I’ensemble des biotopes littoraux de I’ile. Elle serait a 1’origine de la disparition
progressive du X. strumarium et a terme pourrait devenir inquiétante pour d’autres espéces
(Paradis et al., 2008). Elle constitue ainsi une menace écologique sérieuse des écosystéemes
fragiles. D’ores et déja bien implantées dans le paysage insulaire, I’éradication de ces deux
especes apparait comme difficilement envisageable voire irréalisable. Dans notre cas, nous
proposons d’initier une possible voie de valorisation de ces espéces par la production d’huiles
essentielles. Sous réserve de I’intérét des distillateurs, cela permettrait de diversifier la gamme
des huiles essentielles commercialisées tout en générant un profit supplémentaire aux

industriels locaux.

L’étude des huiles essentielles de X. italicum et X. spinosum nous a permis d’identifier
145 meétabolites volatils dont 59 monoterpénes, 69 sesquiterpénes, 2 diterpénes et 22
composes non terpéniques (Tableau 11.2). L’identification de 137 constituants a été réalisée a
’aide de la bibliothéque « Ardmes » propre a notre laboratoire et 8 autres ont été identifiés a
I’aide des bibliothéques commerciales (Konig et al., 2001; Adams, 2001) (Tableau 11.2 et
11.4). Les deux especes produisent des huiles essentielles possédant des profils
chromatographiques trés différents puisqu’elles sont caractéris€es par des monoterpenes
hydrocarbonés pour X. italicum et des sesquiterpenes oxygénés pour X. spinosum. A notre
connaissance nous décrivons pour la premiére fois les compositions volatiles de ces deux
especes. Si I’huile essentielle de X. italicum de Corse présente certaines similitudes avec les
huiles essentielles d’autres espéces du genre, celle de X. spinosum apparait comme tout a fait

originale dans le genre Xanthium.
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Nous pouvons remarquer un comportement métabolique similaire entre les deux espéces
au cours du cycle vegétatif et plus particulierement au moment de la période de fructification.
Il se traduit par une production accrue de sesquiterpenes oxygénés. Ainsi, la concentration de
I’a-bisabolol est multipliée par un facteur 1000 entre le début du cycle et la période de
fructification pour X. italicum. De méme, la teneur en sesquiterpenes oxygénés est multipliée
par 2 entre le début et la fin du cycle végétatif de X. spinosum. Cette tendance est confirmée
par la composition des huiles essentielles produites a partir des fruits, qui dans les deux cas
est dominée par des sesquiterpenes oxygeénés. Cette production apparait comme un point
important pour la dissémination et donc la survie de X. italicum et X. spinosum car elle
intervient au stade crucial de la fructification. Il serait intéressant d’étudier le role écologique
des constituants oxygenés : mécanismes de défense, apparition et/ou libération des fruits,

adaptation aux facteurs climatiques.

En termes de valorisation économique, la présence de sesquiterpénes oxygénés utilisés en
tant que fixateurs d’ardmes en parfumerie accentue I’attrait de X. spinosum, toutefois son
rendement en huile essentielle est bien inférieur a celui de X. italicum dont la production
pourrait étre intéressante en période de fructification afin d’obtenir un taux important en
composés oxygénés. De plus, il est important de maitriser 1’échantillonnage en fonction de la
qualité recherchée puisque notre étude démontre un lien direct entre la composition chimique

des huiles essentielles et le polymorphisme des deux espéces.
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CHAPITRE 11l : LES HUILES ESSENTIELLES DES GENRES
SENECIO et LIMBARDA

Le genre Senecio est I’un des genres les plus importants en termes d’espéces au sein de la
famille des Astéracées. Il compterait plus de 1500 espéces réparties sur 1’ensemble du globe.
Le terme « Senecio » vient de senex en latin signifiant littéralement « vieillard », en référence
aux aigrettes blanches surmontant les akenes lorsque la plante est en fructification
(Jeanmonod et al., 2004). Le genre est décrit comme un genre cosmopolite possédant un
grand nombre de taxons distribués sur tout le globe, a titre d’exemple Senecio vulgaris est une
espece que I’on retrouve quasiment sur les cing continents et a toutes les latitudes (Jeanmonod
& Gamisans, 2007). Dans la littérature, la taxonomie du genre Senecio a fait 1’objet de
nombreuses discussions (Jeanmonod et al., 2004); initialement, les espéces ont été regroupées
en sections définies en fonction de caractéres morphologiques (taille des pieds, forme et
disposition des fleurs etc..). Plus récemment, la classification des espéces a été revue en
utilisant des marqueurs génétiques; malgré ces études la différenciation taxonomique demeure
encore aujourd’hui ambigiie (Pelser et al., 2002). Limbarda crithmoides est un exemple qui
illustre bien ces difficultés taxonomiques et 1’évolution de la classification. Il s’agit d’une
espéce initialement affiliée au genre Senecio du fait des aigrettes blanches a I’extrémité de ses
akenes (Scopoli, 1772). Elle a ensuite été intégrée au genre Inula d’ou elle a finalement été
exclue du fait de son caractere arborescent et crassulescent (Jeanmonod & Gamisans, 2004)
pour, enfin, étre classée dans le genre Limbarda dont elle est la seule représentante

aujourd’hui.

Comme précisé en introduction, nous avons fait le choix de ne pas restreindre notre
champ d’investigation qu’aux deux especes envahissantes, S. ineaquidens et S. angulatus
mais plutdt d’élargir notre étude a I’ensemble des taxons de Senecio poussant a 1’état spontané
en Corse. Dans ce chapitre, nous présenterons tout d’abord les éléments bibliographiques
relatifs a la biologie et la phytochimie des genres Limbarda et Senecio. Puis, au travers de
I’étude des compositions chimiques des huiles essentielles, nous décrirons successivement la
procédure mise en ceuvre pour : (i) I’identification des constituants absents des bibliothéques
de reférences ; (ii) I’étude de la variabilité chimique intra- et/ou inter-spécifique au sein des
deux genres ; (iii) ’analyse chirale et sa contribution & la caractérisation des huiles
essentielles.
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I11.1 Etude Bibliographique

111.1.1 Description botanique et phytochimique de Limbarda crithmoides

Limbarda crithmoides, anciennement nommé Senecio crithmifolius ou Inula crithmoides
est une Astéracée halophyte commune des marais et des zones humides du pourtour
méditerranéen, de la face Atlantique francaise, des cotes de 1I’Europe de 1’Ouest, de la Manche
et de la Grande Bretagne (Jeanmonod et al., 1998). En Corse, elle est commune sur
I’ensemble des étangs et marais de la cote Orientale. C’est une plante vivace, fleurissant de
juillet a septembre, donnant des capitules jaunes disposées en corymbe. Elle peut mesurer
jusqu’a 1 meétre de haut et posséde des feuilles vertes glabres et grasses (Jeanmonod &
Gamisans, 2007). D’aprés Kerguelen (1999) et Jeamonod et al. (1998), il existerait deux sous
espéces de L. crithmoides : la sous-espéce crithmoides retrouvée sur le littoral de 1’Ouest
Européen et la sous-espece mediterranea présente sur I’ensemble du pourtour méditerranéen.
Elles se différencient par le nombre et la taille des capitules (subsp. crithmoides : 30-40
capitules avec un diametre de 30-40 mm et subsp. mediterranea : 14-26 capitules avec un
diametre de 22-29 mm). La plante est capable de se développer dans des sols atteignant des
niveaux de salinités proches de 30 g/L et sa capacité a capter le sel et d’autres métaux lourd
tels que le chrome, le nickel et le cadmium en font un bon candidat pour la dessalaison et la
dépollution des sols (Zurayk & Baalbaki, 1996 ; Zurayk et al., 2001). A notre connaissance, il
existe peu d’utilisations traditionnelles de la plante, toutefois au Liban elle est consommée

comme condiment afin de prévenir du goitre (Zurayk & Baalbaki, 1996).

La premiere étude concernant les extraits de L. crithmoides a été publiée dés 1981
(Mahmoud et al., 1981) puis elle a été suivie de six autres publications jusqu’en 2013
(Metwally & Dawidar, 1985 ; Marco et al., 1993b ; El-Lakany et al., 1996 ; Selim et al.,
2003 ; Males et al., 2004 ; Aboul-Ela et al., 2012 ; Belloum et al., 2013). Elles concernent des
extraits obtenus a partir des parties aériennes et des racines de L. crithmoides originaires
d’Egypte (Mahmoud et al., 1981 ; El-Lakany et al., 1996 ; Selim et al., 2003 ; Males et al.,
2004 ; Aboul-Ela et al., 2012), d’Espagne (Metwally & Dawidar, 1985 ; Marco et al., 1993)
et plus récemment de Tunisie (Belloum et al., 2013).

Plusieurs molécules de la famille des flavonoides, (Selim et al., 2003 ; Males et al.,

2004 ) mais aussi des dérives cafféoylquiniques (Abdoul-Ela et al., 2012) ont été identifiées
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dans les extraits alcooliques des parties aériennes et des racines de L. crithmoides provenant
d’Egypte. Des sucres type xylofuranoside et fructanoside ont également été isolés a partir des
extraits eéthanoliques de parties aériennes (El-Lakany et al., 2003). Enfin plusieurs auteurs
signalent la présence de molécules terpéniques: des monoterpenes dérivés du thymol
(Metwally & Dawidar, 1985; Marco et al., 1993b), des sesquiterpénes possédant les
squelettes carotane et furanoérémophilane (Mahmoud et al., 1981) et des triterpénes a

squelettes oléanane et ursanane (Belloum et al., 2013).

Trois études décrivent la composition chimique des huiles essentielles obtenues a partir
des parties aériennes de L. crithmoides originaires d’Espagne, de Malte, et de Gréce
(Tsoukatou & Roussis, 1999), d’Italie (Giamperi et al., 2010) et de Tunisie (Jallali et al.,
2014). Ainsi des compositions chimiques variables ont été révélées en fonction de I’origine
géographique des échantillons. Nous observons cependant dans 1’ensemble des échantillons,
la présence récurrente (systématiquement plus de 10%) de 1’a-pinéne, du 12(Z)-abienol, du p-
cymene et de I’a-phéllandréne, mais avec des proportions variables en fonction de 1’huile
essentielle considérée. Le p-cyméne est d’ailleurs le composé majoritaire dans les huiles
essentielles d’Espagne, de Malte, d’Italie et de Tunisie (53,8 ; 26,2 ; 30,1 et 23,1-27,28%,
respectivement). Seule I’huile essentielle de Greéce en présente une trés faible proportion de
I’ordre de la trace. L’a-phellandréne est apres le p-cymeéne, le composé le mieux représenté. Il
est le deuxiéme composé majoritaire pour les huiles essentielles d’Espagne, de Malte, et de
Tunisie (26,2%, 18,9% et 8,33-9,0%, respectivement) et il est le seul constituant dont la
teneur ne descend jamais en dessous de 2%. La présence du S-phellandréne comme composé
majoritaire dans I’huile essentielle de Grece (30,7%) constitue en soi la plus grande originalité
de cet échantillon; celui-ci se distingue également des autres huiles essentielles par la
présence de cumeéne (14,8%) et de la scopolétine (13,0%), particularité qu’elle partage avec
I’huile essentielle d’Italie dans laquelle ces composés représentent respectivement 14,8% et

15,3% de la composition.

L’échantillon espagnol est le seul a ne pas exhiber de particularité marquée. L’huile
essentielle de Malte se différencie par son taux de 12(Z)-abiénol (11,5%), le plus élevé de
tous les échantillons étudiés, tandis que les huiles essentielles tunisiennes sont les seules a

posséder du limonene.
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Origines géographiques® ES MA GR IT TU
Références” [A] [A] [A] [B] [C]
Nombre d’échantillons 1 1 1 1 2
Composés majoritaires®

a-pinéne 2,2 6,8 4,2 13,1 1,1-6,93
a-phellandréne 26,2 189 11,0 2,2 8,33-9,00
p-cymeéne 53,8 26,2 tr 30,1 23,1-27,28
limonéne - - - - 3,17-24,02
S-phellandrene - - 30,7 - -
cumene - - 148 187 -
oxyde de thymyle et de méthyle - - 3,3 4,0 2,66-8,33
oxyde de carvacryle et de méthyle - - 0,5 0,5 3,78-18,07
scopolétine - - 13,0 15,3 -
a-épi-cadinol - 5,6 tr 3,5 -
12(Z)-abiénol 3,5 11,5 1,4 2,2 1,55-3,03
Nb de composés identifiés 20 27 21 22 42

% identification 94,7 80,1 925 100,0 94,31-96,03

®0rigines géographiques des différents échantillons d’huiles essentielles: ES: Espagne;
MA: Malte; TU: Tunisie; GR: Grece; IT: Italie
bRéférences: A (Tsoukatou & Roussis, 1999), B (Giamperi et al., 2010 ), C: (Jallali et al., 2014)

111.1.2 Description botanique et phytochimique du genre Senecio

Dix especes du genre Senecio sont repertoriées en Corse (Jeanmonod & Gamisans,
2007) et parmi celles-ci on dénombre deux espéces exogénes considérées comme
envahissantes (S. ineaquidens et S. angulatus), d’une part, et huit espéces indigenes dont cing
non endémiques (S. vulgaris, S. lividus, S. cineraria, S. acquaticus erraticus, S. ovatus ssp.
alpestris) et trois endémiques (S. transiens, S. serpentinicola et S. rosinae), d’autre part. S.
serpentinicola et S. rosinae sont des espéces endémiques strictement de Corse alors que S.
transiens est une espece endémique du continuum Corso-Sarde. La population de S. rosinae
est représentée par un faible nombre de plants dont la répartition est tres restreinte sur le
territoire insulaire. Considérée comme 1’une des espéces les plus rares du monde, elle est
inscrite sur la liste des especes vegétales dont la récolte est rigoureusement interdite. C’est
pour cette raison qu’elle ne sera pas étudiée dans ce mémoire. Nous avons fait le choix de ne

pas développer la description botanique de chaque espéce car de nombreux caractéres
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morphologiques seront précisés dans la suite du chapitre comme supports d’interprétation de
la variabilité chimique des huiles essentielles.

Les espéces du genre Senecio sont connues pour leur toxicité mais aussi pour leur
effets bénéfiques sur la toux, I’eczéma, la bronchite, la cicatrisation des plaies et la facilitation
de I’accouchement (Hammond et al., 1998). Des usages traditionnels de S. vulgaris en
infusion pour calmer les menstruations douloureuses et de S. cineraria pour soulager des

problémes ophtalmiques ont été rapportés (Paumes, 2009).

Deux revues (De Vivar et al., 2007; Yang et al., 2011) regroupant plusieurs dizaines
de publications décrivent la composition chimique des extraits obtenus a 1’aide de solvants
organiques. De nombreuses molécules terpéniques ont été identifiées; nous pouvons
notamment citer des sesquiterpenes possédant les squelettes érémophilane, bisabolane,
eudesmane, germacrane et caryophyllane (De Vivar et al., 2007; Yang et al., 2011), des
diterpénes kauréniques et des triterpénes de type stéroide. Cependant, les constituants les plus
souvent mentionnés dans la littérature sont des alcaloides pyrrolizidiniques, des benzofuranes

cacaloidés et des phénylpropanoides.

A notre connaissance, 39 études (listées dans le Tableau Ill. 2) traitent des
compositions chimiques des huiles essentielles des différentes espéces du genre Senecio. 82
échantillons d’huiles essentielles obtenues a partir des différents organes de 48 especes
originaires de 17 pays ont été étudiées dans la littérature (Arancibia et al., 1999; Arancibia et
al., 2010; Arrabal et al., 2011; Bagci & Kilic, 2012; Baser & Demirci, 2004; Belaunde et al.,
2007; Benites et al., 2011; Bisht et al.,, 2011; Chalchat et al., 2004; Chen et al., 2009;
Dambolena et al., 2008; De Feo et al., 2003; EI Hawary et al., 2008; El-Shazly et al., 2002;
Fernandez-Zuniga et al., 1996; Joshi, 2011; Kahriman et al., 2011; Lawal & Adebola, 2010;
Lawal & Oyedeji, 2009; Li et al., 2006; Lograda et al., 2012; Mengi et al., 1995; Mirza &
Nik, 2008; Mishra et al., 2010; Mishra et al., 2011; Mohammadhosseini et al., 2010; Murari
et al., 2008; Neto et al., 1986/1987; Niemeyer, 2007; Nori-Shargh et al., 2008; Ouchbani et
al., 2011; Pérez et al., 1999; Rondon et al., 2006; Thakuri et al., 2008; Ucgiincl et al., 2008;
Uciincii et al., 2010; Usta et al., 2009; Van Dooren et al., 1981; Vera et al., 1994, Chibani et
al., 2013). Les résultats obtenus dans ces publications ont été compilés dans le Tableau I11.2.
Ainsi, nous pouvons classer les espéces et les échantillons correspondants en cing groupes en

fonction des pourcentages relatifs des principales familles de composés. Au total, 63
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échantillons des huiles essentielles de Senecio (soit 82 %) sont dominés par des composés
hydrocarboneés, 34 échantillons par des monoterpénes (tels que 1’a-pinéne, le f-pinéne, et I’a-
phellandrene), 19 par des sesquiterpenes (le germacrene-D et le (E)-S-caryophylléne) et 10
par des composes aliphatiques (tels que le nonéne, I’undécéne, le tridécéne et le pentadécene).
Les 19 autres échantillons sont riches en monoterpénes oxygénes tels que la S-thujone, 1’a-
terpinéol et le carvomenthol (3 échantillons) et des sesquiterpenes oxygéneés tels que le
spathulénol, 1’oxyde de caryophylléne, 1’a-cadinol, I’anhydroplopénone et le 1,10-

époxyfuranoéréemophilane (16 échantillons).
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Espéces®

mw ;v no o nmu nnomoum

w

wn

w w

. argophylloides
. atacamensis

. brassiliensis

. farfarifolius

. filaginoides var lobalatus

. gallicus

. glaucus subsp coronopifolius
. graveolens

. leucostachys

. longipenicillatus

. mutersii

. hutans

. pohlii

. polyanthemoides

. pterophorus
. scandens

Refs”

(Dambolena et al., 2008)
(Benites et al., 2011)

(Neto et al., 1986)
(Baser & Demerci, 2004)
(Arancibia et al., 1999)
(Mohammadhosseini et al., 2010)
(De Pooter et al., 1986)
(Pérez et al., 1999)
(Mirza & Nik, 2008)
(Rondon et al., 2006)
(Arancibia et al., 1999)
(Belaunde et al., 2007)
(De Feo et al., 2003)
(Neto et al., 1986)

(Lawal et al., 2009)

(Lawal et al., 2010)
[Chen et al., 2009 ]

Parties étudiées® N¢ GL®

Pa
Fe
Ti
Pa
Pa
Pa

1 RA
1 CH
1 CH
1 BR
1 TR
1 RA
1 IR

1 ET
1 RA
1 IR

1 VE
1 RA
2 PE

2 PE

1 BR
2

2

2

3

1

Hc

96,9
89,6
91,9
81,1
69,2

mc
92,9
64,8

mc
88,2
94,2
82,2

83,4-86,1 10-10,1 77,3-79,9 3,5-88 -

Oc

2,9
6,4
6,7
8,0

25,7
np
3,3

25,2
np

10,4

9,3

Familles de composés"®
Hm Hs Oh Om

Monoterpenes hydrocarbonés

95,1 0,9 0,9 2,9 -

87,2 2,4 - 0,9 55
88,3 3,6 - 0,7 6,1
80,0 1,1 - 7,8 0,2
60,6 7,9 0,7 196 54
mc np np np np
63,8 29,1 - 0,3 1,7
54,0 9,9 0,9 1.2 21,3
mc np np np np
50,6 37,6 - 4,1 2,4
57,3 36,0 0,9 - -

82,2 - - 8,9 4,1

2,8-55 1,8-2,6

Os

80,1-92,7 1,6-13,8 78,5-87,3 1,4-4,6 0,2-0,8 1,6-83 0-2,1

79,1

69,3-99,5 248-0 36,6-91 85-32,7 -
71,6-85,314,4-23,671,6-85,3 - -
92-946 0,1-45 92-926 0-2,3 -

96,8-98
68,7

6,6

78,1 1,0 - 6,4 0,2
0-11,4 0-134
0-93 14,3-144
0,1-44 0-0,1
tr-15 90,5-95,7 1,1-7,3 - tr-15 0-0,2
42,4 22,6 3,6 1,6 79

30,4

Od

Oo

0,7

1,3
2,7

3,9

2,7-4

5

0-3,4

21,0
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Tableau I11.2. Suite

Familles de composés"?

Espéces” Refs" Parties étudiées® N’ GL® Hc Oc Hm Hs Oh Om Os Od Oo
Huiles essentielle riches en composés hydrocarbonés
Monoterpenes hydrocarbonés
S. squalidus [Chalchat et al., 2004] Pa 1 SRB 848 93 735 113 - 13 68 02 -
S. subpanduratus [Arancibia et al., 1999] Pa 1 RA 726 203 72,6 - - 162 41 - -
S. subulatus var erectus [Dambolena et al., 2008] Pa 1 RA 972 03 970 tr 02 0,3 - - -
S. subulatus var salsus [Dambolena et al., 2008] Pa 1 RA 905 50 892 12 01 50 - - -
S. tephrosioides [Fernandez-Zuniga et al., 1996] Pa 1 PE 384 24,1 333 51 - 134 10,7 - 12,3
S, vernalis [Ustaetal., 2009] Pa 1 TR 722 183 533 185 04 134 38 01 28
[Bagci and Kilic, 2012] Pa 1 TR 653 262 361 263 29 96 132 - 34
S. viridis [Dambolena et al., 2008] Pa 1 RA 942 06 932 05 05 06 - - -
S. zoellniri [Niemeyer, 2007] Pa 1 CH 925 43 91,9 06 - 43 - - -
Sesquiterpénes hydrocarbonés
S. ambavilla [Veraetal., 1994] Pa 1 F 881 59 21,3 665 03 26 24 10 25
S. crassifolius subsp crassifolius [Murari et al., 2008] Fe 1 gr 929 59 - 929 - -89 - -
Ti 1 889 84 - 889 - - 84 - -
S. jacobea [Van Dooren et al., 1981] Pa 1 NL mc np np mc np np np np np
S. nemorensis [Ugiincii et al., 2010] Fl 1 TR 830 38 06 81,8 08 01 24 02 11
S. othonnae [Uglinci et al., 2010] Fl 1 TR 487 344 22 346 119 05 308 01 3,0
Fe 1 59,5 285 40 434 121 145 103 - 3,7
S. pandurifolius [Kahriman et al] Ti 1 TR 676 214 - 523 153 - 136 - 7.8
FI 1 615 28,6 13 424 178 135 122 - 29
S. perralderianus [Lograda et al., 2012] Pa 1 AL 675 252 182 489 34 14 178 04 56
S. platyphyllus var. platyphyllus [Usta et al., 2009] Fl 1 TR 798 124 12 761 37 05 96 03 20
S. racemosus [Ugtincu et al., 2010] FI 1 TR 889 88 05 732 152 02 62 - 24




Familles de composés™®
Especes® Refs” Parties étudiées® N° GL® Hc Oc Hm  Hs Oh Om Os Od Oo
Sesquiterpénes hydrocarbonés

(Mishra et al., 2010) Fe 1 IND 74,5 2,7 16,3 59,2 - - 2,7 - -
L (Mishra et al., 2011) Fe 1 IND 678 27 208 470 i ) 27 - i
S. rufinervis Ra 1 70,0 2,2 - 70,0 - 2,2 - - -
(Takuri et al., 2008) Fe 1 IND 69,3 232 64 62,9 - 0,7 225 - -
Ra 1 79,7 94 1,8 77,9 - 04 090 - -
Fe 68,6 231 35 58,8 6,3 02 195 0,2 32
S. trapenzuntinus (Uciincii et al., 2008) Ti 1 TR 57,4 288 15 55,3 0,6 - 246 15 27
FI 63,6 99 75 56,1 - - 99 - -
S. vulgaris (Van Dooren et al., 1981) Pa 1 NL mc np np mc np np np np np
Autres composés hydrocarbonés
. coincyi (Arrabal etal., 2011) Pa 9 ES 293687 0923 10,1 41153 252523 00 0 0 0923
S. congestus (Van Dooren et al., 1981) Pa 1 NL mc np np np mc np np np np
S. giganteus (Chibani et al., 2013) Pa 1 AL 58,9 239 194 1 38,5 10 32 0 197
Monoterpénes oxygénés
S. chrysanthemoides (Mengi et al., 1995) Pa 1 IR 8,3 8729 519 311 - 86.4 045 - -
S. dianthus (Lietal., 2006) FI 1 PRC 1401 7569 3,79 10,22 - 47,31 2,32 - 26,06
S. leucanthemifolius (Ouchbani et al., 2011) Pa 1 MA 16,4 83,6 - 16,4 - 708 41 - 8,7
Sesquiterpenes oxygénés
Fe 1 29,6 66,8 5,6 1,7 22,3 05 663 - -
S. aegyptius var discoideus ~ (El-Shazly et al., 2002) Ti Lot 49,5 ar9 2rr 21 19,7 15 464 - i
FI 1 39,9 56,3 18,7 3,9 17,3 08 553 - 0,2
Ra 1 27,2 69,0 - 27,2 - - 690 - -
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Tableau I11.2. Suite
Familles de composés"?

Especes” Refs” Parties étudiées N’ GL® Hc Oc Hm Hs Oh Om Os Od Oo
Sesquiterpenes Oxygénés
S. adenotrichius (Niemeyer, 2007) Pa 1 CH 192 72,1 128 64 - - 721 - -
S. belgaumensis (Joshi, 2011) Fl 1 IND 411 504 164 2470 - 54 25 - 20
S. crassifolius subsp crassifolius (Murari et al., 2008) FI 1 BR 14,37 84,53 - 14,37 - - 8453 - -
S. fuchsii (Van Dooren et al., 1981) Pa 1 NL np mc np np np np mc np np
Pa 1 175 79,0 2,2 153 tr 15 771 - 04
S. royelanus (Bisht et al., 2011) Fe 1 IND 140 815 27 110 03 15 791 - 09
Fl 1 433 538 348 83 02 16 509 - 13
Ti 1 306 643 10,7 194 0.5 25 606 - 1.2
S. rowleyanus (El-Hawary et al., 2008) Pa 1 ET 54,44 4551 26,44 280 - - 4551 - -
S. vernalis (Nori-Shargh et al., 2008) Pa 1 IR 251 738 208 43 - 215 523 - -

& Espéces de Senecio rapportées dans la littérature

b Réferences

¢ Parties étudiées : Pa: parties aériennes; Fl: capitules ; Fe: feuilles; Ti: tiges; Ra: racines

¢ Nombre d'échantillons étudiés

¢ Lieux d’origine: AL: Algerie; BR: Brésil; ET: Egypte; F: France (r: Reunion ); IND: Inde; IR: Iran; NL: Pays Bas; PE: Perou; PRC: Chine; MA: Maroc; RA: Argentine;
CH: Chili; SA: Afrique du Sud; ES: Espagne; SRB: Serbie; TR:Turquie; VE: Venezuelg;

 Famille de composés : Hc: Composés hydrocarbonés; Oc: Composés oxygénés: Hm: Monoterpénes hydrocarbonés; Hs: Sesquiterpénes hydrocarbonés

Oh: Autres composés hydrocarbonés; Om: Monoterpénes oxygénés; Os: Sesquiterpenes oxygénés; Od: Diterpénes oxygénés;

Oo: Autres composes 0xygénés

9mc: composés majoritaires dont la proportion n'est pas précisée; np: valeurs non précisées
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111.2. ANALYSE DES HUILES ESSENTIELLES

111.2.1 Identification des composés absents des bibliotheques de références

Les méthodes analytiques utilisées lors de nos investigations étant essentiellement des
méthodes comparatives, il est nécessaire de disposer de bibliotheques de références riches et
adaptées au domaine d’investigation pour étre performant en termes d’identification. Ainsi
malgré une bibliotheque congue au laboratoire « Ardmes » riche de plus de 1000 composés et
des bibliothéques commerciales possédant jusqu’a plusieurs milliers de molécules de
référence, nous avons été confrontés a des difficultés pour I’identification de plusieurs
constituants dont certains étaient majoritaires dans les huiles essentielles des plantes des
genres Senecio et Limbarda. En effet, I’identification de six composés : - deux molécules
présentes dans les huiles de L. crithmoides notées L25 (16,3 %) et L38 (16,2 %) ; - une
molécule repérée dans les huiles essentielles de S. inaequidens notée Se242 (6,8 %) et ; - trois
molécules issues des huiles essentielles de S. transiens notées Se227 (50,5 %), Se230 (17,3
%) et Se232 (25,2 %), a nécessité la mise en ceuvre d’analyses complémentaires intégrant des
chromatographies préparatives et la RMN mono et bidimensionnelle. Respectant la séquence
analytique décrite dans le chapitre I, les travaux présentés dans cette partie du mémoire ont
été réalisés a partir d’huiles essentielles « collectives » de chaque espece obtenues par le
cumul des huiles essentielles individuelles produites a partir des différentes stations de

récolte. Les huiles essentielles « collectives » ont été analysées par CPG-DIF et CPG/SM.

L’¢élucidation structurale des composés Se242 et Se227 repérés respectivement dans les
huiles essentielles de S. inaequidens et S. transiens et celle des composés L25 et L38 présents
dans les huiles essentielles de L. crithmoides a été réalisé a partir des composés isolés
quasiment purs dans des fractions oxygenées obtenues par chromatographies sur colonne
successives des trois huiles essentielles correspondantes (voir partie expérimentale section
fractionnement des huiles essentielles). L’identification de la cacalohastine Se242, de la 3-
(isopent-2-ényl)-4-méthoxyacétophénone Se227, du 3-méthoxy-p-cyménéne L25 et du 2,5-
diméthoxy-p-cymenene L38 a été réalisée par comparaison de leurs données de RMN du
carbone-13 avec celles décrites dans la littérature. Les structures et les valeurs des
déplacements chimiques de ces quatre molécules sont présentées respectivement dans la
Figure I11.1 et le Tableau I11.3.
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Cacalohastine Se242 3-(isopent-2-ényl)-4-méthoxyacétophénone Se227

3-méthoxy-p-cyménéne L25 2,5-diméthoxy-p-cyménéne L38

Figure 111.1 : Molécules identifiées dans les huiles essentielles de Limbarda crithmoides (L25 et L38), Senecio
inaequidens (Se243) et Senecio transiens (Se227) numérotations en accord avec celles reportées dans la
littérature (Se242 : Miyazawa et al., 2010 ; Se227 : Morales et al., 1996 ; L25 et 38 Serra, 2011)

Tableau I11. 3: Déplacements chimiques experimentaux (8(C) ) et issus de la littérature (5(C) ref) des molécules absentes
de nos bibliotheques

Se242 Se227 L38 L25
N° 5(C) &(C)ref@ Appm  5(C) (C)ref™ Appm  5(C) S(C)ref™ Appm  §(C) S(C)ref™ Appm
1 121,37 121,30 0,07 161,29 161,30 0,01 126,20 126,20 0,00 129,84 129,90 0,06
2 12460 124,60 0,00 129,66 129,70 0,04 151,53 15150 0,03 129,15 129,10 0,05
3 30,75 30,70 0,05 129,95 129,90 0,05 112,01 112,00 0,01 156,48 156,50 0,02
4 27,83 27,80 0,03 130,21 130,20 0,01 130,56 130,60 0,04 138,36 138,40 0,04
5
6
7
8
9

134,12 134,10 0,02 109,40 109,40 0,00 150,24 150,20 0,04 111,16 111,10 0,06
122,07 122,10 0,03 128,55 12850 0,05 114,61 11460 0,01 121,04 121,10 0,06
128,30 128,30 0,00 28,47 2850 0,03 16,19 16,20 0,01 21,48 21,50 0,02
145,85 14580 0,05 12166 121,70 0,04 144,39 14440 0,01 144,16 114,10 0,06
138,93 13890 0,03 133,14 133,10 0,04 114,83 114,80 0,03 114,77 114,80 0,03

10 121,02 121,00 0,02 25,83 2580 0,03 23,30 23,30 0,00 23,30 23,30 0,00

11 116,87 116,90 0,03 17,80 17,80 0,00 56,36 56,40 0,04 55,39 55,40 0,01

12 141,58 14160 0,02 197,20 197,20 0,00 56,63 56,60 0,03

13 11,30 11,30 0,00 26,36 26,36 0,00

14 13,65 13,60 0,05 55,55 55,60 0,05

15 19,29 1930 0,01

16 61,02 61,00 0,02

Se242: cacalohastine; Se227: 3-(isopent-2-ényl)-4-méthoxyacétophénone; L38: 2,5-diméthoxy-p -cyménéne; L25: 3-méthoxy-p -

cyméneéne

Références: [a] (Miyazawa et al. ,2010); [b] (Morales et al., 1996); [c,d] (Serra, 2011)
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La cacalohastine Se242 et la 3-(isopent-2-ényl)-4-méthoxyacétophénone Se227, ont été
respectivement signalées dans 1’huile de Cacalia hastata et dans les extraits de Senecio
phylolleptus (Miyazawa et al., 2010, Morales et al., 1996), tandis que les deux dérivés du p-
cyménéne (L25 et L38) ont été décrits comme intermédiaires de synthese (Serra, 2011) et
rapportés dans I’huile essentielle des racines d’Arnica montana (\Weremczuk-Jezyna et al.,
2006). A notre connaissance, nous décrivons pour la premiére fois la présence de la
cacalohastine Se242 et la 3-(isopent-2-ényl)-4-méthoxyacétophénone Se227 en tant que
constituants des huiles essenticlles d’espéces du genre Senecio. De la méme maniere, nous
décrivons pour la premiére fois, la présence du 3-méthoxy-p-cyménéne L25 et du 2,5-

diméthoxy-p-cyménéne L38 dans I’huile essentielle de Limbarda crithmoides.

La comparaison des données spectrales des composés notés Se230 et Se232 avec celles
décrites dans la littérature ne nous ayant pas permis d’obtenir un résultat satisfaisant, nous
avons été contraint de mettre en ceuvre la séquence purification-analyse structurale afin de les
identifier. Les séparations successives sur colonne de silice ont permis de purifier chacun de
ces deux composés dans deux fractions notées FO1q (Se230 : 94%) et FO1, (Se232 : 97%)
(voir partie expérimentale section fractionnement des huiles essentielles). Le gradient
d’¢élution hexane / diisopropyloxyde (90/10 et 95/5 %) utilisé pour isoler les deux molécules

nous indique qu’elles ont des polarités voisines et relativement importante.

L’enregistrement des spectres infrarouge des deux fractions (Annexe 4 et 5), nous
renseigne sur les groupements fonctionnels portés par les deux constituants. Ainsi, la présence
d’une bande & 1737 cm™ relative & une vibration v C=0 dans les spectres des deux molécules
nous oriente vers des groupements fonctionnels esters. Cette hypothése est confirmée par
I’observation de deux séries de bandes caractéristiques d’une v C-O d’esters aliphatiques a
1235 et 1030 cm™ pour Se230 et & 1232 et 1032 cm™ pour Se232. L observation d’une bande
a 3425 cm™, vibration relative a une v OH libre, nous conduit & supposer la présence d’une
fonction alcool pour la molécule Se230 alors que 1’absence de cette méme bande dans le
spectre de la molécule Se232, nous oriente plutdt vers une fonction oxyde. Enfin, les bandes
observées au voisinage de 1650 cm™ relatives & des vibrations de type v C=C, confortés par
des v CH (sp?) & 2926 et 2932 cm™ nous font conclure & la présence de groupements

éthyléniques.
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L’analyse CPG/SM en impact électronique (IE) des deux fractions FO10 et FO12 a
permis 1’observation des ions moléculaires des deux composés : m/z 296 pour Se230 et m/z
278 pour Se232, soit une différence de masse de 18 uma. Les spectres de RMN du C-13
présentent 17 signaux pour chaque molécule et la séquence DEPT a permis de déterminer les
deux formules brutes: Ci7H2304 pour la molécule Se230 et Ci7H,603 pour Se232. Ces
premiers résultats nous oriente vers la structure de deux sesquiterpénes oxygénés substitués

par une fonction ester.

La comparaison des valeurs des déplacements chimiques de RMN du carbone-13 dans les
deux séries de raies observées respectivement dans les spectres des fractions FO10 et FO12,
nous indique la présence de deux molécules ayant des structures voisines. En effet, les deux
signaux observés a d¢c 170,74 et 170,20 ppm respectivement dans les spectres de Se230 et de
Se232 confirment la présence de deux groupes fonctionnels esters. L’observation dans les
deux spectres du carbone-13 de quatre raies de résonance avec des valeurs de déplacements
chimiques 6c comprises entre 119,20 et 139,09 ppm et la présence dans les deux spectres du
proton de signaux oy entre 5,01 et 5,55 ppm, confirment ’existence de deux systeémes
éthyléniques dans chaque molécule. Enfin, la présence dans le spectre de RMN du carbone-13
de Se230 de signaux de trois méthynes a 6c 78,87 ; 76,95 et 76,81 et de signaux de trois
méthynes légérement blindés a oc 71,78 ; 74,12 et 75,43 ppm dans celui de Se232, est
caractéristique de carbones situés en o d’atomes d’oxygéne hybridés sp®. L’examen des
valeurs de déplacements chimiques des deux séries de méthyles permet d’affiner la nature des

groupements fonctionnels engagés dans les deux structures :

- les valeurs déblindées observées pour les déplacements chimiques des carbones méthynes
de Se230 associées a la présence de deux signaux oy & 2,61 et 4,23 ppm (intégrant 1
hydrogéne) nous fait supposer la présence de deux groupes fonctionnels d’alcools
secondaires. Le troisieme signal a plus de 70 ppm, indique que la chaine carbonée de

Se230 est substituée par un groupement acetoxy.

- le blindage des carbones méthynes pour Se232 et 1’absence des signaux indiquant des
protons libres, nous oriente vers un groupe fonctionnnel de type oxyde cyclique. De plus
comme pour Se230, le troisieme signal a plus de 70 ppm indique que la chaine carbonée

de Se232 est substituée par un groupement acétoxy.
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Par ailleurs, le calcul du nombre d’insaturations nous indique 4 et 5 centres pour Se230 et
Se232, respectivement. Ainsi, en plus du systeme oléfinique et du groupement carboxylate,
nous pouvons suggeérer que les deux molécules disposent chacune d’un cycle insaturé et que
Se232 possede un cycle supplémentaire par rapport a Se230. L’élucidation structurale de
Se230 et Se232 (Tableau 111.4) a été realisée a la suite d’une série d’analyses par RMN
bidimensionnelle (HSQC, HMBC, COSY et ROESY).

Dans le cas de la molécule Se230, la matrice COSY a permis 1’¢élucidation d’un systéme
de spin allant du C4 au Cy, et mettant en relation les protons des carbones C; et C14 (Figure
111.2B). La position du groupement acétoxy sur le Cg a été établic a 1’aide des connexions
proton-carbone révélées sur la matrice HMBC dans laquelle (i) le proton porté par le Cg a dc
76,95 ppm est clairement corrélé au carbone du groupe carboxylate résonnant a d¢c 170,74
ppm et (ii) les trois protons du groupe méthyle C;7 résonnant a 6¢c 21,03 ppm sont corrélés

respectivement avec le Cy5 a 6¢c 170,74 ppm et le Cg a 6¢ 76,95 ppm.

La position des deux fonctions alcool ont été déduites des corrélations proton-proton et
proton-carbone. Le positionnement de la premiere fonction alcool en C; a été suggéré par
I’observation des corrélations entre le proton du C; et celui du Cg et du C, sur la matrice
COSY. La seconde fonction alcool a été positionnée en Cqy en raison de corrélations entre le
proton du Cg et les carbones Cyg, C1; et Cy3 (matrice HMBC), d’une part, et avec les protons

des carbones Cg et Cy, d’autre part (matrice COSY).

L’attribution des systéemes éthyléniques a nécessité une attention toute particuliere
puisque I’intensité double du méthyne résonnant a 6¢c 123,16 ppm dans Se230 nous a indiqué
que cette valeur de déplacement chimique pouvait étre attribué a deux carbones
vraisemblablement engagés dans les deux systemes éthyléniques. En effet, 1’étude des
corrélations des matrices HMBC et COSY, nous a permi d’attribuer au signal a d¢c 123,16
ppm les carbones C, et Cyo. Le premier systeme éthylénique a été établi a partir de la
corrélation entre les protons du groupe méthyle Cys (3n 1,59 ppm) avec le C; et le C; (6¢c
136,99 ppm) assurant ainsi la connexion des carbones C,-C; avec le Cjs. Le deuxieme
systeme éthylénique a été résolu a partir de la corrélation du Hio (8y 5,01 ppm) avec les
groupes méthyle Cy,-Cy3 (8¢ 26,53 - 6¢c 18,91 ppm) dont les protons respectifs sont corrélés
avec le Cy; (8¢ 138,29 ppm), nous permettant d’affirmer la présence d’un groupement

isobutylene a partir des connexions du carbone Cy avec le Cy; et celles du Cq; avec les
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carbones C, et Cy3, deux groupes méthyles. Le blindage du carbone C;3 en regard du carbone
Ci2 (A 8,62 ppm) s’explique par I’effet 5-stérique du carbone C,, cet effet confirme la
proximité Cq-Cy3 et la connexion du Cg au systéme constitué par les carbones Cyo-Cy3. Ainsi,
nous avons établi sans ambiguité la structure planaire de la molécule Se230, il s’agit d’un
sesquiterpéne présentant un squelette bisabolane substitué par deux groupements hydroxyle et

un groupement acétoxy a savoir le 8-acétoxybisaboléne 1,9-diol.

<> ROESY

Figure 111.2 : Structure (A) et principales corrélations HMBC, COSY (B) et ROESY (C)
du (1S, 6S, 7R, 8R, 9S)-8-acétoxybisaboléne 1,9-diol (Se230)

Les configurations relatives des carbones C1, C6, C7, C8 et C9 ont été établies grace a
un ensemble de corrélations observées dans la matrice ROESY entre les protons spatialement

proches (Table Il1. 3) et (Figure 1ll. 2c). En effet, I’agencement spatial des carbones
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asymeétriques a été déduit a I’aide des corrélations observées entre les protons H; et Hg, d’une
part, et celles observees entre les protons Hg, H; et Hg, d’autre part. De méme manieére, I’anti-
coplanarité des protons H; et Hg ainsi que celle des protons Hg et Hg est suggérée par
I’absence de corrélations entre ces protons. Les orientations des protons Hg, et Hs, ont été
déterminées par les corrélations avec les protons Hj et Hg, respectivement. Par ailleurs, 1’anti-
coplanarité des protons Hy, et Hs, est confirmée par I’absence de corrélation spatiale entre
eux. Enfin, les positions équatoriales des protons Hge et Hs. découlent des corrélations avec
les protons Hy, et Hs, (Figure 111, 2C). Les corrélations spatiales proton-proton nous
permettent d’attribuer les configurations relatives 1S, 6S, 7R, 8R, 9S pour les cing
stéréocentres de la molécule S230.

La structure de la molécule Se232 a été établie par analogie avec la molécule Se230.
L’étude des corrélations HMBC et COSY a permis de retrouver un systéme de spin analogue
a celui de Se230, connectant sans ambiguité les carbones C4 a Cyg ainsi les carbones C, a Cg
et C; et Cyy et confirmant la position du groupement acétoxy sur Cg (Figure 111.3).
L’attribution des deux systemes éthyléniques s’est faite de maniére plus aisée grace a une
meilleure résolution des signaux des deux méthynes (C, et Cig). Ainsi, sur la base des
corrélations HMBC nous avons confirmé les connexions entre les protons et les carbones Cg-
Ci3, C1-C3 et Cys. L’hypothése d’une structure d’oxyde cyclique a été confortée par
I’observation de corrélations proton-carbone a longue distance dans la matrice HMBC entre
les protons du Cy et les carbones C; et Cg, corrélations non observées pour Se230, qui
suggérent une cyclisation intramoléculaire avec élimination d’une molécule d’eau (différence
de masse de 18 uma) pour obtenir Se232 : 8-acétoxy 3,7-diméthyl 9-(2-méthylpropenyl) 10-
oxabiyclo [4.4.0] déc-2-ene soit I’oxyde d’acétoxybisaboléne (Figure 111.3).

Figure 111.3 : Structure et principales corrélations HMBC et COSY
de l'oxyde d ‘acétoxybisaboléne (Se232)
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Tableau I11.4: Données RMN relatives au 8-acétoxybisabolen-1,9-diol et a I'oxyde d'acétoxybisaboléne

N°

Br

RMN **C RMN 'H RMN 2D RMN **C RMN 'H RMN 2D

8 DEPT ) M J(Hz) HMBC COSsY ROESY 5 DEPT ) M J(Hz) HMBC COosYy
78,87 CH 3,61 Brs - - 6; 2; 9; 2; 5a 71,78 CH 3,94-4,01 Brd 9,3 2;3 2;6
123,16 CH 531 Brs - 4;7,15 15; 4a; 1 15;1; 123,68 CH 5,32 Brs - 15;4;6 1;15; 4a
13699 C - - - - - - 136556 C - - - - -
3065 CH, 2 1,90-1,92 Brd 4,1 2;15;3 Se; 4e;2;5a  1;5e ;4e 3066 CH, 2 1,97 Brd 41 3,15 4e;5e;

e 1,20 m - 2;6; 43; 5a 5a; 4a; 4e b 2,03-207 m - 6 5e; 4a; 5a
2398 CH, a 1,84-1,85 Brdt 3,9;1,2 5;3; 4 4e; 5e 6; 14; 4e; 5e 23.43 CH, a 1,12-1,23 ddd 12,9;10;5,7 4;6;1 5a; 4e;4a; 6
e 1,10 m - 6; 1; 14, 5a;4a 5a; 4e; 4a b 1,88 Brdt  3,9;1,2 4,6;4;3;1 5e; 7; 4e
44,19 CH 1,15 m - 7,14 51,7 14;7; 5a 39,42 CH 1,78 Brm - 14;1;5;7 7;1; 5a; 5e
40,51 CH 1,45 m - 8;6 9;7,14 14; 8; 6; 33,26 CH 1,55 dd 10,0;12,14 6;5;14;1;8;9 6;,7;8
76,95 CH 4,47 dd 10,2;9,4 14;7;10;9;16 9;7 14; 7, 10; 6; 75,43 CH 47 Brs - 14;6; 7;10;9; 16; 7 79
76,81 CH 4,02 dd 9,5;8,9 7:8;10; 11 8; 10 13;12; 1 74,12 CH 4.6 Brd 43 7:1;8;10;12; 13; 11; 6; 8; 10
123,16 CH 5,01-5,05 dm 8,9;15 12;13;9 9 12;13; 8 119,2 CH 5,55 qd 1,73;5,2 9;12;13 12;13
13829 C - - - - - - 139,09 C - - - - -
26,53 CH; 1,64 Brm - 10; 9; 11; 13 - 8;10;9 26,13 CHj; 1,73-1,76 Brd 4,3 13;9;10; 11 -
18,91 CH; 1,64 Brm - 10; 9; 11; 12 - 8;10;9 18,47 CH; 1,73-1,76 Brd 4,3 12;9;10; 11 -
14,37 CH; 0,82-0,86 d 6,5 6;7;8 7 7; 5a; 6; 8; 4e 14,23 CH, 0,91-093 d 7,0 6;7;8; 7
23,24 CHj; 1,59 Brd 5,2 2,34 - 2; 4a 22,92 CH,4 1,65 S - 4;2;3 -
170,74 C - - - - - - 170,02 C - - - - -
21,03 CH;, 1,92 s - 1;8 - - 21,23  CHjg 2,12 S - 16 -
OH 2,36 s - - - -
OH 4,23 s - - - -

: (broad) pic étendu; m: multiplet; a: axial; e: équatorial
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Selon toute probabilité, nous décrivons pour la premiére fois les structures et les
données spectrales de ces deux molécules. Le 8-acétoxybisabolene 1,9-diol Se230 et I’oxyde
d‘acétoxybisaboléene Se232, sont deux composés nouveaux, cependant, bien que moins
fréquents que les dérivés eudesmanes, erémophilane ou benzofurane, la présence de dérives

du bisaboléne ne semble pas rare au sein du genre Senecio (Yang et al., 2011).

111.2.2 Variabilité chimique des huiles essentielles de Limbarda crithmoides2

L’analyse CPG-DIF et CPG/SM de I’huile essenticlle « collective » de Limbarda
crithmoides a permis I’identification de 65 composés représentant 97,0 % du mélange
(Tableau 111.5) ; nous dénombrons 37 monoterpénes (89,2 %), 20 sesquiterpenes (4,7 %), 3
diterpenes (2,4 %) et 5 constituants non terpéniques (0,7 %). Parmi eux, 58 constituants ont
été identifiés par comparaison avec les standards (spectre de masse et indices de rétention) de
la bibliotheque « Arémes » et cing autres composes ont été proposés par les bibliothéques
commerciales (Konig et al., 2001; Adams, 2009). Enfin, la structure des deux molécules L25
et L38 a été élucidée par RMN (cf. partie 111.2.1).

Les composés majoritaires (> 3 %) de I’huile essentielle sont le p-cymene L8 (28,3 %), le
3-méthoxy-p-cyménene L25 (16,3 %), le 2,5-diméthoxy-p-cyménene L38 (16,2 %), I’oxyde
de thymyle et de méthyle L21 (6,8 %), I’a-pinene L1 (4,2 %) et I’a-phellandréne L6 (3,7 %).
Au total, ce sont 44 composés apparaissant en gras dans le Tableau 111.4 qui sont décrits pour

la premiére fois en tant que constituants de 1’huile essentielle de L. crithmoides.

Les deux dérivés du p-cyménéne constituent la principale originalité de 1’huile essentielle
de L. crithmoides de Corse par rapport a celles d’autres origines géographiques. La présence
majoritaire du p-cyméne L8 (28,3%) et la teneur en a-phellandréne L6 (3,7%) rapprochent
I’huile essentielle de Corse des échantillons d’origines maltaise, espagnole et tunisienne
tandis qu’elles I’¢loignent de I’huile essentielle de Gréce. La teneur en oxyde de thymyle et de
méthyle L21 (6,8%), I’absence de cuméne et la présence de limonéne (0,2%) en font une

proche voisine des huiles essentielles des parties aériennes de Tunisie.

2 S. Andreani, M. C. Decian, J. Paolini,, J. Costa, A. Muselli, 2013. Chemistry and biodiversity. 10. 2061.
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Table I11. 5. Composition des huiles essentielles de Limbarda crithmoides de Corse

No*  Composés® Irlitt® Ira® Irp*  Rff Parties aériennes (51-S25)" identification'
ce Min Max Moy+o

L1 a-pinéne 936 932 1022 1,01 4,2 0,2 13,4 7,3£4,93 Ir,SM
L2 camphéne 950 944 1064 1,01 0,2 0,1 3,7 1,0+1,09 Ir,SM
L3 sabinéne 973 965 1118 1,01 0,3 0,1 0,4 0,2+0,09 Ir,SM
L4 S-pinéne 978 971 1108 1,01 0,9 0,1 0,9 0,2+0,08 Ir,SM
L5 myrcene 987 981 1156 1,01 11 0,1 1,1 0,1+0,06 Ir,SM
L6 a-phellandréne 1002 1001 1161 1,01 3,7 0,9 11,9 6,3+3,52 Ir,SM
L7 a-terpinéne 1013 1010 1178 1,01 0,3 - 0,9 0,2+0,33 Ir,SM
L8 p-cymene 1023 1015 1264 1,01 28,3 15,1 34,6 23,5+7,43 Ir,SM
L9 limonéne 1025 1022 1195 1,01 0,2 0,2 0,8 0,4+0,20 Ir,SM
L10 (E)-p-ocimene 1041 1040 1250 1,01 0,3 0,1 0,4 0,2+0,10 Ir,SM
L11  p-cyménéne 1075 1076 1453 1,01 0,1 0,1 0,7 0,3+0,21 Ir,SM
L12  terpinoléne 1082 1078 1275 1,01 0,3 0,1 0,3 0,2+0,08 Ir,SM
L13  nonanal 1083 1083 1394 1,40 0,1 - 0,3 0,1+0,08 Ir,SM
L14  (E)-4,8-dimethylnona-1,3,7-triéne 1103 1103 1345 1,00 0,1 0,1 0,5 0,2+0,11 Ir,SM, Ref
L15  p-mentha-1,3,8-triene 1123 1119 1433 1,01 0,1 - 0,2 0,1+0,04 Ir,SM
L16  trans-p-mentha-2,8-diéne 1125 1123 1523 1,01 0,3 - 0,3 0,1+0,07 Ir,SM
L17  p-cymeén-8-ol 1161 1161 1836 1,34 0,3 0,1 0,3 0,1+0,04 Ir,SM
L18  a-terpinéol 1175 1174 1700 1,34 0,1 tr 0,2 0,1+0,02 Ir,SM
L19  8,9-dihydrothymol 1190 1190 1523 1,34 0,3 0,1 0,5 0,3+0,11 Ir,SM
L20 trans-pipéritol 1193 1193 1601 1,34 0,2 - 0,5 0,2+0,13 Ir,SM
L21  oxyde de thymyle et de méthyle 1215 1219 1581 1,24 6,8 1,3 14,9 8,314,22 Ir,SM
L22  carvotanacétone 1220 1220 1634 1,31 0,3 - 0,3 0,1+0,09 Ir,SM
L23 acétate de 2- nonényle 1220 1222 1462 1,55 0,1 - 0,1 0,0+0,03 Ir,SM
L24  pipéritone 1228 1226 1735 1,31 0,1 - 0,1 0,0+0,03 Ir,SM
L25  3-méthoxy-p-cyménéne - 1232 1663 1,24 16,3 11,8 28,5 22,1+4,56 Ir,SM, RMN
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Table I11. 5. suite

No?

L26
L27
L28
L29
L30
L31
L32
L33
L34
L35
L36
L37
L38
L39
L40
L41
L42
L43
L44
L45
L46
L47
L48
L49
L50

Composés”

thymol

acétate de bornyle
acétate de lavandulyle
carvacrol
(E,E)-2,4-décadienal
silphin-1- éne
(E)-p-damascénone
modephéne
a-isocoméne
B-isocoméne
2,5-diméthoxycymene
(E)-p-caryophylléne
2,5-diméthoxy-p-cyménene
géranyl acétone
a-humuléne
isobutyrate de 8,9-déhydrothymyle
y-muuroléne
germacréne-D
tridécan-2-one
p-sélinéne
bicyclogermacréne
a-muuroléne
(E,E)-a-farnésene
y-cadinéne
iso-shyobunone

Irlitt®

1267
1270
1275
1278
1290
1350
1360
1383
1389
1411
1399
1421
1430
1455
1458
1474
1479
1480
1486
1494
1496
1498
1507
1515

Ira

1265
1269
1274
1275
1292
1348
1362
1378
1386
1404
1401
1416
1420
1428
1448
1458
1470
1475
1477
1480
1492
1496
1499
1505
1511

Irp

2192
1575
1601
2225
1831
1474
1792
1522
1545
1580
1850
1596
1942
1851
1670
1922
1942
1708
1815
1712
1710
1720
1752
1755
1900

Rff

1,34
1,55
1,55
1,34
1,4
1,00
1,31
1,00
1,00
1,00
1,24
1,00
1,24
1,31
1,00
1,55
1,00
1,00
1,31
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,31

(o
0,3
0,3
0,1
0,3
0,1
0,1
0,2
04
0,6
0,2
1,2
05
16,2
0,2
0,1
0,1
0,1
0,2
0,3
0,1
0,3
0,1
tr
0,2
0,2

Parties aériennes (S1-S25)"

Min
tr
0,1
0,1

0,1
0,1
0,16
0,1
0,5
0,1
59
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1

Max

0,3
1,3
0,5
0,4
0,2
0,3
0,3
11
0,6
0,3
5,2
0,5
16,4
0,3
0,2
0,1
0,2
0,3
0,3
0,1
0,7
0,1
0,2
0,2
0,2

Moyto
0,2+0,07
0,440,31
0,2+0,10
0,1+0,10
0,1+0,07
0,1+0,04
0,1+0,04
0,4+0,23
0,1+0,09
0,240,10
2,1+1,25
0,1+0,02

10,5+3,53
0,2+0,07
0,1+0,02
0,1+0,00
0,2+0,05
0,240,08
0,1+0,07
0,1+0,05
0,2+0,25
0,1+0,05
0,1+0,07
0,1+0,07
0,0+0,09

Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM

Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM

identification'

Ir,SM, RMN
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Table I11. 5. suite

No*  Composés® Irlitt®  1ra®  Irp®  Rf' Parties aériennes (51-S25)"
c? Min Max Moy+to

L51 oJ-cadinéne 1507 1513 1761 1,00 0,1 - 14 0,2+0,29
L52 (E)-nérolidol 1553 1546 2040 1,34 0,2 - 0,2 0,0£0,05
L53 2-méthylbutyrate de 8,9-dihydrothymyle 1548 1551 1910 1,55 2,5 0,1 31 1,6+0,75
L54 2-méthylbutyrate de thymyle 1554 1553 2170 1,55 19 0,6 52 2,4+0,93
L55 isovalérate de thymyle 1556 1556 2143 1,55 0,5 0,1 1,1 0,4+0,27
L56 isovalérate de carvacryle 1590 1588 2175 1,55 0,2 tr 0,2 0,1+0,00
L57 cis-alcool artenuic 1597 1590 1968 134 03 0,1 0,3 0,1+0,06
L58 trans-alcool artenuic 1613 1596 1976 134 0.2 0.1 03 0,1+0,06
L59 z-cadinol 1633 1630 2170 1,34 0,5 0,1 0,6 0,4+0,13
L60 z-muurolol 1633 1634 2143 1,34 0,3 0,1 1,0 0,5+0,31
L61 tiglate de thymyle 1640 1640 2175 1,55 0,3 - 0,8 0,240,23
L62 7-méthylbutyrate-3-méthoxycymene 1775 1775 2340 1,55 0,2 tr 0,2 0,1+0,04
L63  pimara-8(14),15-diéne 1955 1958 2046 1,00 0,4 - 0,9 0,3+0,27
L64  oxyde de manoyle 2004 2007 2351 1,24 0,2 - 1,0 0,2+0,24
L65  (Z)-abiénol 2146 2151 2509 1,34 1,8 0,3 1,8 0,9+0,46

% d’identification 97,0 90,0 99,3 94,6+2,54

Rdt % (m/ms) - 0,42 0,5 0,4+0,02
Familles de composés
Composés hydrocarbonés 43,8 33,6 64,9 44,2+8,74
Composés oxygenés 53,2 31,3 62,0 51,0+7,86
Monoterpenes hydrocarbonés 40,3 31,7 62,4 42,3+8,83
Sesquiterpénes hydrocarbonés 3,0 1,1 2,8 1,940,55
Diterpénes hydrocarbonés 0,4 - 0,9 0,240,27
Monoterpénes oxygénés 48,9 27,2 58,7 48,0+7,95

identification'

Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM,Ref
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM, Ref
Ir,SM, Ref
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM
Ir,SM,Ref
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Table I11. 5. suite

Parties aériennes (51-S25)"

(03 Min Max Moy+o
Familles de composés
Sesquiterpénes oxygénés 1,7 0,6 1,6 1,1+0,34
Diterpénes oxygénés 2,0 0,5 2,0 1,2+0,53
Autres composés hydrocarbonés 0,1 0,1 0,5 0,2+0,11
Autres composés oxygénés 0,6 - 0,8 0,2+0,18
Fonctions chimiques
Composés aromatiques 75,8 55,6 88,0 72,4+£11,02
Composés non aromatiques 21,2 8,7 36,4 22,3+10,14
Oxydes 40,9 29,8 50,4 42,416,48
Cétones 1,3 0,1 0,7 0,4+0,18
Aldéhydes 0,2 - 0,3 0,1+0,12
Alcools 4,8 2,0 4,3 2,9+0,57
Esters 6,0 2,6 7,8 5,2+1,75

#L'ordre d'élution est donné sur colonne apolaire (Rtx-1)

b Les composés en gras sont décrits pour la premiére fois dans I'huile essentielle de L. crithmoides
® Indices de rétention issus de la littérature donnés sur colonne apolaire d'aprés (Konig et al. 2001)
a I'exeption des composés (L57; L58)(Adams 2009)

¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

"Facteurs de réponse, pour le détail du calcul voir partie expérimentale section 9

9 Huiles collectives de L. crithmoides

" Echantillons des huiles essentielles des parties aériennes de L. crithmoides. tr: % inférieur  0,1%
"I, indice de rétention; SM, Spectrométrie de masse en impact électronique

RMN: spectre RMN du 13C et 1H; Ref., composeés identifiés a partir de la littérature

(Konig et al., 2001): (14, 53, 65), (Adams, 2009): (57, 58)
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L’analyse des 25 huiles essentielles de L. crithmoides - obtenues a partir de plants
représentatifs de la distribution de 1’espéce sur le territoire - indique une variabilité chimique
importante au niveau quantitatif. A titre d’exemple, les teneurs en p-cymeéne et en 2,5-
diméthoxy-p-cyménene varient de 15,1 a 34,6% et de 5,9 a 7,4%, respectivement (Tableau
1. 6).

Afin de classer les échantillons sur la base des compositions chimiques, nous avons
réalisé, une analyse en composante principale (ACP, Figure 1l11.4a) et une classification
ascendante hiérarchique (CAH, Figure I11.4b). Pour cela, nous avons selectionné comme
variables les teneurs des six constituants principaux : a-pinene L1, a-phellandréne L6, p-
cyméne L8, oxyde de thymyle et de méthyle L21, 3-méthoxy-p-cyménéne L25 et 2,5-
diméthoxy-p-cyménene L38. Les deux axes (F1 et F2) de I’ACP permettent d’expliquer
82,5% de la variabilité totale (55,80 et 26,70%, respectivement). Les valeurs positives de
I’axe F1 sont corrélées avec deux monoterpénes hydrocarbonés (a-pinéne L1 et a-
phellandréne L6) et I’oxyde de thymyle et de méthyle L21 ; alors que les valeurs négatives
sont associées au p-cymeéne L8 et a ces deux dérivés oxygénés (3-méthoxy-p-cyménene L25
et 2,5-diméthoxy-p-cymeénéne L38). L’axe F2 est corrélé positivement avec 1’a-pinene L1 et
I’a-phéllandréne L6, le p-cyméne L8, le 2,5-diméthoxy-p-cyménéne L38, et négativement
avec le 3-méthoxy-p-cyménéne L25 et ’oxyde de thymyle et de méthyle L21.

Les structures générales de I’ACP (Figure I11.4a) et du dendrogramme (Figure 111.4b)

permettent de différencier les 25 échantillons en deux groupes principaux :

- le groupe noté Lcl compte 17 échantillons (S1-S17) d’huiles essentielles. Ces derniéres
se caractérisent notamment par des teneurs élevées en a-pinene L1 et a-phéllandréne L6 (6,3-
13,4% et 5,3-11,9%, respectivement) par rapport a celles observées dans les 8 autres
échantillons (groupe Lcll: 0,2-1,3 et 0,9-3,6%, respectivement). Ce premier groupe se
différencie également du second par des concentrations en oxyde de thymyle et de méthyle
plus importantes L21 (4,2-14,9% et 3,4-6,5%,respectivement) ;

- le groupe Lcll (8 échantillons : S18-S25) se démarque par des pourcentages plus éleveés
en para-cymene L8 (30,4-34,6% et 15,1-27,3%, respectivement) et en 3-méthoxy-p-
cyménéne L25 (22,8-28,5% et 11,8-25,3%, respectivement).
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Figure 111.4 : Analyses statistiques des différents échantillons d’huiles essentielles de L.
crithmoides a) analyse en composantes principales(ACP) ; b) dendrogramme (CHA)
S1-S25 : Lieux de récolte cf Annexel2 ; Composés discriminants : a-pineéne L1, a-phellandréne
L6, p-cymene L8, oxyde de thymyle et de méthyle L21, 3-méthoxy-p-cyménene L25 et 2,5-diméthoxy-

p-cymenene L38
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Tableau. 111.6. Salinité et pourcentages des composés discriminants des huiles essentielles de L. crithmoides

! Zone 1a (S1-S9) _! I (S18-S25) I

I Min Max Moyts , | Min Max Moyts | : Min Max Moy+o I

Salinités® 11 10,9 12,3 11,8405 | I 133 15,5 142¢07 111 244 33,9 21,894 |
LT | 63 103 8014l || 111 34 126208 1| 02 13 08204 |

% L6 | 5,3 8,6 6,8+150 | | 7.4 11,9 10,1+16 |1 | 09 3,6 2,1+1,00 |
g L8 : 15,1 20,2 16,8+1,80 : 16,3 27,3 21,5+4,2 :H 30,4 34,6 33+1,50 :
£ La ;121 14,9 134+0,90 | | 42 9,2 6,40+1,60 || | 34 6,5 504140 |
S L g 213 25,3 2354150 | | 118 21,3 16,7+3,60 | | 22,8 28,5 26,0+1,90 |
L38 I 7,3 9,2 8506 |1 59 164 __1_0,2){1,30_” L 8,6 16,3 13,413,10_}

%Ca Il 658 74,7 705+29 | | 556 68,2 615+465 11 1 81,3 88,0 84,7+2,61 |
%wnca ' 217 259  237+#181 ! ! 290 682  329+274!l1 g7 137  10,8+1,64 !

a: Salinités mesurées de I'eau au sein des lieux d'échantillonnage (éq NaCl en ppt), (Moyennes et écart types obtenus sur la base de 3 éssais)
(Moyennes et écart types obtenus sur la base de 3 éssais)

b: Composés discriminants les groupes statistiques; %Ca: Composés aromatiques; %nCa: Composés non aromatiques

Dénomination en accord avec le Tableau 111.5: L1: «-pinéne; L6: o -phellandréne; L8: p -cyméne; L21: oxyde de thymyle et de méthyle
L25: 3-méthoxy-p- cyménéne; L38: 2,5-diméthoxy-p -cyménene

Suite a la campagne d’échantillonnage, 1’examen phénologique des spécimens de L.
crithmoides récoltés a permis de distinguer deux types d’individus : les plants des zones
humides du Nord de la Corse (zone 1) sont de taille supérieure a ceux des zones humides du
Sud (Zone Il). La salinité etant un facteur environnemental pouvant affecter de facon
significative la biomasse totale des végétaux supérieurs (Baatour et al., 2010) et au vu du
caractére halophile de 1’espéce étudiée, nous avons choisi de mesurer la salinité des habitats
(étangs et/ou mares) dans lesquels les spécimens végétaux ont été prélevés. L’objectif
principal est d’identifier ’influence de ce paramétre sur la variabilité chimique des huiles

essentielles.

Ainsi deux zones principales ont été différenciées (Figure I11.5) :

- une zone réunissant les zones humides du Nord (Zone 1) ouvertes vers la mer Ligure au
Nord-Ouest (Zone 1a) et vers la mer Tyrrhénienne au Nord-Est (Zone 1b) et qui présente
des salinités variant de 10,9+0,2 & 15,5+0,1 ppt de NaCl;

- une zone regoupant les zones humides du Sud de la Corse (Zone Il) ayant des taux de
NaCl compris entre 22,9+0,1 et 33,9+0,2 ppt.

Nous pouvons faire, ainsi, I’hypothése que la salinité favorise la biosynthese des
composés aromatiques (para-cymene et ses derives) puisque ces derniers représentent 81,3-88
% dans les huit échantillons du groupe Lcll, préleves dans les zones Sud (Zone Il, les plus
salines) ; contre seulement 55,6-74,7% dans les 17 échantillons (groupe Lcl) provenant du
Nord de la Corse,(Zone I, zones moins salines) (Tableau 111.6). De plus, dans les zones

moins salines nous rapportons des taux en oxyde de thymyle et de méthyle L21 plus élevés.
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Ce taux diminue avec 1’augmentation de la salinité qui favorise la teneur en 2,5-diméthoxy-p-

cyménene L38.

r
1 :
Z la:
I Salinité de I’eau ~one a,
: 10.9-15 5 opt Salinité de I’eau
L _(109-155ppy__ (10,9-12,3 ppt)
Zone Ib;

Salinité de I’eau
(13,3-15,5ppt)

Figure 111.5: Répartition géographique des huiles essentielles et de la salinité des eaux des zones de
prélevements de Limbarda crithmoides de Corse.
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111.2.3 Compositions chimiques des huiles essentielles du genre Senecio
111.2.3.1 Etude de la variabilité chimique intraspécifique

Comme nous I’avons signalé dans la partie bibliographie, la classification taxonomique et
phylogénétique du genre Senecio reste encore aujourd’hui controversée selon les auteurs
(Jeanmonod et al., 2004 ; Pelser et al., 2002 ; Tutin et al., 1976). Ainsi, dans cette partie, nous
nous proposons d’utiliser les constituants volatils comme marqueurs pour la différenciation
des espéces poussant a 1’état spontanée en Corse. Une approche chimiotaxonomique basée sur
la composition chimique des huiles essentielles a donc été menée sur huit des dix espéces de
Senecio répertoriées en Corse : S. cineraria (Sc), S. angulatus (Sa), S. ineaquidens (Si), S.
serpentinicola (Ssp), S. transiens (St), S. aquaticus (Sae), S. vulgaris (Sv) et S. lividus (SI).

Les différentes campagnes de prélévements ont permis d’obtenir 180 huiles essentielles a
partir des huit taxons récoltés dans diverses localités représentatives de la répartition des
espéces sur le territoire (Tableau 111.7). L’analyse préliminaire de tous ces échantillons a

permis de constituer onze huiles essentielles « collectives » :

- quatre huiles essentielles distinctes pour Senecio transiens, en raison de la forte

variabilité chimique entre les 30 échantillons obtenus ;

- une pour chacune des sept autres espéces précitées, du fait de I’observation de

compositions homogeénes entre les échantillons d’une méme espéce.

Le nombre d’échantillons analysés par espece, le nombre de composés identifiés et le
pourcentage d’élucidation de chaque huile essentielle collective sont présentés dans le

tableau I11.7.

Tableau I11.7. Composés identifiés et pourcentages d’identification des huiles essentielles collectives des Senecio
de Corse

Huiles essentielles collectives

Especes étudiées™ Sc Sa Si Sv Sl Sae Ssp Sta Stb  Stc Std
nb d'échantillons 40 35 2 30 25 6 12 12 3 6 9
nb de composés identifiés 114 62 61 54 64 53 42 63 63 60 49
% d’identification 929 942 988 952 999 91,7 979 943 91,7 93,9 96,9

*; Sc: Senecio cineraria ; Sa: Senecio angulatus ; Si: Senecio inaequidens ; Sv: Senecio vulgaris ; SI: Senecio
lividus ; Sae: Senecio aquaticus ; Ssp: Senecio serpentinicola; St (a,b,c,d): Senecio transiens
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A notre connaissance, nous décrivons dans ce mémoire pour la premiére fois les
compositions chimiques des huiles essentielles de S. angulatus (Annexell), S. aquaticus
(Annexe 8), S. cineraria (Annexe 9), S. inaequidens (Annexe 8), S. lividus (Annexe 7), S.
serpentinocola (Annexe 8) et S. transiens (Annexe 9). Les compositions chimiques détaillées
des huiles essentielles (Tableau 111.8) ont été obtenues aprés analyse par CPG-FID et CPG-
SM des onze échantillons « collectifs » et des fractions correspondantes. Parmi les 251
constituants répertoriés, 247 ont été identifiés par comparaison avec les données de référence
du laboratoire ou celles des bibliothéques commerciales. L’¢élucidation structurale des quatre
autres constituants (Se227, Se230, Se232 et Se242) par RMN est décrite dans la partie
précédente (cf. partie 2.1).

A T’exception de S. transiens, les huiles essentielles des sept autres espéces de Senecio
sont dominées par les composés hydrocarbonés. Ces derniers représentent plus de 50 % de la
composition chimique de S. cineraria, S. angulatus, S. aquaticus, S. lividus, S. vulgaris, S.
inaequidens et S. serpentinicola. Les huiles essentielles de S. transiens (notées Sta-d) se

caractérisent par des taux en composés oxygénés relativement éleveés (36,3-57,2%).

En outre, nous pouvons distinguer d’une part, les espéces de S. lividus, S. inaequidens et
S. serpentinicola dont les huiles essentielles sont dominées par des monoterpéenes
hydrocarbones (p-cymeéne Sel5, a-phellandréne Sel3) et, d’autre part, celles de S. vulgaris et
S. angulatus, riches en sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygénés (a-humuléne Sel40 et
viridiflorol Se190, respectivement) et enfin, les taxons dont les huiles essentielles sont riches
en composés non terpeniques avec : S. aquaticus erraticus dont I’huile essentielle est dominée
par des composés linéaires hydrocarbonés tels que le nonéne Se3 et I’'undécéne Se28 ; S.
cineraria riche en esters linéaires oxygénés et ; S. transiens riche en composes phénoliques

(euparine Se231 et 3-(isopent-2-ényl)-4-méthoxyacétophénone Se227).
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Tableau I11.8. Compositions chimiques des huiles essentielles collectives du genre Senecio
Huiles essentielles collectives'

N©2
Sel
Se2
Se3
Se4d
Se5
Se6
Se7
Se8
Se9
Sel0
Sell
Sel2
Sel3
Seld
Sel5
Sel6
Sel7
Sel8
Sel9
Se20
Se2l
Se22
Se23
Se24
Se25

Espéces étudiées®
Composés identifiés
hepténe

octéne

nonéne
o-thujéne
a-pinéne
camphéne
yomogi alcool
sabinéne
S-pinéne
2-pentyl furane
myrcene
décene
a-phellandréne
o-terpinéne
p-cymeéne
limonene
p-phellandréne
(2)-p-ociméne
(E)-p-ociméne
acetophénone
y-terpinéne
p-cyménéne
p-crésol
fenchone
nonana

Irlitt®
680
788
837
932
936
950
973
973
978
981
987
993
1006
1013
1015
1025
1023
1028
1041
1044
1051
1062
1062
1069
1076

Ira
686
770
842
924
931
943
964
967
973
978
982
987
1000
1011
1014
1021
1024
1030
1038
1042
1051
1051
1054
1073
1081

Irp®

721

805

932
1023
1057
1071
1120
1120
1110
1231
1159
1032
1164
1177
1012
1199
1208
1235
1247
1607
1248
2008
2008
1406
1377

Sc Sa Si Sv Sl Sae Ssp Sta Stb Stc  Std
- - 0,3 - - 0,2 - - - - -
0,1 - 0,7 - 0,1 - 01 01 01 tr 01
8,3 2,6 16 04 73 166 62 16 29 02 79
- - 1,3 - - - 02 01 tr 01 -
64 134 125 13 23 3,2 04 07 95 14 139
0,1 6,2 - - - - - - - - -
- - - - 0,1 - - - - - -
- - 32 03 o041 0,3 03 17 01 01 03
01 140 32 1.2 - 0,1 13 15 01 01 01

- - - - - 0,1 - - - -
0,1 35 214 12 14 01 112 02 87 03 143
0,1 - - - 0,1 2,3 - - - - -
0,1 - 1,0 - 130 01 21 12 21 12 05
- - 1,1 - - - - - - - -
0,1 0,2 09 02 239 01 393 37 71 56 18
1,3 113 81 13 85 - 19 7,7 05 12 07
- - - 0,3 - - 03 05 02 01 08
0,1 - 176 - 0,2 8,2 02 34 07 01 07
12,7 - 42 04 05 0,7 02 12 02 03 03
0,1 - - - - - - - - - -
- - 0,8 - - - 02 01 01 01 -
- - - - 0,4 - - - - - -
- - - 01 01 - - - - - -
- - 0,1 - - - - - - - -
0,3 - - - - - - - - - -

identification®

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau I11.8. Suite

N©2
Se26
Se27
Se28
Se29
Se30
Se31
Se32
Se33
Se34
Se35
Se36
Se37
Se38
Se39
Sed0
Se4l
Sed2
Se43
Sed4
Se45
Sed6
Se47
Se48
Se49
Se50

Espéces étudiées®
Composés identifiés
terpinoléne

linalol

undéceéne

S-thujone

a-campholénal

(2)-oxyde d'ocimene
cis-p-menth-2-én-1-ol
trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol
a-campholénal
cis-p-mentha-2,8-dién-1-ol
camphre

cis-verbénol
(2)-limonéne-1,2-époxide
(E)-limonene-1,2-époxide
trans-pinocarvéol
allo-ociméne
trans-verbénol

lyratol

albéne

4-methyl acétophénone
cryptone

p-cymeén-8-ol
terpinen-4-ol

myrténa
trans-p-mentha-1,(7),8-diéne-2-ol

Irlitt®
1082
1086
1086
1103
1105
1115
1108
1113
1105
1125
1125
1123
1126
1130
1126
1126
1136
1152
1154
1157
1160
1164
1164
1172
1176

Ira
1083
1084
1088
1100
1105
1107
1107
1109
1110
1116
1117
1118
1119
1122
1123
1124
1128
1145
1151
1153
1156
1162
1163
1169
1171

Irp
1279
1551
1141
1425
1481
1498
1642
1617
1486
1667
1657
1517
1450
1450
1650
1375
1680
1791
1302
1747
1671
1833
1600
1630
1784

Huiles essentielles collectives’

Sc Sa Si Sv SI  Sae Ssp Sta Stb Stc Std
- - 17 52 129 02 90 01 tr 01 0,7
- 07 - - - 01 04 01 01 01 03
0102 - - 03 139 - - - - -
- - 01 - - - - - - - -
- - 01 - - - - - - - -
- - 01 - - - - - - - -
- 02 - - - - 01 - - - -
- 02 - - 03 - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
- 02 - - 01 - - - - - -
- - - - 0,1 - - - - - -
- - - - 03 tr - - - - -
- - 04 - - - - - - - -
- - 01 - - - - - - - -
- 02 - - - tr - - - - -
- 06 06 - - 0,7 - tr - - -
- 02 - - - - 01 - - - -
- - 01 - - - - - - - -
32 - 02 - - - - - - - -
- - - tr 07 - - - - - -
- 01 - tr - - 04 tr - - -
- - - 01 43 - 14 03 01 01 -
- 21 05 tr - 01 06 01 .01 tr -
- 01 - - - 0,2 - - - - -
- - - - - - - 01 - - -

identification®

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM

84



Tableau I11.8. Suite

N©2
Se51
Se52
Seb3
Seb4
Seb5
Se56
Seb7
Se58
Seb9
Se60
Se61
Se62
Se63
Seb4
Se65
Se66
Se67
Se68
Se69
Se70
Se71
Se72
Se73
Se74
Se75

Espéces étudiées®
Composés identifiés
o-terpinéol

oxyde de S-pinéne
butanoate d'hexyle
myrténol
verbénone
a-campholénol
décanal

acetate d'octyle
trans-carvéol
cis-carveol
trans-pipéritol
carvone

(E)-oxyde de pipériténone

dodécene
néral

oxyde de thymyle et de méthyle
cis-2-méthylbutyrate de hex-3-ényle
2-méthylbutanoate d'hexyle

isovalérate d'hexyle

2,4-diméthoxy-acétophénone
hexanoate de 3-méthylbutyle

thymol

hexanoate de 2-méthylbutyle

(E)-2-décénal
cis-myrtanol

Irlitt®
1176
1176
1176
1177
1183
1185
1180
1188
1200
1210
1210
1214
1214
1215
1215
1215
1220
1220
1228
1230
1235
1235
1235
1240
1238

Ira
1173
1175
1177
1179
1182
1183
1185
1189
1198
1208
1208
1215
1215
1216
1217
1218
1220
1222
1228
1231
1233
1233
1238
1238
1243

Irp
1700
1705
1402
1792
1710
1712
1502
1492
1832
1863
1869
1740
1752
1252
1679
1586
1458
1415
1445
1694
1458
1762
1461
1660
1856

Huiles essentielles collectives'

Sc Sa Si Sv SI Sae Ssp Sta Stb Stc Std
- 06 - tr 02 02 12 01 02 - 0.2
- - - - 08 - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
- - - - - 01 - - - - -
- 02 - - - - - - - - -
- - - - 03 - - - - - -
01 - 01 - - - - 01 02 tr 06
- - 01 - - - - - - - -
- - - tr - 01 - - - - -
- - - tr 02 - - - - - -
- - - - 04 - - - - - -
- 0201 - 13 - - - - - -
- - - - 02 - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
- - - 02 - - - - - - -
oL - - - - - 03 03 - - 03
01 - - - - - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
- - - - 02 - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
- - - - 03 - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
01 - - - - - - - - - -

identification®

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM,Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau I11.8. Suite

N©2
Se76
Se77
Se78
Se79
Se80
Se81
Se82
Se83
Se84
Se85
Se86
Se87
Se88
Se89
Se90
Se91
Se92
Se93
Se94
Se9s
Se96
Se97
Se98
Se99
Sel00

Espéces étudiées®
Composeés identifiés
carvacrol

acétate de bornyle
hexanoate de pentyle
hexanoate d'isopentyle
undécan-2-one

valérate d'hexyle

hexyl oxirane
trans-p-menth-2-ene-1,6-dio
undécanal

trans-acétate de pinocarvyle
iso-ascaridole

acetate de néryle
cis-tiglate de hex-3-ényle
géraniate de méthyle
acétate de myrtényle
(E)-acétate de carvyle
T-a-silphiperfol-5-éne
eugénol

(2)-acétate de carvyle
o-€élémeéne

acétate de néo-iso-dihydro carvyle

7-p-silphiperfol-5-éne
acétate de néryle
a-cubébéne
silphin-1-ene

Irlitt®
1267
1270
1272
1275
1273
1272
1275
1284
1290
1287
1295
1295
1305
1306
1313
1318
1329
1331
1345
1340
1340
1352
1342
1355
1350

Ira
1268
1271
1272
1274
1275
1276
1279
1287
1288
1288
1289
1295
1306
1307
1307
1309
1324
1332
1334
1338
1340
1345
1348
1350
1355

Irp
2192
1580
1493
1515
1592
1584
1594
2183
1603
1752
1846
1851
1642
1684
1682
1742
1435
2180
1874
1470
1524
1460
1724
1455
1476

Sc

Sa

Huiles essentielles collectives'
Sae Ssp Sta Stb Stc Std

Si

Sv

Sl

0,1
0,1
0,1
0,1

0,6
0,6
0,6

0,1

13

0,1

0,4

3,5
0,1

identification®

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau I11.8. Suite

N©2
Sel01
Sel02
Sel03
Sel04
Sel05
Sel06
Sel07
Sel08
Sel09
Sell0
Selll
Sell2
Sell3
Selld
Sell5
Sell6
Sell7
Sell8
Sell9
Sel20
Sel21
Sel22
Sel23
Sel24
Sel25

Espéces étudiées®
Composés identifiés

silphiperfol-4,7(14)-diéne

acétate de géranyle
(E)-p-damascénone
a-longipinene
a-ylangene

hexanoate de hex-2-ényle
hexanoate de hex-3-ényle

hexanoate d' hexyle
S-€lémene

méthyl eugénol
iso-italicéne
modéphene
o-copaene
S-bourbonéne
butyrate d'octyle
a-isocoméne
S-€lemene
S-cubébéne
dodécana
7,8-déhydro-a-ionone
sativene

acétate de décyle
cypéréne
2,5-diméthoxycymene
S-isocomene

Irlitt®
1358
1362
1363
1360
1362
1363
1364
1363
1376
1370
1382

1383
1379
1386
1372
1389
1389
1388

1389
1393
1394
1401
1402
1400
1411

Ira
1357
1360
1360
1360
1360
1363
1366
1371
1372
1373
1375
1376
1379
1382
1383
1385
1387
1387
1389
1394
1395
1404
1405
1407
1408

Irp
1644
1751
1791
1480
1760
1687
1681
1598
1480
2009
1465
1524
1490
1516
1618
1541
1589
1593
1712
1820
1529
1535
1530
1852
1571

Sc

Sa

Huiles essentielles collectives'

Si

Sv

S| Sae

Ssp Sta Stb

Stc

Std

0,1
0,1
0,1
0,1
14,3
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1

0,1
0,1

0,1

0,8

0,2
0,6

tr

0,1

0,1

0,4
0,4

identification®

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau I11.8. Suite

N©2
Sel26
Sel27
Sel28
Sel29
Sel30
Sel3l
Sel32
Sel33
Sel34
Sel35
Sel36
Sel37
Sel38
Sel39
Sel40
Sel4l
Sel42
Sel43
Seld4
Sel45
Sel46
Sel47
Sel48
Sel49
Sel50

Espéces étudiées®
Composés identifiés
italicéne

a-cédrene
butyrate de phényléthyle
iso-caryophylléne
S-ylangene
(E)-p-caryophyllene
a-santaléne
(E)-p-farnésene
S-copaéne

géranyle acétone
trans-a-bergamotene
a-himachaléne
aromadendréne
trans-muurola-3,5-diene
a-humulene
S-humuléne
déhydroaromadendrane
isovalérate de 2-phényléthyle
4,5-diépi-aristolochéne
p-ionone

y-curcumene
sélina-4,11-diéne
ar-curcumene

2, 6,10-triméthyldodécane
y-gurjunéne

Irlitt®
1408
1409
1418
1411
1420
1409
1421
1421
1430
1430
1434
1450
1443
1445
1455
1455
1457
1465
1467
1468
1473
1474
1475
1472
1472

Ira®

1408
1409
1409
1412
1415
1416
1417
1424
1425
1428
1432
1444
1444
1445
1449
1459
1460
1464
1466
1467
1469
1470
1471
1472
1472

e

Irp
1540
1571
1563
1759
1566
1572
1562
1588
1592
1851
1581
1638
1615
1624
1641
1673
1637
1983
1665
1936
1774
1766
1663
1653
1659

Huiles essentielles collectives'

Sc Sa Si Sv S| Sae Ssp Sta Stb Stc Std
- - - - - - - 02 08 01 -
01 - - - - - - - - - -
r - - - - - - -
- - - 0,2 - - - - - - -
- - - - - 24 - - - - -
37 31 13 56 04 05 04 02 - - 03
01 - - - - - - - - - -
- - - - 01 21 - - - - -
01 01 - - - - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
01 - - - - - - 30 05 03 038
01 - - - - - - - - - -
- tr - - - 02 - - - - -
- - - - - 01 - - - - -
24 05 25 573 07 03 01 - 01 - -
- 02 - _ - - _ _ - - -
01 - - - - - - - - - -
01 - - - - - - - - - -
06 - - - - - - - - - -
- - - - - - 03 04 03 03 04
- - 01 - - - - - 11 21 74
- - - - - - 24 - - - -
- - - 43 12 - - - 18 03 01
09 - - - - - - - - - -
- - - - - - - - 1,7 16 31

identification®

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau I11.8. Suite

Espéces étudiées®
N°? Composés identifiés
Sel51  p-chamigréne
Sel52  y-muuroléne
Sel53  germacréne-D
Sel54  trans-fS-bergamotene
Sel55  y-himachaléne
Sel56  y-humuléne
Sel57  p-sélinéne
Sel58  tridécan-2-one
Sel59  4-épi-cubébol
Sel60  4-épi-cis-déhydroagarofurane
Sel6l trans-muurola -4,(14),5-diene
Sel62  zingibéréne
Sel63  ledene
Sel64  valencéne
Sel65  bicyclogermacrene
Sel66  a-muuroléne
Sel67  a-(E,E)-farnésene
Sel68  p-bisaboléne
Sel69  y-cadinene
Sel70  cubébol
Sel71  p-sesquiphellandréne
Sel72  trans/cis-calaménéne
Sel73  silphiperfol-7-4-ol
Sel74  hexanoate de benzyle
Sel75  §-cadinéne

Irlitt®
1473
1474
1479
1479
1479
1483
1477
1486
1490
1490
1489
1489
1494
1494
1494
1496
1498
1500
1507
1514
1516
1517
1519
1518
1520

Ira
1473
1475
1476
1477
1479
1481
1483
1485
1487
1487
1488
1491
1492
1492
1495
1497
1499
1505
1507
1510
1515
1516
1517
1518
1521

Irp
1772
1681
1683
1710
1695
1702
1809
1712
1870
1718
1716
1719
1695
1717
1730
1720
1739
1720
1755
1930
1765
1820
1837
1847
1751

Huiles essentielles collectives'

Sc Sa Si Sv SI  Sae Ssp Sta Stb Stc Std
- - - - 12 - - - - - -
06 - 06 - - 0,4 - - - - -
112 55 01 13 32 223 29 - 26 07 05
- - - - 19 - - - - - -
- - 01 - - - - - - - -
- 01 - 04 - - - - - - -
01 03 01 02 - - 02 68 05 21 28
oL - - - - - - - - - -
- 04 - - - 0,1 - - - - -
- - 01 - - - - - - - -
- 04 - - - - - - - - -
- - - 02 - - tr 02 04 07 -
oL - - - - - - - - - -
- - - - - - 02 19 04 01 05
13 25 16 04 02 06 04 01 03 01 07
01 02 - tr - - - - - - -
- - - 02 - 35 02 - - - -
01 - 01 01 01 - 02 01 01 01 -
01 01 - - - 0,2 - - - - -
- 10 - - - 0,2 - - - - -
- - - - - - 01 02 03 01 0,3
02 01 - - - - - - - - -
oL - - - - - - - - - -
oL - - - - - - - - - -
01 17 01 06 01 09 03 03 03 01 0,3

identification®

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM

89



Tableau I11.8. Suite

N©2
Sel76
Sel77
Sel78
Sel79
Sel80
Sel81
Sel82
Sel83
Sel84
Sel85
Sel86
Sel87
Sel88
Sel89
Sel190
Sel91
Sel192
Sel93
Sel94
Sel95
Sel96
Sel97
Sel98
Sel99
Se200

Espéces étudiées®
Composés identifiés
pentadécene

kessane

a-élémol

valérate de lyratyle
a-calacoréne
cadina-1-4 diéne
a-cadinene
cis-benzoate de hex-3-ényle
germacrene-B

benzoate d'hexyle
(E)-nérolidol
spathulénol

oxyde de caryophyllene
1,5-époxysalvial-4(14)-éne
viridiflorol
oplopénone-B

apiole dill
silphiperfol-6-éne-5-one
guaiol

zingibérenol

acétate de dodécyle
copabornéol
époxyde d' humuléne Il
lédol

widdrol

Irlitt®
1523
1533
1531
1524
1527
1523
1527
1538
1543
1553
1558
1572
1568
1560
1582
1590
1590
1595
1592
1593
1596
1595
1595
1600
1602

Ira

1523
1523
1524
1524
1526
1526
1536
1540
1551
1553
1554
1563
1568
1575
1585
1586
1591
1595
1597
1598
1598
1599
1599
1601
1601

e

Irp
1614
1755
2061
1822
1896
1763
1742
2059
1816
2040
2034
2090
1946
1910
1907
2190
2357
2023
1913
2090
2103
2160
2092
2011
2035

Sc

Sa

Si

Huiles essentielles collectives’

Sv

Sl

Sae

Ssp Sta Stb Stc Std

0,1

0,1

0,1
0,1

0,1
0,1
1,3
2,4
0,2
0,1
0,1
0,1

0,1

2,4
0,1

0,1
0,3
0,3

0,1

0,1
0,1
0,2

0.2
0.3

0,2
0,2

- 02 03 02 -
- 02 03 01 02

- 01 03 09 02
- tr 03 02 01

- 01 07 05 01

identification®

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
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Tableau I11.8. Suite

N©2
Se201
Se202
Se203
Se204
Se205
Se206
Se207
Se208
Se209
Se210
Se211
Se212
Se213
Se214
Se215
Se216
Se217
Se218
Se219
Se220
Se221
Se222
Se223
Se224
Se225

Espéces étudiées®
Composés identifiés
1,10-diépi-cubénol
zingibérén-2-ol
7-épi-y-eudésmol
y-eudésmol
épi-cubénol
a-acorénol
z-muurolol

oxyde d'aromadendrene |1
hinésol

z-cadinol
S-eudesmol
a-cadinol
(2)-a-santalol
cadaléne
intermedéol
7-épi-a-eudésmol
a-eudésmol
a-sélin-11-én-4-ol
bulnésol
(2)-p-santalol
1-hexadécyne
a-bisabolol
eudésma-4(15),7-dién-1-4-ol
cryptomendione
mint-sulfide

Irlitt®
1615
1613
1616
1618
1623
1616
1633
1624
1632
1633
1641
1643
1643
1654
1647
1653
1653
1658
1659
1701
1665
1673
1673
1673
1725

Ira
1615
1616
1616
1618
1624
1622
1626
1619
1630
1636
1640
1641
1645
1646
1649
1651
1653
1659
1662
1695
1667
1672
1672
1675
1720

Irp
2035
2190
2095
2197
2059
2123
2152
1995
2201
2169
2235
2172
2231
2203
2215
2221
2220
2231
2204
2226
1846
2219
2218
2342
1841

Huiles essentielles collectives'

Sc Sa Si Sv SI Sae Ssp Sta Stb Stc Std
- 08 01 - - 04 - - - - -
- - - - - - - 05 04 02 -
- - - - - - - 01 01 08 04
- - - - - - - 04 01 02 12
- - - 02 - - - - - - -
01 - 01 - - - - 05 01 02 -
05 11 - 06 03 03 - - - - -
- - 01 - - - - - - - -
- - - - - - - 05 04 08 12
- 06 - - - 03 - 01 03 03 -
- - - - - - - 02 01 01 -
25 14 - - 03 - - - - - -
- - - - 01 - - - - - -
16 - - - - - - - : - -
24 - - - - - - - - ) -
- - - - - - - 03 01 01 03
- - - - - - - 01 01 01 09
- - - - - - - 04 03 06 03
01 - - - - - - - - ) -
- . oL L - 01 01 01 -
03 - - - - - - - - ) -
- - - 01 03 - - - - - -
- - - - 01 - - - - - -
- - - - 02 - - - - - -
- - - - 01 tr - - - - -

identification®

Ir, SM, Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM

Ir, SM, Ref
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM

Ir, SM, Ref
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Tableau I11.8. Suite
Huiles essentielles collectives’

Espéces étudiées” Sc Sa Si Sv Sl Sae Ssp Sta Stb  Stc Std identification®
Ne? Composés identifiés Iflitt  1ra®  Irp®
Se226  acide tétradécanoique 1748 1752 2564 - - - tr - - - - - - - Ir, SM
Sezp7  S-(isopent-2-eny)- . 1781 2508 - - - - - - - 505 258 - 32 Ir, SM, ref

4-méthoxy acétophénone
Se228  octadécane 1800 1800 1800 - - - tr - - - - - - - Ir, SM
Se229  6,10,14-triméthylpentadécan-2-one 1817 1829 2082 2,3 - - - 04 - - - - - - Ir, SM, Ref
Se230  8-acétoxybisabolén-1,9-diol - 1850 2365 - - - - - - - - 12,3 17,3 - Ir, SM, RMN, 2D
Se231  euparine 1858 1858 2740 - - - - - - - 07 05 239 243 Ir, SM
Se232  oxyde d‘acétoxybisaboléne - 1862 2412 - - - - - - - - 35 252 - Ir, SM, RMN, 2D
Se233  acide hexadécanoique 1951 1951 2870 0,1 - - 01 - - - 01 01 03 09 Ir, SM, ref
Se234  4,14-dinorcléroda-3-éne-16-al 1981 1981 2582 0,1 - - - - - - - Ir, SM
Se235  oxyde de manoyle 2007 2004 2347 0,1 - - - - - - - Ir, SM
Se236  géranyllinalol 2008 2010 2539 01 - - 35 01 - - 02 01 01 - Ir, SM
Se237  1-octadécanol 2008 2010 2545 - - - 01 - - - - - - Ir, SM
Se238  oxyde de 13-épi manoyle 2023 2015 2342 01 - - - - - - - - - - Ir, SM
Se239  15-nor-cléroda-3,13- diéne-16-al 2032 2032 2603 01 - - - - - - - - - - Ir, SM
Se240  a-kaurene 2040 2040 2385 - tr - - - - - - - - - Ir, SM
Se241  abiétatriéne 2046 2045 2534 - o01 - - - - - - - - - Ir, SM
Se242  cacalohastine 2055 2054 2761 - - 68 - - - - - - - - Ir, SM, Ref
Se243  cacalol 2070 2070 2712 - - 01 - - - - - - - - Ir, SM
Se246  (Z2)-phytol 2080 2083 2572 - - - 02 - - - - - - - Ir, SM
Se244  abiéta-7,13,triéne 2084 2085 2621 - O01 - - - - - - - - - Ir, SM
Se245  labda-7-14 dién-13-ol 2092 209 2637 01 - - - - - - - - - - Ir, SM
Se247  (E)-phytol 2098 2100 2730 01 - - 29 03 51 - 01 01 07 05 Ir, SM
Se248  tricosane 2300 2300 2300 0,1 - - - - - - - - - - Ir, SM
Se249  pentacosane 2500 2500 2500 0,1 - - - - 06 - - - - - Ir, SM
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Tableau I11.8. Suite

Huiles essentielles collectives’

Espéces étudiées® Sc Sa Si Sv Sl Sae Ssp Sta Stb Stc St
Ne? Composés identifiés Iflitt  Ira®  Irp®
Se250 hexacosane 2600 2600 2600 - - - 0,3 - - - - - - -
Se251 heptacosane 2700 2700 2700 0,1 - - - - - - - - - -

% d'identification 929 942 988 952 999 91,7 979 943 91,7 939 96,9
Familles de composés
Composés hydrocarbonés 59,2 695 876 858 822 819 924 371 435 196 606
Composés oxygenés 33,7 247 112 92 177 98 55 572 482 743 363
Monoterpénes hydrocarbonés 242 486 778 114 632 137 76,7 221 293 10,7 34,1
Sesquiterpénes hydrocarbonés 247 179 72 738 112 346 94 133 112 87 185
Diterpénes hydrocarbonés - 0,2 - - - - - - - - -
Composés non terpéniques hydrocarbonés 10,3 28 2,6 0,7 78 336 63 17 30 02 80
Monoterpenes oxygénés 05 56 25 05 134 24 44 14 10 05 16
Sesquiterpénes oxygénés 126 191 12 2,0 25 3,2 11 41 204 488 52
Diterpenes oxygénés 0,7 - - 6,6 0,4 51 - 0,3 02 08 05
Composés non terpéniques 0Xygenes 19,9 - 7,5 0,1 1,4 0,1 - 514 26,6 242 290
Total terpéniques 62,7 914 887 943 90,7 60,0 916 41,2 621 695 599
Total des non terpéniques 302 28 101 08 92 327 63 531 296 244 370

L'ordre d'élution est donné sur colonne apolaire (Rtx-1)

®Sc: S. cineraria; Sa: S. angulatus; Si: S. inaequidens; Sv: S. vulgaris; SI: S. lividus; Sae: S. aquaticus ;Ssp: S. serpentinicola; St (a-d): S. transiens
© Indices de rétention issus de la littérature donnés sur colonne apolaire d'aprés (Joulain et Kénig) et Adams (2009)

4 Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1
¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

"% normalisés donnés sur colonne apolaire, sauf pour les composés présentant les mémes Ir apolaires, % donnés sur colonnes polaires; tr: %< 0,1%
91r, indice de rétention; Sm, Spectrométrie de masse en impact électronique; RMN: spectre RMN du 13C et 1H; 2D: RMN bidimensionnelle;

Ref., composés identifiés a partir de la littérature: Konig et al., (2001):(Se31, Se58, Se 85,Se184, Se196, Se229, Se233);
Adams (2009): (Se189, Sel93, Se201,Se221, Se225) ; Morales et al. (1996) (Se227); Miyazawa et al. (2010) (Se242)

identification®

Ir, SM
Ir, SM
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La comparaison des huiles essentielles « collectives » permet de mettre en évidence une
variabilité chimique interspécifique tant au niveau qualitatif que quantitatif (Tableau 111.8).
En effet, seulement sept composés communs a tous les échantillons peuvent étre repérés ; il
s’agit du nonéne Se3, de I’a-pinéne Se5, du myrcene Sell, du p-cymene Sel5, du

bicyclogermacréne Sel65, du 6-cadinéne Sel75, et de 1I’oxyde de caryophylléne Sel88.

Afin de rechercher des corrélations chimiotaxonomiques au sein du genre Senecio, nous
avons soumis la matrice regroupant les compositions chimiques des 180 échantillons a une
analyse en composantes principales ACP. Les cing variables utilisées pour ce traitement
statistique sont les teneurs (% normalisés) en : monoterpenes hydrocarbonés (MH),
sesquiterpénes hydrocarbonés (SH) et oxygénés (SO), composés non terpéniques
hydrocarbonés (OH) et oxygénés (OO). La Figure I11.6 découlant de I’analyse par ACP

permet de différencier les especes en deux groupes :

- le premier groupe | inclut toutes les huiles essentielles dominées par des constituants
terpéniques a savoir S. vulgaris, S. lividus, S. serpentinicola, S. inaequidens et S.
angulatus. Au sein de ce groupe, nous distinguons des échantillons en fonction de leurs
taux respectifs en monoterpenes hydrocarbonés, sesquiterpénes hydrocarbonés et
sesquiterpénes oxygénés. Nous différencions ainsi S. vulgaris et S. angulatus caractérisés
respectivement par de forts pourcentages en sesquiterpénes hydrocarbonés (71,1+2,46%)
et oxygénés (21,8+4,15%), tandis que S. lividus, S. serpentinicola et S. inaequidens se
réunissent autour de leur forte teneur en monoterpénes hydrocarbonés (respectivement
71,6%4,11% ; 81,9+4,63% et 78,4+4,03%) Tableau I11.9.

- le second groupe Il associe les espéces possédant une forte proportion en molécules non
terpéniques. Ce groupe est composé des échantillons de S. cineraria, S. transiens et S.

aquaticus Tableau 111.9.

Il convient également de signaler que les échantillons de S. transiens sont les seuls a
présenter une répartition diffuse sur la Figure 111.6 ; ceux des autres espéces constituant des

entités compactes et bien individualisées pour chacun des taxons.
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Individuals factor map (PCA)
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Figure 111.6 : Analyse en composante principale effectuée sur l’ensemble des huiles
essentielles des especes du genre Senecio en Corse.

MH : monoterpenes hydrocarbonés ; SH : sesquiterpénes hydrocarbonés ; SO : sesquiterpénes
oxygénés ; OO : composés non terpéniques oxygénés ; OH : composés non terpéniques
hydrocarbonés ; Sa : S. angulatus ; Sae : S. aquaticus erraticus ; Sc : S. cineraria ; Si : S. ineaquidens ;
Sl : S. lividus ; Sv : S. vulgaris ; Ssp : S. serpentinicola; St : S. transiens ;

Familles de composés®
MH SH OH SO 00
Min Max Moy+s Min Max Moy+tc Min Max Moy+tc Min Max Moy+tc Min Max Moy+o
Senecio terrestres

Sa 359 51,2 435+4,29 153 318 21,7456 11 4,2 28+0,65 156 30,9 21,8+415 - - -
Si 755 81,2 78,4+403 70 81 76+0,78 12 22 17+0,71 09 11 10+014 53 94 7,4+290
Sl 653 788 71,6+4,11 51 138 9,0+262 42 115 94+162 04 54 18+#103 01 15 050,35
Ssp 758 90,8 81,9+463 33 138 81+3,78 09 76 47+177 03 09 064019 - - -
Sv 84 19,2 12,5+2,37 658 753 71,1+246 04 23 09+043 21 73 51+124 01 0,7 0,3%0,21

Espéces étudiées®

[Sae 11,0 14,0 12,4+1,21 30,3 357 33,9+2,00 34,3 385 358+163 14 25 19+037 01 04 0,2+0,10]
Isc 93 422 21.7#9,2 155 37,2 231+7.00 3,2 200 94+32 55 17,6 13.1#3.20 11,4 333 23.846,30!
:_St 09 584 33.1+135 56 28,1 13.8+5.1 - 85 32+260 05 41,3 105+14.1 156 64,9 34,0114.7:

a: Familles de composés étudiées: MH: Monoterpénes hydrocarbonés; SH: Sesquiterpénes hydrocarbonés;

OH: Composés hydrocarbonés non terpéniques; SO: Sesquiterpénes oxygénés; OO: Composés oxygénés non terpeniques
b: Espéces étudiées: Sa: Senecio angulatus ; Si: Senecio inaequidens ; Sl: Senecio lividus ; Ssp: Senecio serpentinicola ;
Sv: Senecio vulgaris ; Sae: Senecio aquaticus ; Sc: Senecio cineraria ; St: Senecio transiens

D’un point de vue taxonomique, il est necessaire de préciser qu’au sein du genre
Senecio ; les espéces angulatus, inaequidens, aquaticus et cineraria appartiennent a la section

Jacobea alors que les especes vulgaris et lividus se rassemblent dans la section Senecio
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(Pelser et al., 2002). S. transiens et S. serpentinicola seraient a rapprocher de la section
leucanthimifolius (Jeanmonod, 2001). La distribution en projection des espéces (Figure
111.6), montre que les échantillons de S. lividus et S. vulgaris ou encore S. serpentinicola et S.
transiens sont tres ¢loignés alors qu’ils sont taxonomiquement voisins. Force est de constater
que Dl’approche chimiotaxonomique issue des constituants des huiles essentielles est en
désaccord avec les classifications taxonomiques établies au sein du genre Senecio. Toutefois,
cette étude apporte quatre enseignements intéressants au regard de la complexité taxonomique

du genre Senecio :

1. lesindividus de S. lividus et S. vulgaris sont deux espéces connues pour participer a des
phénomeénes d’introgréssion/hybridation a 1’origine de confusion d’identification
(Jeanmonod et al., 2004). En effet, des erreurs d’identification notifiées dans des
planches et herbiers attestent du degré de mimétisme de ces deux espéces (Jeanmonod
et al , 2004). L’étude chimique permet de différencier sans ambigiiité ces deux espéces :
S. lividus est riche en monoterpénes hydrocarbonés tandis que S. vulgaris présente une

composition dominée par les sesquiterpenes hydrocarbonés.

2. les individus de S. serpentinicola et S. transiens, deux especes endémiques connues
pour provenir d’un ancétre commun (Jeanmonod, 2003) sont également clairement
distinguer d’un point de vue chimique. S. serpentincola produit une huile essentielle trés
riche en composes hydrocarbonés alors que les huiles essentielles de S. transiens, sont
dominées par les composés oxygénés non terpéniques. Signalons que 36 composes sont
communs aux deux huiles essentielles, il s’agit 1a du plus fort taux de similitudes inter-
espéces que nous avons rencontré sur 1’ensemble du genre Senecio. Cela laisse a penser
gue méme si les deux especes ne produisent pas des compositions chimiques totalement
convergentes, il existe néanmoins des voies métaboliques communes liées a une

ancienne parenté.

3. le regroupement d’échantillons établi par 1’analyse statistique nous permet de distinguer
clairement les especes dites halotolérantes du genre Senecio, a savoir S. aquaticus
erraticus, S. transiens et S. cineraria (Groupe 1) ; des especes plus « terrestres » a
savoir S. vulgaris, S. angulatus, S. ineaquidens, S. serpentinicola et S. lividus (Groupe
I1). Les premieres produisent des huiles essentielles riches en composés non terpéniques

alors que les secondes produisent des échantillons dominés par les composés
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terpéniques. Cette tendance semble se confirmer pour d’autres espéces du genre Senecio
originaires de contrées diverses. Ainsi S. coincyi d’Espagne, S. congestus des Pays-Bas
et S. giganteus d’Algérie, trois especes halotolérantes présentent des taux en composés

non terpeniques tres éleveés (25,2-52,3%) (Tableau 111.2).

4. A T’exception de S. transiens, tous les autres taxons présentent une faible variabilité
intraspécifique pouvant présager d’une absence voir d’un faible taux d’hybridation
inter-especes. Une étude du patrimoine génétique des individus des différentes especes
du genre s’avere nécessaire pour proposer des hypothéses en termes d’éventuelles

nouvelles sous-espéces, variétés ou écotypes au sein de ce taxon.

A ce stade de notre travail, il apparait que la production de métabolites secondaires
semble étre corrélée a la nature de I’habitat dans lequel les espéces de Senecio se développent.
Dans ce contexte, nous nous proposons d’examiner la variabilité intraspécifique des huiles
essentielles en fonction du polymorphisme morphologique des taxons et des conditions
pédoclimatiques du biotope. A I’exception de S. aquaticus et S. ineaquidens (dont les
distributions géographiques sont trop restreintes pour envisager une étude statistique), nous
avons caractérisé la diversité chimique des huiles essentielles de chaque espéce.

111.2.3.2 Etude de la variabilité chimique intraspécifique en fonction du biotope

A. Diversité morphologique et chimique de S. vulgaris et S. lividus.

Les travaux ménés sur S. vulgaris et S. lividus illustrent I’influence des caractéristiques
du biotope sur la morphologie des taxons et sur la production des métabolites secondaires par
la plante. Ces deux espéces sont connues pour présenter un fort degré de polymorphisme
(Jeanmonod et al., 2004). De plus, possédant le méme nombre de chromosome, une mixité
génétique par hybridations serait possible entre les deux espéces et pourrait étre a I’origine de
ce polymorphisme. D’aprés Flora Europea (Tutin et al., 1956), S. vulgaris existe sous la
forme de deux sous-espéces appelées S. vulgaris ssp. vulgaris et S. vulgaris ssp. denticulatus
qui affectionnent respectivement les terrains rudéraux anthropiques et les terrains sableux des
arrieres plages. Cependant, Jeanmonod et al. (2004) ne considérent pas cette subdivision de S.
vulgaris en Corse ; les auteurs font simplement état d’un polymorphisme morphologique entre
les spécimens poussant a I’intérieur des terres et ceux définis comme littoraux). lls précisent

que les deux écotypes de S. vulgaris se distinguent par leur taille et le nombre des bractéoles
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triangulaires de couleur noires situées a la base des capitules. S. lividus présente également un
polymorphisme marqué s’exprimant au niveau de la taille et de la structure des fleurs
(Jeanmonod et al, 2004). S. vulgaris est trés souvent associée a S. lividus en particulier dans
les zones littorales. Toutefois, ce dernier se distingue de S. vulgaris par la présence de fleurs

ligulées et par le faible nombre de bractées incolores (3-5).

a)  Senecio vulgaris *

Comme indiqué dans la partie précédente, les huiles essentielles de S. vulgaris sont
dominées par les sesquiterpenes hydrocarbonés ; nous pouvons notamment citer I’a-humuléne
(47,6-59,7%), I’(E)-p-caryophyllene (1,3-8,9%), le 7-g-silphiperfol-5-éne (0.9-4.5%) et I’ar-
curcumeéne (1,2-5,9%) Sel48. L’analyse statistique de la variabilit¢é chimique des 30
échantillons réalisée a partir des teneurs des six constituants discriminants (a-humuléne
Sel40, (E)-p-caryophyllene Sel3l, terpinolene Se26, les 7-p-silphiperfol-5-éne Se98, ar-
curcumeéne Sel48 et le geranylinalol Se235) met en lumiére 1’existence de deux groupes notés
Svl et Sv2 (Figure 111.7). Les huiles essentielles des deux groupes se différencient par des
taux moyens en 7-g-silphiperfol-5-ene Se98 (4,2+0,3 %) et en ar-curcumene Sel48
(5,5£0,3%) qui sont plus éleves pour les échantillons du groupe Sv2 que pour ceux du groupe
Svl (1,6+0,4% et 2,3+0,8%, respectivement). Cette distribution statistique des huiles
essentielles s’avere corrélée a la morphologique des végétaux récoltés (Figure 111.8) :

- le groupe Sv1 (20 échantillons) inclus tous les spécimens poussant sur les terrains
rudéraux. Ces taxons se caractérisent par une grande taille (20 a 50 cm de haut) et
par un nombre important de bractéoles (12 a 20) ;

- le groupe Sv2 (10 échantillons) rassemble les spécimens poussant sur terrains
littoraux. lls se différencient des précédents par une taille plus petite (10 a 20 cm
de haut) et moitié moins de bractéoles (5-8). Cette observation permet de
confirmer I’hypotheése selon laquelle des phénoménes d’introgression existent
entre S. vulgaris et S. lividus puisque cette derniére ne presente que 3 a 5
bractéoles (Jeanmonod et al, 2004).

:s. Andreani, J. Paolini, J. Costa, A. Muselli, 2014.Chemistry and biodiversity. In press
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PO SV2
LSS0 4 (521-S30)
Type de terrain | terre rudérale | sable
I Min Max Moytc | Min Max Moy+c
Se26 I 30 6,3 44409 | 3,1 6,8 5.5+1
*@ Se98 : 0,9 2,4 1,6+0,4 : 36 45 4.240.3
S Sel131 |31 8,9 47415 1,3 46 2.8+0.9
£ Se140 | 50,0 59,2 54,4429 | 47,6 55,1 51.2+2.4
O Sel48 12 37 2,3+0,8 | 5,2 5,9 5.5+0.3
Se235 L_ 10 41 23109 J' 2.1 3,9 2.8+0.5

*Composeés descriminants les groupes de composition de S. vulgaris
Dénominations en accord avec le Tableau 111.8: Se26: terpinoléne; Se98: 7-4 -silphiperfol-5-éne;
Sel31: (E)-p -caryophylléne; Se140: o -humuléne; Sel48: ar -curcumene; Se235: géranyllinalol
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Figure 111.7 : Analyses statistiques des différents échantillons d’huiles essentielles de S. vulgaris
a) analyse en composantes principales (ACP) ; b) dendrogramme (CAH)
S1-S30 : Lieux de récoltes cf Annexel2 ; Composeés discriminants : a-humuléne Se140, (E)-p-caryophylléne
Sel31, terpinoléne Se26, les 7-p-silphiperfol-5-éne Se98, ar-curcumene Sel48 et le geranylinalol Se235
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Figure 111.8 : lllustration des différences morphologiques observées pour S. vulgaris L. de Corse.
a: Spécimen de S. vulgaris récoltés sur terrains rudéraux,
b : Spécimen de S. vulgaris récoltés sur terrains sableux.

b) Senecio lividus

L’analyse des 25 échantillons d’huiles essentielles de S. lividus a permis d’identifier cinq
composés majoritaires : 1’a-phéllandréne Sel3 (10,6-34,3%), le p-cyméne Sel5 (9,3-33,2%),
le limonene Sel6 (6,0-12,7%), le nonéne Se3 (7,5-12,2%) le terpinoléne Se26 (5,1-20,4%), et
I’a-pinéne Se5 (0,8-3,5%). Ces derniers ont été utilisés pour réaliser les études statistiques sur
la variabilité chimique de ce taxon. Ainsi nous identifions deux groupes chimiques notés SI1
et SI2 (Tableau 111.11) : sept échantillons (groupe SI2) se différencient des 18 autres (groupe
SI1) par des taux plus élevés en p-cymeéne (24,6-33,2% contre 9,4-15,3%, respectivement).
Signalons également que le groupe SI1 se subdivise en deux sous-groupes notés Slla et Sl1b ;
ces derniers se distinguent en fonction des teneurs en terpinoléne (sous-groupe Slla: 18,0-
20,4 % versus sous-groupe Sllb : 5,1-8,3%). Cette répartition chimique en trois types de
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population pour S. lividus est en accord avec les résultats énoncés par Jeanmonond et al.

(2004) qui décrivent une diversité morphologique en fonction de 1’habitat.

En effet, la diversité chimique des spécimens semble corrélée a leurs caracteres
morphologiques ainsi qu’aux conditions des habitats. Le groupe SI1 rassemble tous les
échantillons des zones littorales représentés des spécimens de grande taille (jusqu’a 1 metre)
alors que le groupe SI2 regroupe les populations récoltées enaltitudes moyennes (300-
800m)csur des terrains rudéraux ou forestiers qui sont plus chétifs et de taille dépassant
rarement les 20 cm. Au sein du premier groupe SlI1, nous différencions deux populations
d’individus : les spécimens du sous-groupe Slla sont peu feuillus, de petites tailles et
présentent des capitules de petites tailles (20-30cm) a fleurs ligulées, caractéres proches de
ceux de S. vulgaris excepté pour la présence des ligules d’une part, et ceux du sous-groupe
Sl1b sont de plus grande taille (50-80cm), buissonnants, a capitules plus grosses et aux ligules
trés petites, d’autre part. Ici encore, ces observations peuvent étre reliées aux processus
d’introgression entre les deux especes (S. lividus et S. vulgaris) puisqu’elles cohabitent dans
certaines micro-régions. D’un point de vue chimiotaxonomique, la détermination de la
composition chimique des huiles essentielles s’avére étre une donnée pertinente pour

différencier les individus de S. vulgaris et S. lividus présentant des habitats communs.

SI2
Moyennes altitudes

Slib

L 1
: I (51-512) (S13-S18) : (519-525)
!r_l\Tin____M_ax___M_oﬁo_-! Min Max Moy+o | Min Max Moy+to
Se3 I 62 97 8512 | | 101 122 10,7408 : 75 9,0 8,4£0,5
*p Se5 I 10 3,5 2,508 | 0,8 3.2 2,240,911 27 34 3,1£0,3
g Sel3 ” 26,1 343 29932 1 1 322 343 329408 : 10,6 176 14,1425
£ Sel5 I 93 138 12,0416 | 12,3 153 14,0£13 || | 246 332 289432
S Sel6 Il 60 10,8 8,016 | 83 12,7 9317 1 93 12,5 11,141
Se26 ”_ 18,0 20,4 19,010,7J| 5,1 8,3 6,711 !l 10,1 154 13,0422

*Composés discriminants les groupes de composition de S. lividus
Dénomination en accord avec le Tableau I11.8: Se3: nonene; Seb: a -pinéne; Sel3: a -phellandréne;
Sel5: p-cymene; Sel6: limonéne; Se26: terpinoléne
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Figure 111.9: Analyses statistiques des différents échantillons d’huiles essentielles de S. lividus
a) analyse en composantes principales (ACP) ; b) dendrogramme
S1-S25 : Lieux de récolte cf Annexe 12 ; Composes discriminants le nonene Se3,
[’o-pinéne Se5, [’a-phéllandrene Sel3, le p-cymene Sel5, le limonene Sel6,

le terpinoléene Se26
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B. Diversité morphologique et chimique de S. serpentinicola et S. transiens

Cette partie de notre étude concerne deux especes de Senecio endémiques de Corse : S.
serpentinicola et S. transiens. En 2003, Jeanmonod a émis 1I’hypothése que ces deux taxons
étaient issus d’un méme ancétre sur la base de leurs caractéres morphologiques respectifs. Il
précise également que la différenciation des especes s’est réalisée suite a une adaptation

progressive aux habitats d’implantation.

a) Senecio serpentinicola

L’espéce se présente sous la forme de petits pieds de 4 a 15 cm maximum, d’aspect trés
fréle et peu feuillus. Ces derniers se développent a flanc des serpentines schisteuses de
moyenne altitude, exclusivement dans le massif du Tenda et dans le défilé de I’Inzecca
(Figure 111.12). Ces deux massifs sont éloignés de presque 60 km et aucune autre population
de S. serpentinicola n’a été observée a ce jour. La caractérisation chimique semble confirmer
I’existence de deux populations ayant subi une évolution différente suite a un isolement
géographique li¢ au relief montagneux. En effet, 1’analyse des 12 échantillons de S.
serpentinicola a permis d’identifier le p-cymene Sel5 (21,3-29,4%), le myrcene Sell (10,2-
13,8%), le limonene Sel6 (14,3-21,2%) et le terpinoléne Se26 (7,6-16,3%) comme composes
majoritaires. 1l apparait clairement que S. serpentinicola produit deux types d’huiles
essentielles selon la zone de prélévement (Tableau 111.12). Le premier groupe d’individus
inclut les deux échantillons provenant du défilé de I’Inzecca qui produisent des huiles
essentielles riches en limonene (17,8-21,2%) en et (E)-S-caryophyléne- Sel3 (16,0-17,4%)
contre 14,3-15,5% et 2,4-4,3% respectivement pour les neuf échantillons provenant du Massif
du Tenda.

st Sspl
I Massif du Tenda (S1-S9) I Défilé de I' Inzecca (S10-S12)
i Min Max Moy+c Min Max Moy+c
Se3 | 4,6 7,3 55+0,8 | 2,7 3,7 3,1+0,6
g Sell : 111 13,8 12,7+0,9 : 10,2 10,3 10,2+0,1
é Selbs | 25,3 29,4 27,814 21,3 251 23,5%2
g Sel6 | 14,3 15,8 14,9+0,6 | 17,8 21,2 19,2+1,8
O Se26 : 12,3 16,3 1455£1,5 : 7,6 10,1 9,0+1,3
Sel3l | 2,4 43 3,2£0,7 16,0 17,4 16,9+0,8

*Composés discriminants les groupes de composition de S. serpentinicola
Dénomination en accord avec le Tableau I11.8: Se3: nonene; Sell: myrcene; Sel5: p -cymene;
Sel6: limonéne; Se26: terpinolene; Sel31: (E)-p -caryophyllene
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b) Senecio transiens

S. transiens se présente sous la forme de pieds plus ou moins crassulescents de taille
variable de 5 a 40 cm de haut, présents sur une grande partie des littoraux rocheux de la Corse
et parfois en arriere des plages. Elle est présente sur la cote occidentale de I’ile et plus rare sur
la cOte orientale ou on ne la retrouve qu’a la pointe du Cap Corse, dans la région de Porto-
Vecchio et de Bonifacio. Elle est totalement absente des littoraux sableux de la plaine
orientale (Jeanmonod et al., 2004). C’est une plante totalement inféodée aux zones fortement
soumises aux embruns, ces zones s’étendent jusqu’a 50-60 m d’altitude sur les rochers
escarpés particulierement battus par les vagues ou bien a 50-60 m de distance sur les plages et
littoraux peu rocheux. Au-dela, les conditions de sécheresse et de chaleur interdisent toutes
survies des pieds. On retrouve la plante sur différents types de substrats : schiste, calcaire,
silice et méme sur serpentine sans différences notables de phénotype. Toutefois, I’espece est
le si¢ge d’un polymorphisme s’exprimant au niveau de la crassulescence, de la couleur et de
la taille des plants (Jeanmonod, D, 2003). Un morphe a feuilles tres épaisses a €té rencontré a
la pointe du Cap Corse (Barcaggio, Tolari, Centuri), dans les régions d’Ile-Rousse, de Porto-
Vecchio, des iles Cerbicales et & Bonifacio, c’est-a-dire dans des zones violemment battues
par les vagues et donc baignées par les embruns. Au contraire dans des zones plus sableuses,
la distance plus grande des spécimens a I’eau, fait que ’on retrouve des individus de plus

petites tailles, tres chétifs et treés rouges (Figure 111.10).

Figure 111.10. Planche photographique d’échantillons de S. transiens.

Lieux de récoltes: a) Marine de Bussaglia (Porto), b) Pointe de la Revalatta (Calvi), c¢) Pointe de la Pietra (lle-
Rousse) et d) Plage de Tizzano ; (d’aprés Jeanmonod et al., (2004), Complément au prodrome de la Flore
Corse, les Asteraceae Il p. 52).
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Comme nous 1’a montré ’analyse inter-espéces (Tableau I11.8), S. transiens présente
une grande diversité chimique; nous identifions de fortes variations qualitatives et
guantitatives au niveau des constituants majoritaires, comme pour le 3-(isopent-2-ényl)-4-
méthoxyacétophenone Se227 (0,0-63,3%), le 8-acétoxybisabolén-1,9-diol Se230 (0,0-25,9%),
I’oxyde d’acétoxybisaboléne Se232 (0,0-20,49%) ou encore 1’euparine Se231 (0,0-33,2%).
L’analyse statistique de la variabilité chimique des 30 huiles essentielles de S. transiens a été
réalisée sur la base des 11 composes discriminants suivants : nonéne Se3, a-pinene Se6,
myrcéne Sell, p-cymene Selb, a-phellandrene Sel3, (E)-p-caryophyllene Sel4dl, y-
curcumeéne Sel46, 3-isopent-2-ényl-4-méthoxyacétophénone Se227, 8-acétoxybisabolene-
1,9-diol Se230 I’euparine Se231 I’oxyde d’acétoxybisaboléne Se232 (Tableau 111.13).
L’examen des représentations spatiales des échantillons (ACP et CAH) a conclu a une
différenciation en trois groupes notés Str1-Str3. Le groupe Strl réunit les douze échantillons
possédant majoritairement 1’acétophénone Se227 (32,2-63,3%) alors que le groupe Str2
rassemble les neuf huiles essentielles ayant les deux dérivés bisabolane (Se230 et Se232) et
enfin, le groupe Str3 regroupe les neuf échantillons présentant les taux les plus élevés en
euparine Se231 (18,2-33,2 %), a-pinene Se5 (5,3-8,3 %), myrcene Sell (11,3-16,3 %) et
nonene Se3 (12,3-29,5%).

Cette variabilité chimique des huiles essentielles analysées semble liée au polymorphisme
morphologique de I’espece (Figures 111.10 et 111.11). En effet, le groupe Strl réunit les
échantillons issus de spécimens a forte crassulescence, de taille moyenne et arborescents (10 a
20 cm) alors que le groupe Str2 rassemble les plantes élancées de grande taille (20 a 30 cm)
récoltées entre Girolata et Cargese d’une part (sous-groupe Str2a), et celles d’aspect
intermédiaire récoltées a Calvi et a la pointe de la Revelatta (sous-groupe Str2b), d’autre part.
Enfin, le groupe Str3 inclut I’ensemble des échantillons de petites tailles (4 a 8cm), d’aspects

chétifs et poussant en arriere plage.

S’agissant d’une espéce endémique du continuum Corso-Sarde, il apparait intéressant

d’envisager une étude des spécimens de S. transiens originaires de Sardaigne.
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Figure 111.11 : Analyses statistiques des différents échantillons d huiles essentielles de S.

transiens a) analyse en composantes principales(ACP) ; b)

dendrogramme

S1-S30 :Lieux de récoltes Cf Annexe 12 ; Composés discriminants : nonene Se3, a-pinéne Seb,
myrcéne Sell, a-phellandréne Sel3, p-cymene Sel5, , (E)-p-caryophyllene Sel31,y-
curcumene Sel46, 3-isopent-2-enyl-4-méthoxyacétophénone Se227, 8-
acétoxybisabolénel,9-diol Se230 /’euparine Se231,

["oxyde d’acétoxybisaboléne Se232
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Strl
(S1-812)
Min Max  Moy+o
Se3 - 33 1,6x1,2
Se5 - 53 2,4x1,9
Sell - 54 1,1+1,9
o Sel3 0,2 12,3 6,951
‘% Sel5 - 14,3 7,1+4,9
9 Sel3l 0,9 4,3 2,7x11
g Sel46 0,1 14,9 5,3+54
O Se227 32,2 63,3 46,9+114
Se230 - - -
Se231 - 35 1,1+1,2
Se232 - - -

Min
0,5
4,9
1,8
6,6
6,6
0,2
2,2

13,53

0,2

18,48

* Composés discriminants les groupes de composition de S. transiens

(S13-S18)
Max

11
6,7
9,2
9,9
9,9
1,4
4,6

25,83
20,49
27,9

Min
3,8
74
9,2
0,2
6,9
0,5
3,0

14,3
6,8
0,4
3,0

Légende

B Attitude <1000m
] Attitude 500-1000m
[] Altitude 200-500m

Grouped’échantillons

S. transiens

(] Strl a | Morphologie du groupe Strl

8 — Str2 Db | Morphologie du groupe Str2 I
A — Str3 O I Morphologie du groupe Str3 I

S. serpentinicola
& — SSpl
& — SSp2

* Crédit photo G. Paradis

(S19-S20) i (S21-530)

Max Moy+s || | Min Max Moy+o |
42 4102 111 43 8,3 6,4+1,2 |
04  g7e12 !l : 113 163 143+18)
94  93x01 | 123 295 23,1468
03 02:01 111 06 26 1,2+06 |
74 7203111 16 48 2,9+13 |
05 0,5+0 ” : 0,7 32 14408
3,0 3020 ||| 25 95  53%25 |
26,7  192+6611 1 01 32  1,6:08 |
179 13861111 . - -
05 0501 ” :

I

7,6 5,624 ||

Dénomination en accord avec le Tableau I11.8: Se3: nonéne; Se5: a -pinéne; Sell: myrcéne; Sel3: a -phellandréne; Sel5: p -cymene;
Sel31: (E)-B -caryophylléne; Sel5: p -cyméne; Sel31: (E)-B -caryophylléne; Sel46: y -curcumene;
Se227: 3-isopent-2-ényl-4-méthoxyacétophénone; Se230: 8-acétoxybisaboléne-1,9-diol; Se231: euparine;

Se232: l'oxyde d’acétoxybisaboléne
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C. Variabilité chimique intraspécifique de Senecio cineraria

S. cineraria (Cinéraire maritime) se présente dans la nature sous I’aspect d’un arbrisseau
argenté pouvant atteindre jusqu’a 1 m de haut. Ses tiges de couleur grise de 30 a 80 cm de
long se terminent, entre mai et juillet, par des capitules de couleur jaune disposées en
corymbe de 3-5 fleurs. C’est une plante dite serpenticole et halotolérante dont les racines sont
implantées sur les falaises et les roches directement exposées aux embruns marins
(Jeanmonod & Gamisans, 2007). En Corse, elle se développe sur la quasi-totalité des littoraux
rocheux, a savoir dans le Cap Corse et dans I’extréme Sud au voisinage de Porto-Vecchio et
Bonifacio (Jeanmonod et al, 2004). L’étude de la variabilité chimique a porté sur 40 huiles
essentielles obtenues a partir de végétaux poussant a I’état spontané dans des localités
réparties sur 1’ensemble du territoire insulaire. L’analyse des échantillons a permis de
répertorier 114 composés, parmi lesquels le nonéne Se3 (0,3-12,7 %), I’a-pinéne Se5 (1,3-
19,4 %), I’(E)-p-ociméne Sel9 (2,5-19,6 %), l’albéne Sed4 (0,2-14,9 %), I’hexanoate
d’hexyle Sel08 (4,3-19,8 %) et le germacrene-D Sel53 (1,5-10,2%) ont été identifies comme
composés principaux. Les analyses statistiques réalisées sur la base des pourcentages
normalisés de ces six constituants majoritaires ont mis en évidence une distribution des

échantillons en trois groupes notés Scil a Sci3 (Tableau 111.14 et Figure 111.13) :

- le groupe Scil (14 échantillons) est divisé en 2 sous-groupes. Il réunit les huiles
essentielles caractérisées par les teneurs maximales en germacréne-D Sel43 (6,3-
10,2%) suivi de I’hexanoate d’hexyle Sel08 (10,8-13,1%) dans le sous-groupe
Scila, et du nonéne Se3 (5,3-6,3%) dans le sous-groupe Scilb ;

- le groupe Sci2 (19 échantillons) est également divisé en deux sous-groupes. Il
rassemble les huiles essentielles les plus riches en hexanoate d’hexyle Sel08
(11,2-19,8%) et en I’albéne Sed4 (11,2-19,8%) dans le sous-groupe Sci2a alors
que ces deux composes sont accompagnes de 1’a-pinéne Se5 (10,7-19,3%) et du
nonéne Se3 (7,3-12,7 %) dans le sous-groupe Sci2b ;

- le groupe Sci 3 (7 échantillons) présente les teneurs en a-pinéne Se5 (10,7-19,3%)
et (E)-p-ociméne Sel9 (12,2-19,6%) les plus élevées.
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Cette distribution statistique permet d’établir une corrélation directe entre la production

de métabolites secondaires et la nature des roches sur lesquelles la plante est directement

racinée (Figure 111.14). En effet, nous remarguons que :

- les spécimens du premier groupe (Scil) se retrouvent uniquement sur sols

schisteux. La discrimination en deux sous-groupes s’explique par la nature du

schiste, bleu & dominante glaucophane pour les échantillons du sous-groupe Scila,

et vert chondritique pour les ceux du sous-groupe Scilb.

- les populations du deuxieme groupe (Sci2) se distribuent sur sols granitiques. Les

échantillons appartenant au sous-groupe Sci2a proviennent d’affleurements a

plutonisme magnésio-potassiques tandis que ceux du sous-groupe Scib sont issus

d’affleurement a plutonisme calco-alcalin.

- le dernier groupe (Sci3) regroupe les plants qui se développent sur les roches

calcaires.

Composés discriminants *

| 1 Sci2b |
1] (S1-S7) I 11l I |
” Schiste bleu ” Schiste vert :”IPIutomsme r_nagnesm-l Plutomsmgcalco- : Calcaire
potassique alcalin

:' Min  Max Moytc“ Min  Max Moytcs”“ Min  Max Moytcs' Min  Max Moyic: Min  Max Moy+o
Se3 | 03 42 2316 53 63 5904 20 59 46+l 73 127 94%19 || 65 105 7,9+14
¥ se5 Il 1,3 45 25:14]1 38 63 4908111l 32 73 6x1,31 89 121 10,6%13]] 10,7 19,3 14,8+31
2 se1oll 27 71 sex1all 32 114 49:32111 25 106 41+26l 34 64 49:10 1 122 196 164227
g' Sedd || 02 32 1,311,0” 02 06 o,4¢0,1:”| 114 14,9 12,9409 51 11,1 7,3#30 04 33 17£11
O sSe108|] 108 131 121%08) 50 6,7 57+06)| 11,2 143 125+0,8 113 198 15734 43 102 6,1£20
102 7241411 65 71 6702111 15 34 174051 32 43 36051 76 100 8809

Se15311 6,3
1

* Pourcentages normalisés des variables discriminantes des huiles essentielles de S. cineraria
Dénomination en accorde avec le Tableau 111.8: Se3: nonéne; Se5: « -pinene; Sel9: (E)-B-ociméne; Se44: albéne; Se108: hexanoate d’hexyle;

Sel53: germacrene-D

L’influence de la composition minérale des sols sur la production des métabolites

secondaires a notamment été mise évidence par Bianchini et al., (2009) pour I’espece

Helichrysum italicum et par (Duarte et al. (2009) pour Mycaria cauliflora. Les auteurs ont

montré que le taux d’un ou plusieurs éléments inorganiques pouvait intervenir dans la

biosynthése des métabolites et ainsi favoriser la production d’un composé ou d’une famille de

composés. Les variations d’apports minéraux (calcium, potassium, magnésium, fer,...) en

fonction des habitats pourraient donc €tre a 1’origine de la variabilité chimique des huiles
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essentielles de S. cineraria. Ainsi, il semblerait que sur roches schisteuses la plante produise

préférentiellement des sesquiterpénes hydrocarbonés (notamment du germacrene-D Sel53)

tandis que, sur roches granitiques la production de composés non terpéniques (hexanoate

d’hexyle Sel08 et nonéne Se3) serait favorisée. Enfin, la production de monoterpenes

hydrocarbonés (o-pinéne Se5 et (E)-f-ocimene Sel9) apparait prépondérante sur roche

calcaire.

Afin de valider ces hypotheses, il serait bon de procéder a des analyses inorganiques des

sols mais aussi a celle des pieds étudiés afin d’examiner I’influence qualitative et quantitative

des minéraux sur la biosynthése des métabolites secondaires par la plante.

Dim2 (27.81%)

Height

Individuals factor map (PCA)

Roches
granitiques

{ Roches
schisteuses

Sel9

Roches
calcaires

Dim 1 (48.31%)

a)

Dendrogram of agnes(x =x, metric = "euclidean",stand =T, method ="ward")
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=
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b)
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S36
S37
S38

Roches calcaires

S40

Figure 111.13 : Analyses statistiques des différents échantillons d’huiles essentielles de S. cineraria a)
analyse en composantes principales(ACP) ; b) dendrogramme
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S1-S40 : Lieux de récoltes Cf Annexel2 ; Composés discriminants :Se3 (0,3-12,7 %), ’a-
pinéne Se5 (1,3-19,4 %), I’(E)-B-ociméne Se19 (2,5-19,6 %), I’albéne Sed4 (0,2-14,9 %), ’hexanoate d’hexyle
Sel08 (4,3-19,8 %) et le germacréne-D Sel153 (1,5-10,2%)

1 Corse 1
I schisteuse

. Plutonisme magnésio-potassique
. a Plutonisme calco-alcalin

I 5 Roches schisteuse

g ranitique B h Vs 5- Schiste bleu

: . Schiste vert

"3 calcaire

Groupe d’échantillons
® — Scila ® — Scilb
8 — Sci2a a Sci2b
. Sci3

Figure I111. 14 : Répartition géographique et géologique des échantillons des huiles essentielles de S.
cineraria.

D. Variabilité chimique intraspécifique de Senecio angulatus

Senecio angulatus est une plante native d’Afrique du Sud ; elle est considérée comme
envahissante et dangereuse dans plusieurs pays et particuliérement en Australie (Muyt, 2001),
en Nouvelle Zélande (Muyt, 2001) et en France métropolitaine (Jeanmonod & Schlussel,
2006). S. angulatus a été observé en Corse pour la premiere fois en 1957 sur la cbte
occidentale au Sud, a Ajaccio, puis en 1974 au Nord a Calvi. Il faudra néanmoins attendre

1984 pour qu’elle soit rapportée sur la cote orientale a Bastia (Jeanmonod & Schlussel, 2006).
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Dés lors, elle ne cessera de prospérer le long du littoral si bien qu’en 1996 et 2004 on
dénombrait neuf et onze points d’implantation, respectivement. Depuis aucune nouvelle

signalisation n’a été réalisée.

Au cours de notre campagne d’échantillonnage réalisée en 2013, nous avons répertorié 35
sites de prélevements repartis sur le littoral insulaire. L’analyse des huiles essentielles
correspondantes a permis d’identifier 1’a-pinéne Se5 (6,1-16,1%), le germacréne-D (3,0-
5,5%), le viridiflorol Se190 (7,7-9,4%), le camphéne Se6 (3,2-8,3%), le S-pinéne Se9 (8,1-
14%) et le limonene Sel6 (10,2-13,5%) comme composés majoritaires (Tableau 111.15). Les
analyses statistiques ont été effectuées a partir des proportions des trois familles chimiques les
plus représentées (Figure 111.15) a savoir les monoterpénes et sesquiterpénes hydrocarbonés
(MH et SH, respectivement) et les sesquiterpénes oxygenes (SO). Deux types chimiques
(notés Sal et Sall) ont ainsi été discriminés incluant respectivement 20 échantillons (S1-S20)
et 15 échantillons (S21-S35). Ces deux groupes se distinguent par des taux en sesquiterpenes
oxygeénés plus éleveés pour les huiles essentielles du groupe Sall (23,2-30,9%) que pour celles
du groupe Sal (15,7-21,3%). Cette distribution chimique montre une corrélation directe avec
la répartition géographique des échantillons (Figure 111.16). Le groupe Sal réunit les
spécimens récoltés sur la cote Est alors que Sall regroupe ceux provenant de la zone littorale
Ouest. Cette répartition originale des populations peut étre reliée au mode d’introduction de S.
angulatus en Corse. En effet, deux spots d’introduction situés respectivement sur les cotes
orientale et occidentale de I’1le ont été décrits pour expliquer 1’arrivée de I’espéce (Jeanmonod
& Schlussel, 2006). S. angulatus est une plante ne se développant que trés rarement a des
altitudes supérieures a 200 m ; elle se retrouve principalement en zone littorale et il est ainsi
possible d’envisager que deux populations distinctes se soient développées de maniere
indépendante sur chaque face littorale de la Corse, sans jamais franchir la barriére centrale des

monts.

Céte Occidentale (S1-S20) Il Céote Orientale (S21-S35)
|

I I
@ | Min Max Moyt || Min Max Moy+c
= MH ]| 359 51,2 424454 || 375 49,5 44331 |
€ sH | 162 26,5 21,2438 |1 153 31,8 22,1451 |
L 5o :_ 17,0 28,8 23340 | | 156 30,9 20,614,0J|

MH: Monoterpenes hydrocarbonés; SH: Sesquiterpenes hydrocarbonés;
SO: Sesquiterpenes oxygénés

112



Individuals factormap (PCA)

« -
S14 #4515
= ! [s10 516
11| e eeS17 520
.

g
) S1
2 oA yTT =
N .
o~
£
o

.

o

T T T T T T T
6 -4 2 0 2 4 6
Dim 1 (57.92%)
a)
Dendrogram of agnes(x =x, metric ="euclidean", stand =T, method ="ward")

N

—

o

-

o Sal Sall

© 4
=
°
[}
T o |

~ 4

°° T}

<
< o 3 ®

Si11

Il o K 2
-+ o @Y ® S ull o < ~ © Q ® o 9o
AU I A L S - B - A | R IO I A B I A
n n n n o n D n o0 D 0

X
Aaglomerative Coefficient= 0.96

b)

Figure 111.15 : Analyses statistiques des différents échantillons d’huiles essentielles de S.
angulatus a) analyse en composantes principales (ACP) ; b) dendrogramme

S1-S35 : Lieux de récoltes Cf Annexe 12 ; Familles de composés discriminants : MH : monoterpénes

hydrocarbonés, SH : Sesquiterpénes hydrocarbonés, SO : Sesquiterpenes oxygénés
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Figure 111.16 : Répartition géographique des échantillons de S. angulatus en Corse.
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II1.3 Apport de P’analyse chirale a la caractérisation de la composition

chimique des huiles essentielle du genre Senecio.

En complément de 1’étude conventionnelle sur la composition chimique des huiles
essentielles, nous nous sommes attaches a développer une approche originale et plutdt inédite
au sein de notre laboratoire qui consiste a déterminer, par chromatographie chirale en phase
gazeuse, les rapports énantiomeériques des composés majoritaires des huiles essentielles. Une
bonne séparation chromatographique correspond au meilleur compromis entre rapidité,
sensibilité et résolution ; aussi, il est nécessaire de maitriser les vitesses de progression des
solutés mais également 1’étroitesse des signaux observés sur le chromatogramme. Pour cela,
nous nous sommes attachés a développer une méthode de CPG chirale optimisant les
différents parameétres de séparation (volume d’injection, concentrations des mélanges injectés,
conditions de température, débit de la fuite de I’injecteur et vélocité du gaz vecteur) afin de
déterminer et quantifier les différents énantioméres des constituants majoritaires des huiles

essentielles des especes du genre Senecio.

111.3.1 Optimisation de la méthode

La méthode que nous avons optimisée s’inspire des conditions expérimentales pratiquées
dans les travaux de CPG chirale décrits dans la littérature (Filipi et al., 2006). Toutefois, elle
trouve son originalité dans la constitution d’une bibliotheque de références indispensable tant
a la présente étude qu’aux travaux futurs du laboratoire. L’optimisation des conditions
expérimentales est basée sur 1’obtention du meilleur rapport intensité du signal / résolution.
Le seuil de résolution acceptable est fixé a 1,5. Le temps d’analyse n’a pas été un critere

discriminant dans ce travail.

La premiére étape a consisté dans le choix des standards ; 35 couples d’isoméres optiques
ont été sélectionnés en fonction de leur disponibilité dans le commerce et de leur présence,

comme composes majoritaires, dans les huiles essentielles du genre Senecio.

La deuxiéme étape a eu pour objectif de déterminer les phases stationnaires les mieux
adaptées aux substrats d’études ; quatre colonnes chromatographiques (Pdexsm, Pdexsa,
Hydrodex-B-3p, Lipodex-E) ont été choisies sur la base de leur potentiel de séparation (Bicchi
etal., 1999).
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Dans une troisieme étape, nous avons élaboré des mélanges artificiels afin de mesurer les
temps de rétention de tous les énantioméres. Pour cela, nous avons choisi de réaliser des
mélanges de ratio énantiomérique 70/30 afin de permettre 1’identification non ambigué des
deux énantiomeres. Des solutions de standards ont été constituées a cinq niveaux de
concentrations différentes (2,5; 5,0; 10; 20et 30 mg/me) et six volumes d’injection
différents (0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 3uL) ont été testés sur les quatre phases stationnaires. Pour
assurer une bonne reproductibilité, nous avons procédé a des triplicatas d’injections
automatisées. Pour ce faire, la vélocité, le débit de fuite du gaz vecteur au niveau de

I’injecteur et la programmation en température ont été fixés arbitrairement.

Une fois la concentration et la quantité d’injection optimales définies, c’est sur la base de
la résolution obtenue que nous avons optimisé la vélocité, la fuite du gaz vecteur et la
température (Tableau 111. 16 A, B, C, D). Dans ce but, nous avons testé : - cinqg vitesses de
gaz vecteur (30; 45; 60; 70; 80 cm.s™) ; - six niveaux de fuite (1/15; 1/30; 1/45; 1/60; 1/70;
1/80) ; - dix conditions de température (cing en programmation de température : températures
initiales 40; 60; 80; 100; 120°C évoluant de 2°C/ mn jusqu'a 140°C puis 5°C/ mn jusqu'a
210°C et cing isothermes : 40 ; 60 ; 80 ; 100 et 120 °C pendant 120 mn).

A titre d’exemple le Tableau I11. 16, présente les résultats du travail d’optimisation de la
séparation des deux énantiomeres du limonéne sur la colonne Bdexsm. La meilleure
séparation est obtenue pour : - une concentration du mélange des standards (+ et -) de 20
mg/me ; - un volume d’injection de 1l ; - une vélocité et un niveau de fuite du gaz vecteur
fixés a 45 cm.s™ et 1/15, respectivement ; - un programme de température optimal débutant &
80°C évoluant de 2°C/mn jusqu’a 140°C puis 5°C/ mn jusqu’a 210°C. Ces conditions ont

permis d’observer et de séparer les deux énantioméres avec une bonne résolution (2,01).

Cette séquence analytique a été reproduite pour chaque mélange de standards
d’énantiomeres ; elle a permis la détermination des temps de rétention sur toutes les colonnes
et la sélection des conditions optimales pour chaque molécule en vue de I’étude des huiles

essentielles. L’ensemble de ces données sont regroupées dans le Tableau 111.17.
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Tableau I11. 16. A: Optimisation des concentrations des solutions et des volumes injectés

Parameétres fixés®

int (Mv)° int (Mv)° int (Mv)® int (Mv)° int (Mv)® int (Mv)®

E R E F R EE R EF R E E R

2,5 mg/me nd nd nd 125 nd nd 223 53 086 332 105 0,97 472 207 156
50mg/me | nd nd nd nd nd nd 207 nd nd 325 105 1,31 435 201 1,32 572 306 1,68
10mg/me | nd nd nd nd nd nd 315 100 081 378 138 155 526 321 175 631 432 1,79

20mg/me | 162 nd nd 232 74 052 551 164 13 625 272 2,01 778 432 197 925 521 1,82
30mg/me | 192 53 062 323 122 098 741 323 15 874 425 184 901 528 166 1072 612 1,32

Tableau I11. 16. B: Optimisation de la vélocité du gaz vecteur

Paramétres fixés” Tps de rétention (mn) Largeurs des pics (s)

30 7,75 8,32 0,26 0,34 1,90
45 7,74 8,26 0,21 0,31 2,01
60 7,68 8,14 0,21 0,34 1,67
70 7,65 8,00 0,19 0,32 1,37
80 7,74 7,98 0,21 0,33 0,89

Tableau I11. 16.C. Optimisation de la fuite

Paramétres fixés®

2,01
1,81
1,74
1,64
1,41

Tableau I11. 16. D. Optimisation de la programmation de température

Programmation de température® Isotherme de température®
Paramétres fixés® Tps de rétention (mn) Tps de rétention (mn)
T°(C°) tr(+) tr(-) R T °(C°) tr(+) tr(-) R
40 9,19 9,69 1,98 40 26,31 26,91 0,83
60 8,04 8,54 2,00 60 24,18 24,46 0,64
80 7,60 8,10 2,01 80 9,37 - nd
100 4,31 4,41 0,92 100 2,31 - nd
120 191 nd nd 120 1,93 - nd

& Paramétres fixés ; V injectés: Volumes injectés en téte de colonne; C°: concentration du mélange d'énantiomére

Fuite: Fuite appliquée au debut de I'analyse; A: programme de température utilisé débutant respectivement de 80°C puis 2°C /mn
jusqu'a 140°C puis 5°C/mn jusqu'a 210°C; Vél: Vélocité du gaz vecteur en cm.s™

® Int: intensités des pics en milliélectronvolt (meV); tr: temps de rétention (+) de I'énantomére + et (-) de I'éniantomére -

E*: énantiomére (+); E": énantiomére (-); R: résolutions des pics ; nd: non déterming

©: Analyse effectuée en programmation de température débutant respectivement de 40, 60, 80, 100 et 120 °C

puis 2°C/mn jusqu'a 140°C puis 5°C/ mn jusqu'a 210°C

d: Analyse effectuée en isotherme a 40, 60, 80, 100, 120°C pdt 120mn
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Tableau I11. 17. Temps de rétention des 70 énantiomeres de références et Résolutions calculées pour chaque couple d'enantiomére
sur les 4 phases stationnaires chirales

Colonnes pdexsm Pdexsa Hydrodex-B-3p Lipodex-E

Composés tr(+) tr(-) R Cdt tr(+) tr(-) R Cdt tr(+) tr(-) R Cdt tr(+) tr(-) R Cdt
limonéne 774 826 201 a - - - ns 8,78 9,06 1,77 ¢ - - - ns
o.-pinene 449 436 151 a - - - ns 468 441 044 ¢ - - - ns
campheéne 565 544 163 a - - - ns 6,15 6,01 142 c 437 461 15 c
S -pinéne 545 6,09 168 a - - - ns - - - ns - - - ns
sabinene 567 595 1,75 a - - - ns - - - ns - - - ns
o -phellandrene 6,72 652 191 a - - - ns - - - ns - - - ns
carvone - - - ns 19,93 1947 180 a - - - ns 1459 1442 0,74 c
pulégone 20,07 20,03 0,95 a - - - ns 13,89 13,95 0,25 ¢ - - - ns
fenchone - - - ns - - - ns 724 695 181 ¢ 726 698 092 ¢
menthone - - - ns 199 203 030 a - - - ns - - - ns
camphre 16,18 15,72 062 b 9,08 955 269 a 23,24 22,71 259 ¢ 12,1 1235 2,09 c
phényléthanol 19,84 19,15 2,82 a 23,12 22,37 146 a 14,23 14,41 251 c 21,99 2157 154 c
o -terpinéol 10,78 11,23 152 a 2193 22,26 135 a 21,73 224 268 ¢ - - - ns
menthol 20,79 2054 03 a - - - ns - - - ns - - - ns
terpinén-4-ol 18,15 18,87 151 a 2193 22,26 253 a - - - ns - - - ns
bornéol 20,82 21,41 146 a - - - ns 22,73 23,27 245 ¢ 2265 229 12 ¢
lavandulol 1554 14,32 359 a 18,74 18,84 0,58 a - - - ns - - - ns
acétate de menthyle 20,08 21,52 436 a - - - ns - - - ns - - - ns
(trans) oxyde de rose 839 851 085 b 6,44 652 083 a - - - ns - - - ns
(cis) oxyde de rose 802 811 06 b 6,77 68 067 a - - - ns 6,23 629 081 ¢
fenchol - - - ns - - - ns - - - ns 704 74 194 ¢
citronnelal 283 2,76 115 b 2351 2301 152 a - - - ns - - - ns
(cis) oxyde de limonéne 11,34 1153 07 a 13,34 1353 0,90 a - - - ns - - - ns
(trans) oxyde de limonéne 12,53 13,11 09 a 14,53 14,11 0,80 a - - - ns - - - ns
o -copaéne - - - ns - - - ns 19,71 19,95 152 a - - - ns
o -gurjunéne - - - ns - - - ns 1895 19,00 041 a - - - ns
o -funébréne - - - ns - - - ns 1423 1432 056 a - - - ns
(E) -p -caryophylene - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns
a-humuléne - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns
germacrene-D - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns
guaiol - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns
a -bisabolol - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns
oxyde de caryophyléne - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns
époxyde d'humulene 11 - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns
(E) -phytol - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns
sclaréol - - - ns - - - ns - - - ns - - - ns

Cdt: condition de séparation; a: 80°C puis 2°C mn jusqu'a 140°C puis 5°C/mn jusqu'a 210°C; vélocité 45me/mn; fuite 1/15
b: isotherme a 100°C pendant 120 mn , vélocité 45me/mn, fuite: 1/ 80; c: 40°C puis 2°C mn jusqu'a 140°C

puis 5°C/mn jusqu'a 200°C; vélocité 4,5 me/mn ; rapport de division 1/15

ns: non separe; tr: temps de rétention, (+): de I'énantiomeére (+); (-): de I'énantiomére(-); R: résolution des pics

Au regard des résultats, la fdexsm semble étre la phase stationnaire la mieux appropriee
pour la séparation des constituants des huiles essentielles et particulierement des
monoterpenes hydrocarbonés (composés majoritaires de la plupart des huiles essentielles des
Senecio de Corse). Les essais de séparation sur les sesquiterpénes hydrocarbonés n’ont pas
permis d’obtenir des résultats probants. Seuls les énantioméres de 1’a-gurjunene, l’o-
funébréne et 1’a-copaene ont pl étre séparés a 1’aide d’une Hydrodex-B-3p. Ainsi, nous
n’avons pas identifi¢ de colonne capable de séparer efficacement les sesquiterpénes
hydrocarbonés tels 1’a-humuléne, 1’(E)-f-caryophylléne et le germacréne-D (composés
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majoritaires de 1’huile essentielle de Senecio vulgaris). Dans la suite de notre travail, nous
nous sommes donc concentrés sur six composés monoterpéniques présents dans les huiles
essentielles du genre Senecio : le limonene, I’a-pinene, le f-pinene, le camphéne, le sabinéne

et ’a-phellandréne.
111.3.2 Application aux huiles essentielles

Afin de garantir une identification non ambigué des différents énantiomeres en mélange,
nous avons réalisé I’¢tude de la chiralité des huiles essentielles « collectives » des especes du
genre Senecio par CPG-DIF et CPG/SM. Leur quantification a été réalisee par la mesure des
pourcentages normalisés des deux énantioméres par rapport a un étalon interne. L’exces

énantiomérique a été calculé en utilisant la formule suivante :

e

XA

ee% = .100

ee% : exces énantiomérique en %
A : Aire normalisée de 1’énantiomeére (+) ou (-)

Y A¢ : Somme des aires normalisées des deux isomeres optiques

Les chromatogrammes obtenus suite a I’injection des huiles essentielles sur la colonne de
type Bdexsm se sont révélés complexes du fait du dédoublement des signaux. En effet, nous
avons été confrontés a de nombreux problémes de co-élutions ; a titre d’exemple, les
énantiomeres du limonene co-éluent avec le p-cymeéne, ceux du sabinéne avec le myrcene et
ceux du camphéne avec le S-pinéne. Nous avons alors mis en ceuvre une nouvelle séparation
en utilisant une autre phase stationnaire, la Hydrodex-B-3p qui permet d’optimiser les facteurs
de capacité (k’) des solutés en intervenant sur leurs vitesses de progression et donc de
résoudre les superpositions. L’analyse conjointe sur les deux colonnes conduit a deux
chromatogrammes dont les aires des signaux d’intéréts sont exploitables. L’exemple présenté
dans la Figure 111.20 illustre I’utilisation conjointe des deux colonnes pour la résolution des
isoméres du limonéne et du camphéne présents dans I’huile essentielle de S. angulatus. Sur la
colonne Bdexsm, nous remarquons une co-élution entre le p-cyméne et I’isomeére (+) du
limonéne au temps 7,6 mn alors que les deux signaux sont résolus sur le chromatogramme
obtenu avec la colonne Hydrodex-B-3p. De la méme maniére, nous observons une co-élution

entre I’isomere (+) du camphéne et I’isomére (+) du a-pinéne sur la colonne Bdexsm alors que
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le chromatogramme avec la Hydrodex-B-3p permet de visualiser les deux signaux résolus des

deux énantioméres () du camphene.

Bdexsm Hydrodex-B-3p
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Chromatogrammes de I’huile essentielle de S. angulatus

Figure 111. 20 : Chromatogrammes illustrant la résolution des formes optiques de 1’a-pinéne, du
limonéne, du camphene et du le f-pinéne dans I’huile essenteille de S. angulatus
par [’utilisation des phases stationnaires fdexsm et de ’Hydrodex [3-3p.
a(+/-) : a-pinéne (+/-) ; b : myrcéne ; c(+/-) : camphene(+/-) ; d(+/-) S-pinene(+/-) ; e(+/-) :
(+/-) limonene; f: p-cyméne

Nous pouvons, maintenant, accéder aux aires respectives des constituants et réaliser le
calcul de I’excés énantiomérique dans les huiles essentielles du genre Senecio. Les
proportions des six couples d’énantiomeres dans les huiles essentielles de chaque espece ont
été regroupées dans le Tableau 111.18. Les principaux constituants du genre sont: les
isoméres (-) de I’a-pinene, du camphene, du S-pinéne et de | ’a-phellandrene et les isomeéres
(+) du limonéne et du sabinene. En dehors de quelques exceptions, nous remarquons
clairement la dominance d’un énantiomére vis-a-vis de son isomére optique. En effet, I’exceés
énantiomérique est supérieur a 90 % dans la plupart des cas. Toutefois, nous pouvons signaler
que le déséquilibre des proportions des deux formes optiques est moins prononcé pour 1’a-
pinene (28,5 % pour le (+) et 71,5 % pour le (-)), le p-pinene (41,5 % pour le (+) et 58,5 %
pour le (-)) et le limonéne (86,6 % pour le (+) et 13,4 % pour le (-)), dans S. inaequidens que

dans les autres taxons. Il en est de méme pour le sabinéne (78,5 % pour le (+) et 21,5 % pour
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le (-)) et le limonene (56,6 % pour le (+) et 43,4 % pour le (-)) dans I’huile essentielle de S.
angulatus, le camphene (29,4 % pour le (+) et 70,6 % pour le (-)) dans I’huile essentielle de S.
transiens (a) et du sabinene (78,6 % pour le (+) et 21,4 % pour le (-)) dans I’huile essentielle
de S. lividus. Enfin, nous n’avons pas observé d’inversion compléte de I’exceés
énantiomérique pour aucun des composes chiraux étudiés. Ces observations semblent
indiquer qu’une voie métaboliqgue commune aux espéces du genre Senecio conduit & une

production favorisée de certaines formes optiques de métabolites secondaires.

Nos résultats constituent des éléments supplémentaires de caractérisation de la
composition chimique des huiles essentielles du genre Senecio. De maniere plus générale, la
détermination de I’excés énantiomérique pourrait constituer un élément intéressant pour le
contrdle de la qualité¢ (par exemple, une certification de l’origine géographique et/ou
botanique) d’une huile essentielle ou de produits agroalimentaires et pourquoi pas comme

outil chimiotaxonomique.

o.-pinéne campheéne £ -pinéne

Aires normalisées ee(%) Aires normalisées ee(%) Aires normalisées ee(%)
Espéces étudiées Ags A ee(+) ee() Ags Ae. ee(+) ee() Ags A ee(+) ee(r)
S. angulatus 1,98E+05 2,75E+07 0,71 99,29  3,54E+04 197E+07 0,18 99,82  2,42E+07 3,30E+08 6,82 93,18
S. aquaticus 2,37E+05 2,75E+06 7,94 92,06 - - - - nd 4,57E+04 - 100
S. cineraria 3,37E+06 4,57E+07 6,86 93,14  524E+04 4,79E+06 1,08 98,92 nd 3,67E+04 - 100
S. inaequidens 2,25E+07 5,66E+07 28,49 7151  6,56E+04 4,79E+06 1,35 98,65 5,34E+05 7,51E+05 41,54 58,46
S. lividus 2,01E+05 6,08E+06 3,19 96,81 nd 3,79E+04 - 100 - - - -
S. serpentinicola 1,35E+05 2,57E+07 0,52 99,48 - - - - 1,53E+03 3,70E+04 3,96 96,04
S. transiens (a) 1,31E+05 3,19E+06 3,95 96,05 1,47E+07 3,53E+07 29,40 70,60 3,06E+04 6,63E+05 4,41 95,59
S. transiens (b) 2,46E+05 4,37E+06 5,33 94,67 - - - - 1,26E+04 5,63E+05 2,19 97,81
S. transiens (c) 2,55E+04 4,16E+05 5,77 94,23 - - - - 3,26E+04 5,63E+05 5,47 94,53
S. transiens (d) 4,90E+05 7,15E+06 6,41 93,59 - - - - 3,26E+04 5,63E+05 5,47 94,53
S. vulgaris 1,83E+06 4,35E+07 4,03 9597  2,26E+03 1,59E+05 1,40 98,60 3,26E+04 5,63E+05 5,47 94,53

sabinene a -phellandrene limonéne

Aires normalisées ee(%) Aires normalisées ee(%) Aires normalisées ee(%)
Espéces étudiées Ags Ae. ee(+) ee() Ags Ae ee(+) ee() Ag, Ae ee(+) ee(?)
S. angulatus - - - - - - - - 1,25E+08 1,62E+08 56,56 43,44
S. aquaticus 2,21E+06 4,03E+05 84,57 15,43 - - - - - - - -
S. cineraria 1,91E+05 1,24E+04 93,92 6,08 - - - - - - - -
S. inaequidens 7,62E+06 2,35E+05 97,01 2,99 - - - - 2,38E+07 1,54E+08 86,62 13,38
S. lividus 1,30E+06 3,52E+05 78,66 21,34 nd 4,53E+08 - 100 3,25E+07 3,47E+08 91,44 8,56
S. serpentinicola 1,20E+05 nd 100 - 2,51E+03 4,59E+04 519 94,81  1,25E+07 547E+08 97,77 2,23
S. transiens (a) 3,26E+06 2,16E+05 93,79 6,21 5,54E+03 2,47E+05 2,19 97,81 2,19E+04 1,86E+06 98,83 1,17
S. transiens (b) 3,33E+06 1,53E+05 9561 4,39 451E+03 1,56E+05 2,81 97,19  1,95E+03 8,55E+05 99,77 0,23
S. transiens (c) 4,13E+06 2,16E+05 95,03 4,97 9,51E+03 3,56E+05 2,60 97,40 2,14E+04 1,06E+06 98,0 1,99
S. transiens (d) 3,15E+06 2,36E+05 93,03 6,97 4,26E+03 1,26E+05 3,28 96,72  3,26E+03 7,55E+05 99,57 0,43
S. vulgaris 4,15E+06 1,15E+05 97,31 2,69 - - - - 1,19E+06 1,86E+08 99,36 0,64

nd: composé non détecté; Ag,. Aires normalisées de I'énantiomére (+); Ac.. Aires normalisées de I'énantiomere(-); ee: exces énantiomériques,
ee+: exces énantiomérique de I'isomére optique (+); ee-: exces énantiomérique de I'isomére optique (-)
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CHAPITRE IV : EVALUATION DES ACTIVITES ANTIOXYDANTES
ET ANTICORROSIVES DES HUILES ESSENTIELLES

Depuis les débuts de ’humanité, I’Homme a toujours utilis¢ des plantes pour leurs
vertus thérapeutiques réelles ou supposees (Raskin et al., 2002 ; Rios & Recio, 2005 ;
Mohagheghzadeh et al., 2006). Cependant la recherche de leurs principes actifs ne débutera
réellement qu’en 1806 avec la découverte de la morphine isolée du pavot par Friedrich
Wilhelm Sertiner. Le postulat de Sertiiner soutenait que la morphine pouvait étre seule a
’origine des effets bénéfiques ou néfastes de la plante. A ce titre, il est considéré comme le
point de départ de I’histoire de la recherche sur les produits naturels. Signalons tout de méme
qu’il faudra attendre 1923 (Schopf & Robinson, 1923) pour que la structure de la morphine
soit élucidée et 1952 pour la synthése (Gates & Tschudi, 1952), soit donc pres de 150 ans plus
tard. C’est véritablement a partir du milieu du XX° siecle, avec le développement des
techniques spectroscopiques et leurs applications dans les années 70, que des travaux relatifs a
I’isolement et la caractérisation des métabolites secondaires possédant des activités

biologiques sont entrepris.

Avant «1’¢re synthétique » des années 1990, 80% des médicaments étaient encore
obtenus a partir d’extraits de racines, d’écorces ou de feuilles de plantes. Malgré 1’essor
considérable de la synthése chimique, les produits naturels restent une source importante de
molécules biologiques actives puisque 60% des anticancéreux et 70% des anti-infectieux
utilisés de nos jours proviennent de produits naturels (McChesney, 2007). De nombreux
travaux ont été menés pour identifier les principes actifs responsables des activités
pharmacologiques des plantes utilisées en médecine traditionnelle. Le regain d’intérét pour
I’utilisation et la consommation de produits « bio », a conduit les scientifiques a s’intéresser
notamment aux huiles essentielles et en particulier aux activités biologiques de leurs
constituants (Bakkali et al., 2008). D’une fagon générale, ces composés présentent 1’intérét
d’avoir une faible toxicité, de bénéficier d’un a priori favorable des consommateurs et d’avoir
un potentiel multi-usage important. Si les propriétés antimicrobiennes sont reconnues depuis
la fin du XIX° siécle, c’est plus récemment que des études ont montreé les activités antivirales,
antimitotiques, antiparasitaires, ou encore insectifuges des huiles essentielles (Burt., 2004) et

des extraits de plantes (Gambari et al., 2011).
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Dan ce mémoire nous nous sommes intéréssésa la recherche d’activités antioxydantes et

anticorrosives des huiles essentielles
V.1 Les Activités antioxydantes des huiles essentielles

La premiére partie de ce chapitre, a €té consacré aux mesures des activités
antioxydantes des huiles essentielles. Les résultats qui suivent sont le fruit d’une collaboration
interdisciplinaire entretenue entre le Laboratoire CPN et le Laboratoire de Génétique

Moléculaire de I’Université de Corse dirigé par Monsieur le Professeur Laurent Varesi

1V.1.1 : Introduction

Ces deux dernieres décennies, les antioxydants naturels et leurs effets sur I’organisme
ont fait ’objet d’un trés grand nombre de publications (Pratt, 1980; Taga et al., 1984;
Altarejos et al., 2005; Perez-Bonilla et al., 2006). Dans une majorité des études, les activités
biologiques sont attribuées aux molécules phénoliques et polyphénoliques (Cuvelier et al.,
1992; Marinova et al., 1992; Chen et al., 1997). De nombreux articles traitent également des
propriétés anti-oxydantes des huiles essentielles (Edris, 2007); les principes actifs sont
souvent des molécules aromatiques comme le thymol et le carvacrol (Beliveau et al.,2006), ou
encore certains alcools, cétones et aldéhydes monoterpéniques tels le linalol, le géranial ou la
menthone (Braga et al., 2006). Dans la premiere partie de ce chapitre, nous présenterons une
synthése bibliographique présentant le phénoméne d’oxydation, les techniques d’évaluation
du pouvoir antioxydant ainsi que les résultats relatifs aux potentiels antioxydants des huiles
essentielles obtenues a partir des genres Xanthium, Limbarda et Senecio de Corse. A
I’exception des huiles essentielles de L. crithmoides (Giamperi et al, 2010), aucune
publication ne fait, a notre connaissance, référence aux activités antioxydantes des especes

étudiées dans le présent travail.

A. L’oxydation

L’oxygene est 1I’élément essentiel a la vie et au fonctionnement des systémes aérobies
(Numiki et al., 1984) toutefois, il participe aussi aux processus d’oxydation (connus sous le
terme de stress oxydatif) responsables de la détérioration des systéemes biologiques par la
production de molécules appelées « radicaux libre » (Bermand, 1990 ; Ramarathman et al.,

1995). Le stress oxydatif serait a 1’origine de plusieurs maladies dont certains cancers et
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certaines maladies auto-immunes comme la sclérose en plaque (Solzbach et al., 1997). Les
cellules possedent néanmoins des mécanismes endogénes de défense (enzymatiques et non-
enzymatiques) capables de lutter contre ce stress oxydatif (Ostrakhovitch & Afanas’ev, 2001).
Cependant, les moyens naturels de protection peuvent étre perturbés par divers
facteurs environnementaux tels que 1’hygiéne de vie, la pollution, I’alimentation ou encore

des troubles métaboliques (Miquel, 2002 ; Boldyrev, 2005).

Les lipides sont des substances particuliérement sensibles a I’oxydation ; ils subissent
trés souvent des altérations de type «auto-oxydation » mettant en jeu des reéactions
radicalaires capables de s’auto-entretenir et ne nécessitant rien d’autre que 1’oxygene
atmosphérique (Labuza, 1971; Larson, 1997). Ce processus de dégradation lipidique pose
probleme dans de nombreux domaines industriels tels que 1’agroalimentaire (huiles, mati¢res
grasses) ou la cosmétique (crémes, savons). Pour limiter 1’altération des produits fabriqués a
base de corps gras, de multiples antioxydants de synthése (dérivés toluéne de 1’anisole ou
encore des parabénes) ont été utilisés par les industriels. Aujourd’hui, ’'utilisation de ces
constituants est limitée en raison de leurs propriétés cancérigenes (Onerba, 2005, Darbre &
Harvey, 2008) ; cette problématique sanitaire a conduit a rechercher de nouvelles sources

végeétales d’antioxydants naturels.
B. L’activité antioxydante des métabolites secondaires

Un antioxydant est une substance ayant la capacité de réagir avec un radical. Il doit par
définition étre capable de ralentir ou retarder le stress oxydatif causé par un radical, méme a
faible concentration, et cela dans des proportions bien inférieures a celle du substrat (Amorti
et al, 2013). On en distingue deux types : - les antioxydants dits « primaires » ou « de rupture
de liaisons » qui interviennent dés ’initiation du processus d’oxydation en empéchant la
formation de radicaux ; - les antioxydants « secondaires » ou « de conservation » qui agissent
au cours de la propagation du mécanisme radicalaire (Antolovich et al., 2001).

Parmi les antioxydants d’origine naturelle, les polyphénols se sont révélés les plus
efficaces (Popovici et al., 2009); a titre d’exemple, nous pouvons citer le pS-caroténe
(provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) et le trolox (son
analogue hydrophile). Par ailleurs, les activités d’un grand nombre de terpenes, d’huiles
essentielle ou d’extraits végétaux ont été décrites dans la littérature (Ruberto et al, 2000 ;
Deans et al., 1994; Amorti et al., 2013). Ainsi Darriet et al.,(2014) et Yang et al., (2013) ont

respectivement montré que les huiles essentielles d’Eryngium maritimum et les extraits de
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Elionurus hensii présentent des propriétés antioxydantes supéricures a celles de I’acide

ascorbique et du Trolox (utilisés comme antioxydants de référence).

C. Mesure de activité antioxydante

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et de la nature diversifiée des
antioxydants, il n’y a pas une méthode universelle pour réaliser la mesure quantitative de
I’activité antioxydante de fagon précise. Le paramétre discriminant d’un potentiel antioxydant
semble étre la capacité a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et

superoxydes (Oz¢).

Il existe une grande variét¢ de tests de mesure de D’activité antioxydante d’un
I’échantillon (matrice ou composé pur). D’aprés Nur Alam et al. (2010), il existe prés de 400
méthodes dont une dizaine seulement ont été appliquées a 1’étude du pouvoir antioxydant des
huiles essentielles (Miguel, 2013). Toutes ces techniques sont basées sur des dosages
colorimétriques et/ou fluorimétriques ; la mesure des activités se fait en fonction des
différences d’absorbance en présence et en absence de la substance antioxydante et 1’activité
est toujours évaluée en fonction d’un antioxydant de référence (Trolox, acide ascorbique,
etc..). Il faut généralement combiner les résultats de différents tests pour avoir une indication

précise sur la capacité antioxydante (Antolovich et al., 2001)

Deux grandes catégories de méthodes se distinguent, les tests associés a la
peroxydation des lipides, d’une part, et les tests anti-radicalaires ou ceux du potentiel
réducteur, d’autre part. Parmi ces derniers, nous pouvons notamment citer :

- le dosage du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) qui renseigne sur la capacité
réductrice des radicaux hydroxyles (OH). D’un point de vue mécanistique, la
réduction du DPPH’ se ferait par transfert d’un atome d’hydrogéne de I’entité anti-
oxydante sur le radical (Popovici et al., 2009).

- le test ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique); la
réduction en ABTS" est favorisée par la présence d’entités électro-donneuses,
possédant un potentiel rédox plus faible que celui du radical (Prior et al,. (2005) ;

- le test FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) mesurant le pouvoir réducteur.
Cette mesure a pour objectif de déceler la capacité d’un produit a réduire les ions

ferriques Fe** en ions ferreux Fe** (Oyaizu, 1986).
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Dans notre étude, nous avons mis en ceuvre ces trois tests afin de quantifier la capacité
des huiles essentielles et leurs fractions (obtenues par chromatographie sur colonne) a
transformer un radical en entité stable (tests DPPHet ABTS™), ou encore a réduire des
substances susceptibles d’activer la formation de radicaux, comme certains métaux de
transition tels que le fer (test FRAP). Pour les deux mesures anti-radicalaires DDPH" et
ABTS™, les activités des échantillons ont été exprimées en fonction de leurs concentrations
inhibitrices medianes (Clso: concentration nécessaire pour inhiber 50% du radical). Ces
derniéres ont été calculées a partir des pourcentages d’inhibition en accord avec la formule
suivante :

AbsBlanc—AbsHE
AbsBlanc

%l = [ ] % 100

%I : pourcentage d’inhibition

Abs Blanc : Absorbance du blanc ; Abs HE : Absorbance de [’huile essentielle ou des
fractions testées

La méthode a été standardisée en ramenant les résultats a un antioxydant de référence ;
[’acide ascorbique.

. Les valeurs de pourcentages d’inhibition ont été reportées graphiquement en fonction de la
concentration et soumis a une régression linéaire, La valeur Clsg a été calculée en prenant la

valeur en Y égale a 50.

Enfin, pour la mesure du pourvoir réducteur FRAP, les absorbances a 700 nm de
chaque échantillon pris a différentes concentrations a été comparée a celle de 1’acide

ascorbique.

IV.1.2 Activités_antioxydantes des huiles essentielles « collectives ».

Dans ce paragraphe nous présenterons dans un premier temps les activités
antioxydantes des huiles essentielles « collectives » puis nous décrirons le potentiel
antioxydant des fractions et sous-fractions obtenues par chromatographies successives afin

d’identifier les constituants impliqués dans le mécanisme de protection contre I’oxydation.

Quatorze huiles essentielles obtenues a partir de onze espéces ont fait I’objet d’une
recherche d’activité anti-oxydante. Les résultats des tests anti-radicalaires (DDPH" et ABTS™)

et du pouvoir réducteur (FRAP) ont été regroupés dans le tableau 1V. 1 et la figures 1V
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Les huiles essentielles de Xanthium présentent une bonne activité anti-radicalaire,
comme en témoigne les valeurs des Clso de X. spinosum et X. italicum (7,79+0.06 et
9,19£70.24 pg/ml, respectivement) qui se rapprochent de celle observée pour 1’antioxydant
de reférence (acide ascorbique : 6,02+0.01ug/mt). Les huiles essentielles de S. inaequidens,
de S. angulatus, de S. transiens (a-d), de S. lividus et de L. crithmoides présentent un pouvoir
anti-oxydant pouvant étre qualifié de modéré ; avec des Clso comprises entre 29,45-17,59 pg/
m¢. Enfin, les huile essentielles des S. cineraria, S.aquaticus, S.vulgaris et .S serpentinicola
n’exhibent pas de propriétés significatives ; comme 1’atteste les Clso comprises entre 92,14 et
351,12 pg/me. D’une maniére générale, les résultats du test ABTS™ sont en accord avec ceux
du DPPH'. En effet, S. cineraria, S. aquaticus, S. serpentinicola et S. vulgaris exhibent de
faibles propriétés antioxydantes (Clso> 69,33 pg/m¢e) alors que celles de L. crithmoides, X.
spinosum et S. angulatus présentent les meilleurs résultats (Clso < acide ascorbique). Dans
certains cas, des contradictions sont observées ; a titre d’exemple I’huile essentielle de X.
italicum a une activité nettement supérieure a celle de S. angulatus selon le test DPPH" tandis
qu’elle est significativement inférieure avec I’ABTS™". De telles différences de résultats entre
les deux radicaux ont déja été rapportées dans la littérature (Darriet et al.,2014 et Ouariachi et
al., 2011).

Clso(Hg/me)” Clso(g/me)”
Echantillons testés® DPPH" ABTS™ Echantillons testés® DPPH* ABTS™
Acide Ascorbique 6,02+0,01 2,66+0,02 Senecio lividus 22,45+0,30  6,22+0,01
Limbarda crithmoides 21,60+0,69  0,59+0,02 Senecio serpentinicola 98,41+0,12  68,92+0,02
Xanthium italicum 9,1940,24 5,45+0,03 Senecio transiens (a) 17,86+0,23  4,56+0,11
Xanthium spinosum 7,79+0,06 1,11+0,01 Senecio transiens (b) 21,41+0,01  6,56+0,08
Senecio angulatus 21,5240,30  2,05%0,10 Senecio transiens (c) 29,45+0,04  7,56+0,05
Senecio aquaticus 92,14+1,21 69,33+2,31  Senecio transiens (d) 19,98+0,03  5,12+0,04
Senecio cineraria 256,31+4,32 149,03+2,32  Senecio vulgaris 351,12+8,12 187,54+1,65
Senecio inaequidens 17,59+0,14  3,72+0,29

a: Huiles essentielles collectives et témoin positif (Acide ascorbique)
b: valeurs des Cls, respectivement sur les radicaux DPPH" et ABTS™

Au niveau du test FRAP, les meilleures activités ont été mesurées pour les huiles
essentielles de X. italicum, X. spinosum et S. lividus. Ici encore, les huiles essentielles de S.
transiens (a-d), S. inaequidens, S. angulatus et L. crithmoides montrent un pouvoir réducteur
modéré alors que celles de S. vulgaris, S. cineraria, S. serpentinicola et S. aquaticus

présentent une faible capacité réductrice.
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Figure IV.1 : Pouvoirs réducteurs des huiles essentielles des genres Xanthium, Limbarda et Senecio.

Les espéces présentant le plus d’activité et le référent sont désignées en couleur : en gris foncé, celles
présentant des activités modérées et en , celles présentant les plus faibles activités.
AA : acide ascorbique, Lc : L. crithmoides, Sa : S. angulatus, Sae : S. aquaticus, Sc : S. cineraria, Sl :
S. lividus, Si : S. inaequidens, Ssp : S. Serpentinicola, Sta-d : S. transiens (a, b,c,d), Sv: S. vulgaris, Xi : X.
italicum, Xs : X. spinosum.
L’examen des compositions chimiques des huiles essentielles permet d’observer une

corrélation positive entre les teneurs en composés oxygeénés et 1’activité antioxydante. En
effet a ’exception de S. cineraria, tous les échantillons ayant un taux important en composés
oxygénés (11,2-74,3%) possedent des propriétés antioxydantes significatives. A contrario, les
huiles essentielles de S. serpentinicola, S. vulgaris et S. aquaticus présentent une faible teneur
relative en constituants oxygénés (5,5-9,8%) associée a une absence de capacité antioxydante.
Toutefois, les quantités en composés oxygénés ne semblent pas étre 1’unique facteur
expliquant ’activité des échantillons. Bien que les huiles essentielles de X. spinosum, L.
crithmoides et S. transiens (a-c) soient les plus riches en composés oxygénés (51,9-74,3%),
elles ne présentent pas toujours les meilleurs pouvoirs antioxydants. Inversement, 1’huile
essentielle de X. italicum est relativement pauvre en oxygénés (31,4%) toutefois, elle présente
la meilleure activité au test DPPH" juste aprés 1’acide ascorbique. Il a donc un effet matrice

impliquant des synergies entre composés apolaires et polaires au sein du mélange complexe.

En accord avec la bibliographie (Burt et al., 2004., Popovici et al., 2009 Baratta et

al.,1998), ces observations nous conduisent a supposer que 1’activité n’est pas uniquement
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liée & la teneur des composés oxygénés mais egalement a la structure de ces derniers. Les
activités des huiles essentielles ont souvent été attribuées aux alcools monoterpéniques
(terpinen-4-ol, linalol) et phénoliques (thymol, carvacrol), aux cétones (menthone), aux
oxydes (1,8 cinéole) et aux phénylpropanoides (eugénol, iso-eugénol et méthyl eugénol
(Bondet et al., 1997). Nous avons ainsi supposé que les propriétés des huiles essentielles
étudiées sont imputables aux composés majoritaires 1’eudesma-4(15),7-dien-1-4-ol dans X.
spinosum (21,3% de sa composition chimique) ou encore le 3-méthoxy-p-cyménene (16,3%)
et le 2,5-diméthoxy-p-cyménene (16,2%) dans L. crithmoides ou a des familles chimiques
telles que les alcools terpéniques (X. italicum, S. lividus et S. angulatus). En outre, 1’absence
d’activité de S. cineraria - malgré une richesse en composés oXygenés - peut s’expliquer par

un taux important en esters linéaires notamment en hexanoate d’hexyle (14,3%).

En raison des interactions moléculaires et des phénomenes de synergie ou
d’antagonisme en milieu oxydant, il semble délicat d’attribuer D’activité d’une huile
essentielle sur la seule base de sa composition chimique. Nous avons donc entrepris une
approche plus ciblée visant a confronter les activités des fractions a celles des huiles
essentielle correspondantes. Ainsi, nous présentons dans la partie suivante les résultats

obtenus sur les fractions des huiles essentielles de L. crithmoides et S. inaequidens.
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Tableau IVV.2 Composés majoritaires, familles de composés et fonctions oxygénés identifiées dans les huiles essentielles de Limbarda, Senecio et

Xanthium

Composés majoritaires > 4%*
nonene

a-pinene

sabinene

p-pinéne

myrcene

a-phellandrene

p-cymeéne

limonéne

(2)-p-ocimene
(E)-B-ocimeéne

terpinoléne

albéne

p-cymeén-8-ol

bornéol

oxyde de thymyle et de méthyle
hexanoate d' hexyle
3-méthoxy-p-cyménene
(E)-p-caryophylléne
2,5-diméthoxy-p-cyménéne
a-humuléne

germacrene-D

S-élémol

viridiflorol

cadalene
eudesma-4(15),7dién-1-p-ol

4-méthoxy, 3-isopent-2-énylacétophénone

8-acétoxybisabolén-1,9-diol

Huiles essentielles collectives®

Sc Sa Si Sv SI  Sae Ssp Sta Stb Stc Std Lc Xi Xs
83 26 16 04 73 166 62 16 29 02 79 - - -
64 134 125 13 23 32 04 07 95 14 139 42 21 01
- - 32 03 01 03 03 1,7 01 01 03 03 58 05
0,1 140 32 172 - 01 13 15 o1 01 01 09 16 08
o1 35 214 12 14 01 112 02 87 03 143 11 15 0.1
0,1 - 1,0 - 30 01 21 12 21 12 05 3,7 - -
0, 02 09 02 239 01 393 37 71 56 18 283 - 0,1
13 113 81 13 85 - 119 77 05 12 07 02 353 13
0,1 - 176 - 02 82 02 34 07 01 07 03 - -
12,7 - 42 04 05 07 02 12 02 03 03 - - 0,2
- - 1,7 52 129 02 90 01 tr 01 07 - 0,1 -
3,2 - 0,2 - - - - - - - - - - -
- - - 01 43 - 14 01 01 tr - 0,3 tr -
- - - - - - - - - - - - 56 -
- - - - - - - - - - - 6,8 - -
143 - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - 163 - -
37 31 13 56 04 05 04 30 05 03 08 05 08 -
- - - - - - - - - - - 162 - 1,3
24 05 25 573 07 03 01 04 03 03 04 01 21 32
112 55 01 13 32 223 29 68 05 21 28 02 25 88
01 94 01 - - 0,3 - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - 87
- - - - - - - - - - - - - 213
- - - - - - - 505 258 - 3,2 - - -
- - - - - - - - 123 173 - - - -
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Tableau V.2 Suite
Huiles essentielles collectives®

Composés majoritaires > 4%* Sc Sa Si Sv Sl Sae Ssp Sta Stb  Stc  Std Lc Xi Xs
euparine - - - - - - - 0,7 05 239 243 - - -
oxyde d’acétoxybisaboléne - - - - - - - - 35 2572 - - - -
cacalohastine - - 6,8 - - - - - - - - - -
(E)-phytol 0,1 - - 29 03 51 - 01 01 07 05 - 0,7 09
Familles de composés

Composes hydrocarbonés 59,2 695 875 852 822 819 924 371 435 196 606 438 66,2 443
Composés oxygenés 33,7 247 112 92 177 98 55 572 482 743 363 532 314 519
Monoterpénes hydrocarbonés 242 486 778 114 632 13,7 76,7 221 293 10,7 341 403 503 3,3
Sesquiterpénes hydrocarbonés 247 179 72 738 112 346 94 133 11,2 87 185 30 158 36,0
Diterpenes hydrocarbonés - 0,2 - - - - - - - - - 0,4 - -
Autres composés hydrocarbonés 103 28 26 07 78 326 63 1,7 30 02 80 06 01 89
Monoterpenes oxygénés 05 56 25 05 134 34 - 14 10 05 16 489 147 39
Sesquiterpénes 0Xygenés 126 191 12 20 25 32 44 41 204 488 52 1,7 133 413
Diterpenes oxygénés 0,7 - - 66 04 51 11 03 02 08 05 20 10 09
Autres composes 0Xygénés 19,9 - 75 01 14 01 - 514 26,6 242 290 01 24 19
Fonction oxygénés

Oxydes 3,3 11 8,1 0,4 1,6 0,1 1,1 0,7 46 262 12 409 44 7,2
Cétones 31 o6 03 05 33 27 01 508 277 04 33 13 38 42
Aldéhydes 10 01 0.2 - - 0,2 - 1,0 05 239 246 02 12 08
Alcools 98 215 15 79 42 75 36 43 166 233 67 48 205 358
Esters 164 08 1,0 - 0,4 - - - - - 01 60 39 02
Acides 0,1 - - 0,1 - - - 01 01 03 09 - - -

a: Composés majoritaires des huiles essentielles collectives
Huiles essentielles collectives de L. crithmoides (Lc); S. cineraria (Sc); S. angulatus (Sa); S. inaequidens (Si); S. aquaticus (Sae); S. vulgaris (Sv);
S. lividus (SI); S. serpentinicola (Ssp), S. transiens (St a-d); X. italicum (Xi); X. spinosum (Xs)
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IV.1.3 Recherche des principes actifs responsables de Dactivité

antioxydante

A. Etude des fractions et sous-fractions de L. crithmoides

Au total cing fractions ont été obtenues par chromatographies successives a partir de
I’huile essentielle collective : une fraction apolaire (FH) et quatre fractions polaires dont la
fraction oxygénée globale (FO) et trois sous-fractions notées FO;-FO3 obtenues a partir de FO
par ¢lution a 1’aide d’un gradient de solvants de polarité croissante. Comme précédemment,
nous avons évalué pour chaque fraction : I’activité anti-radicalaire avec le DPPH et ’ABTS™
ainsi que le pouvoir réducteur des ions fer.

Les résultats obtenus par le test FRAP (Figure 1V. 2) montrent que 1’huile essentielle
(HE) présente une activité modérée en comparaison de celle de la fraction oxygénée (FO). La
fraction FO3 présente le pouvoir réducteur le plus éleve, comparable a celui de 1’acide
ascorbique. Par ailleurs, nous remarquons également que les fractions oxygénéees FO; et FO,

ainsi que la fraction hydrocarbonée (FH) ne présentent pas d’activité réductrice

=¢=AA =lll=HE =fe=FH e==¢=F0 ==F01 =@=F02 FO3

2,5

Absorbance a 700nm
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Figure I1V.2 : Pouvoir réducteur de [’huile essentielle, des fractions et sous-fractions de L.
crithmoides.
AA : acide ascorbique ; HE : huile essentielle collective ; FH : fraction hydrocarbonée ; FO :
fraction oxygénée globale ; FO1-3 : sous-fraction oxygénées 1-3
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Le Tableau IV. 3 présente les activités anti-radicalaires mesurées pour chaque

fraction et sous-fraction sur les deux radicaux le DPPH" et ’ABTS™. Ici encore, il apparait
que l’activité de I’huile essentielle ne peut pas étre attribuée a la fraction hydrocarbonée (FH).
En effet, cette derniére est tres peu active quel que soit le radical utilisé avec des valeurs de
Clso de 280,4 pg/me avec le DPPH'et de 244,3 pug/me avec I’ABTS™. Parmi les fractions
oxygénées, seule la sous-fraction FO; a démontré une forte activité avec des Clsy de
4,15+0,70 pg/me et 0,15+0,02 pug/me en présence de DPPH' et de ABTS™, respectivement.
Ce pouvoir est équivalent voire supérieur a celui mesuré pour I’acide ascorbique (AA).
Ces résultats démontrent que ’activité de I’huile essentielle de L. crithmoides est directement
attribuable a la fraction FO3. Ainsi, nous supposons que les trois composes majoritaires de
I’huile essentielle a savoir le p-cymene et les deux dérivés méthoxy-p-cymeénene ne sont pas
responsables de ’activité anti-radicalaire puisque concentrés dans les fractions FH (49,3%) et
FO; (98,2%) et FO, (98,2%), respectivement

Clso(g/ml)

Echantillons testés® DPPH’ ABTS™
Huile essentielle collective (HE) 21,60+0,69 0,59+0,02
Fraction oxygénée (FO) 20,06+0,14 0,60+0,02
Fraction hydrocarbonée (FH) 280,52+3,94 244,26+22,52
Fraction oxygénée 1 (FO,) 328,95+0,97 188,83+1,35
Fraction oxygénée 2 (FO,) 487,37+5,72 194,66+5,62
Fraction oxygénée 3 (FOs) 4,15+0,17 0,15+0,02
Sous-fraction oxygénée 3b (FO3p) - 0,17+0,04
Sous-fraction oxygénée 3a (FOs,) - 0,51+0,01
Acide ascorbique (AA) 5,88+0,08 2,59+0,03

a: Huile collective de L. crithmoides (HE); FH: fraction hydrocarbonée; FO: fraction oxygénée,
FO,, FO, et FO3 fraction oxygénees 1, 2 et 3; FOs, et FOgyp :sous-fractions de la fraction FO3

Afin de rechercher les principes actifs dans la fraction FO3, nous avons testé deux
sous-fractions notées FOs, et FOg, sur radical ABTS™. La sous-fraction FOg, (Clso de
0,17+0,04 pg/mt) constituée majoritairement d’alcools (71,1%) a présenté une activité

comparable a celle de la fraction FO3 (Clsp de 0,15+0,02 pg/m¢e) et plus importante que celle
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mesurée pour la sous-fraction FO3z, (Clso de 0,51+0,01 pg/mt), dominée par des esters (88,9
%). 1l est donc possible d’attribuer 1’activité anti-oxydante de 1’huile essentielle de L.
crithmoides aux composés phénoliques (thymol) et aux alcools terpeniques (abiénol, alcool
arténuic) et dans une moindre mesure aux esters dérivés du thymol et aux alcools terpéniques

(abiénol, alcool arténuic) et dans une moindre mesure aux esters dérivés du thymol.

HE® HF OF OF1 OF2 OF3 OF3a OF3b

a-phellandrene 3,7 148 - - - - - -
p-cymeéne 28,3 498 - - - - - -
limonéne 0,2 42 - - - - - -
p-cymen-8-ol 0,3 - 06 - - 06 - 2,6
a-terpinéol 0,1 - 05 - - 05 - 5,2
oxyde de thymyle et de méthyle 6,8 - 69 - - - - -
3-méthoxy-p-cyménene 16,3 - 293 982 - - - -
thymol 0,3 - 12 - - 42 13 53
acetate de bornyle 0,3 - 31 - - 153 56 35
modéphéne 0,4 45 - - - - - -
2,5-diméthoxycymeéne 1,2 - 48 - - - - -
2,5-diméthoxy-p-cyménene 16,2 - 223 - 998 - - -
isobutyrate de 8,9-déhydrothymyle 0,1 - 06 - - 16 36 21
(E)-nérolidol 0,2 - 21 - - 43 - 3,6
2-méthylbutyrate de 8,9-dihydrothymyle 2,5 - 51 - - 152 16 26
2-methylbutyrate de thymyle 1,9 - 36 - - 103 353 36
isovalérate de thymyle 0,5 - 08 - - 14 104 09
isovalérate de carvacryle 0,2 - 09 - - 13 172 13
(cis)-alcool arténuic 0,3 - 26 - - 58 14,2
(trans)-alcool arténuic 0,2 - 13 - - 35 43
z-cadinol 0,5 - 05 - - 15 4,3
7-muurolol 0,3 - 03 - - 15 4,2
tiglate de thymyle 0,3 - 03 - - 13 87 13
(2)-abiénol 1,8 - 12 - - 63 01 196
Famillesdecomposés
Composeés hydrocarbonés 438 96,4 - - - - - -
Composés oxygénés 53,2 - 98,6 98,2 99,8 926 97,4 98,2
Monoterpenes hydrocarbonés 40,3 831 - - - - - -
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Fractions et sous-fractions®
HE® HF OF OF1 OF2 OF3 OF3a OF3b

Sesquiterpénes hydrocarbonés 3 115 - - - - - -
Diterpénes hydrocarbonés 0,4 08 - - - - - -
Monoterpene hydrocarbonés 48,9 - 849 98,2 99,8 63 90,2 40,6
Sesquiterpénes oxygénés 1,7 - 104 - - 198 13 306
Diterpene oxygénes 2 - 18 - - 79 01 196
Composés non terpéniques hydrocarbonés 0,1 18 - - - - - -
Composeés non terpeniques oxygénés 0,6 - 15 - - 19 71 32

Fonctions chimiques

Composés aromatiques 758 50,7 68,6 98,2 998 26,3 - -
Composés non aromatiques 21,2 457 30,0 - - 66,3 - -
Oxydes 40,9 - 639 982 998 16 - -
Cétones 1,3 - 580 - - 71 39 176
Aldéhydes 0,2 - 07 - - 05 32 21
Alcools 4,8 - 119 - - 315 14 711
Esters 6,0 - 163 - - 519 889 174

a: Composés majoritaires de I'huile essentielle, des fractions et sous fractions
b: Huile essentielle collective de L. crithmoides
c: Fractions et sous fractions; FH: fraction hydrocarbonée; FO: fraction oxygénée, OF1,

OF2 et OF3 fractions oxygénées 1, 2 et 3; FO3, et FO3;, sous fractions de la fraction FO3

B. Etude de des fractions et sous-fractions de I’huile essentielle de S. inaequidens.

L’activité anti-radicalaire et le pouvoir réducteur de six fractions obtenues par
chromatographies successives a partir de I’huile essentielle de S. inaequidens ont été mesurés
et comparés avec ceux de I’huile essentielle. Ainsi une fraction hydrocarbonée (FH), une
fraction oxygénée (FO), deux sous-fractions (FO; et FO,) obtenues a partir de FO, et trois
sous-fractions (FO,,, FO,p et FO,.) issues de FO, ont été soumises aux tests FRAP, DPPH" et
d’ABTS™.

Comme observée pour 1’huile essentielle de L. crithmoides, la fraction hydrocarbonée
(FH) ne présente aucune activité alors que la fraction oxygénée exhibe un pouvoir réducteur
légérement supérieur a celui de I’huile essentielle. Toutefois, toutes les sous-fractions

oxygenées ne présentent pas la méme efficacité en termes de pouvoir réducteur ; ainsi, les
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fractions FO; et FO,, enrichies respectivement en oxydes (cacalohastine a 99,7 %) et en esters
(62,5 %), présentent des activités négligeables. En revanche, des propriétés antioxydantes
importantes ont été mesurées pour la fraction FO; et les sous-fractions correspondantes (FOzp
et FO,.) dominées par les alcools terpéniques (Tableau 1V. 6). En effet, la fraction FO_, est
largement dominée par des alcools monoterpéniques (46,1 %) dont le terpinen-4-ol (42,6 %)
associé a deux phénylpropanoides, 1’eugénol et le méthyl-eugénol ; ces trois constituants sont

décrits comme étant de bons antioxydants (Ruberto & Baratta, 2000 ; Bondet et al., 1997
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Figure IV.3 : Pouvoirs réducteurs de I’huile essentielle des fractions et sous-fractions de
S. inaequidens.
AA : acide ascorbique ; HE : huile essentielle collective ; FH : fraction hydrocarbonée ; FO : fraction
oxygénée globale ; FO;-, : sous-fractions oxygénées 1-2 ; FO2,. : sous-fractions oxygénées 2a-2c.

Les résultats obtenus & partir des tests anti-radicalaires (DDPH' et ABTS™) sont en
accord avec I’efficacité réductrice démontrée par le test FRAP. Ainsi, ’activité¢ anti-
radicalaire de I’huile essentielle de S. inaequidens peut étre attribuée aux constituants de la
fraction FO (Tableau 1V.5). En accord avec ce qui précede, la fraction oxygénée FO; (riche
en cacalohastine) ne présente pas d’activité significative tandis que la fraction FO, présente de
meilleures activités que la fraction FO. Comme pour le test FRAP, la fraction FO2, n’a montré
aucune activité anti-radicalaire alors que les deux fractions FO,;, et FO, enrichies en alcools

terpéniques présentent des capacités antioxydantes maximales.
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Comme souligné supra, il semblerait que ces molécules soient responsables de ’activité de
I’huile essentielle. Toutefois, les deux sous-fractions FO,, et FO,. ne présentent pas de
valeurs de Clsq inférieures a celle de la FO, en présence du radical ABTS™. De ce fait, nous
avons crée une nouvelle fraction, notée FO3; par mélange des deux sous-fractions. Les
activités de la fraction FO3 (Clsopppy de 0.82ug/me et ClsoasTs de 0,22ug/me) se sont révélées
inféreieures a celles des deux fractions « meres » et a celle de la fraction FO,. Ainsi, le
mélange des alcools monoterpéniques (majoritaires dans FOy,) et sesquiterpéniques
(majoritaires dans FO,.) donne de meilleurs résultats qu’isolés les uns des autres. L’activité de
I’huile essentielle de S. inaequidens semble donc étre liée a un phénomeéne de synergie

impliquant I’ensemble des composés portant une fonction hydroxyle.

Clsp (ug/m€)

Echantillons testés® DPPH’ ABTS™
Huile essentielle collective (HE) 17,59+0,14 3,72+0,29
Fraction hydrocarbonee (FH) 734,23+£10,10 534,19+3,44
Fraction oxygénée (FO) 9,55+0,12 1,28+0,02
Fraction oxygénée 1(FO,) 832,12+10,206 523,34+8,32
Fraction oxygénée 2 (FO,) 6,47+0,14 0,66+0,05
Fraction oxygénée 2a (FO,) 748,61+8,04 441,02+11,11
Fraction oxygénée 2b (FO2p) 1,30+0,01 1,28+0,02
Fraction oxygénée 2c (FOy) 6,88+0,10 1,64+0,01
Fraction oxygénée 3 (FO3) 0,82+0,03 0,22+0,01
Acide ascorbique (AA) 6,02+0,01 2,66+0,02

a: Huile collective de L. crithmoides; FH: fraction hydrocarbonée; FO: fraction oxygénée,
FO;, FO, et FO; fractions oxygénées 1, 2 et 3; FO2, FO2, et FO,, sous-fractions de la fraction FO3
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HE" FH FO FO; FO, FO2a FOp FOy.  FOs

a-pinéne 12,5 13,4 - - - - - - -
Myrcéne 21,4 23,0 - - - - - - -
Limonene 8,1 9,2 - - - - - - -
(2)-p-ocimene 17,6 18,0 - - - - - - -
(E)-p-ociméne 4,2 4,3 - - - - - - -
terpinen-4-ol 0,5 - 1,5 - 5,8 - 426 149 289
acetate d'octyle 0,1 - 0,1 - 0,3 16,4 0,3 - -
trans-acétate de pinocarvyle 0,1 - 0,2 - 0,8 4,6 - -

géraniate de methyle 0,1 - 0,1 - 0,2 8,6 - -

acetate de myrtényle 0,1 - 0,3 - 0,2 7,3 - -

acetate de myrcenyle 0,1 - 0,3 - 0,2 6,7 - -

Eugénol 0,2 - 0,4 - 3,5 2,7 6,3 4,6 51
acetate de néryle 0,3 - 0,2 - 0,3 7,4 - -

méthyle eugénol 0,1 - 1,4 - 5,2 4,3 14 51 4,3
Spathulénol 0,3 - 57 - 25,3 - 5,4 428 316
oxyde de caryophylléne 0,3 - 3,5 - 6,8 4,1 4,5 3,5 5,2
Cacalohastine 6,8 - 72,8 99,7 - - - 0,3 tr
Familes de composés

Composes hydrocarbonés 87,5 98,1 - - - - - -
Composés oxygénés 11,2 - 950 99,7 935 98,4 985 986 925
Monoterpenes hydrocarbonés 77,8 80,0 - - - - - - -
Sesquiterpénes hydrocarbonés 7,2 14,1 - - - - - - -
Composeés non terpéniques hydrocarbonés 2,6 4,0 - - - - - -
Monoterpenes 0xygénés 2,5 - 6,1 - 13,0 54,2 47,1 19,2 32,0
Sesquiterpénes oxygénés 1,2 - 12,8 - 58,8 91 244 621 469
Composés non terpénigues oxXygeénés 7,5 - 76,1 99,7 155 25,6 27,3 125 13,6
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Fonctions oxygénés

Esters 1,0 - 1,3 - 2,6 62,5 0,3 - -
Aldehydes 0,2 - 0,3 - 0,3 4,8 1,2 - -
Cétones 0,8 - 1,0 - 2,8 6,0 0,8 - -
Alcools totaux 1,5 - 10,2 - 53,2 - 62,1 76,0 728
Alcools monoterpéniques 0,6 - 3,0 - 7,9 - 46,1 19,2 32,0
Alcools sesquiterpéniques 0,7 - 7,2 - 45,3 - 16,0 56,8 40,8
Oxydes 7,7 - 80,5 99,7 286 24,2 30,3 153 155
Phénylpropanoides 0,3 - 1,8 - 8,7 7,0 20,3 9,7 9,4

a: Composés majoritaires de I'huile essentielle, des fractions et sous fractions de S. inaequidens
b: Huile essentielle collective de S.inaequidens

c: Fractions et sous fractions; FH: fraction hydrocarbonée; FO: fraction oxygénée,

OF;, OF; et OF; fraction oxygénées 1, 2 et 3; FO2, FO,, et FO,. sous fraction de la fraction FO,
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Dans leur grande majorité, les huiles essentielles étudiées ont présenté des activités
antioxydantes aussi bien anti-radicalaires que réductrices. Les meilleures activités ont été
mesurées pour les huiles essentielles de X. italicum et X. spinosum dont les pouvoirs anti-
oxydants se sont avérés quasi €équivalents voire supérieurs a celui de 1’acide ascorbique.
L’étude détaillée des fractions obtenues a partir des huiles essentielle de L. crithmoides et S.
inaequidens a mis en évidence que I’activité antioxydante ést exclusivement imputable aux
composés oxygénés. Plus particulierement les alcools et les phénylpropanoides. Nos résultats
n’ont pas permis d’attribuer 1’activité antioxydante a un composé unique toutefois, des
synergies évidentes entre composés polaires et en particulier les alcools sont a I’origine d’une

activité accrue.
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1V.2. Les Activités anticorrosives des huiles essentielles

Dans la seconde partic de ce chapitre, nous avons entrepris 1’étude des activités
anticorrosives des huiles essentielles. Ce travail sur la recherche d’inhibiteurs de la corrosion
des métaux a partir d’huiles essentielles est le fruit d’une collaboration récente et fructueuse
avec I’équipe de Chimie du Laboratoire des Substances Naturelles et Synthése et Dynamique
Moléculaire de 1’Université d’Errachidia au Maroc, et en particulier Monsieur le Professeur
Lhou Madjidi. Il représente une démarche innovante, comme [’atteste le faible nombre de
publications sur le sujet Cette partie s’organise en deux sous parties qui présentent

successivement :

(i) un recueil bibliographique intégrant une description du phénomene de
corrosion, les mécanismes et les moyens de détermination des activités
anticorrosives puis une revue des effets anticorrosifs des huiles essentielles
décrits dans la littérature puis ;

(i) les résultats des activités anticorrosives des huiles essentielles de S. angulatus,
S. inaequidens, L. crithmoides et X. italicum

1V.2.1. Introduction

Selon la norme AFNOR NFT30-001 (AFNOR, 1988), le phénomene de corrosion peut
étre défini par la dégradation de 1’état métallique initial pouvant aller jusqu’a sa destruction
sous 1’action du milieu ambiant et/ou par un processus autre que mécanique. Selon la norme
ISO 8044 (1999), elle peut étre définie comme un ensemble d’interactions entre un métal et
son environnement conduisant a des changements dans les propriétés du métal aboutissant a

une altération significative de la fonction du métal.

De ce fait, on peut retenir la corrosion comme le résultat des interactions physico-
chimiques entre le matériau et son environnement entrainant des modifications de propriétés
du métal souvent accompagnées d’une dégradation fonctionnelle de ce dernier (altération de
ses proprietés mécaniques, électriques, optiques, esthétiques, etc...). Elle peut se présenter
sous différentes formes : uniforme, galvanique (dite bimétallique), caverneuse, par pigdres ou
sous contrainte (Fontana, 2005). Evans en 1929 (Evans, 1929) puis Wagner & Traud (1938)
en 1938, sont les premiers a avoir défini la corrosion, en présence d’une phase liquide, comme

un processus ¢électrochimique. Au contact d’un milieu corrosif, il se crée une différence de
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potentiel a I’interface métal/milieu, laquelle va générer la formation d’une pile provoquant
ainsi la décomposition du meétal (Fontana, 2005). Signalons enfin, que la corrosion peut
résulter de phénomeénes chimiques mais elle peut aussi étre induite par des micro-organismes
(bactéries, micro-algues etc..), on parle alors de « fooling » ou « bio-salissures », phénomene

trés connue dans 1’industrie navale (Fontana, 2005, Marchal, 1999).

La corrosion est un phénoméne naturel complexe qui demeure un probléme majeur dans
de nombreux domaines de 1’industrie. Son impact sur 1'économie mondiale et dans la sécurité
humaine s’avére d’une importance capitale. C’est en effet une source de gaspillage de
matieres premiéres générant des codts financiers et énergétiques trés élevés en limitant la
durée de vie des matériaux. On estime ainsi & 150 millions de tonnes la perte annuelle en
acier, ce qui selon 1I’Organisation Mondiale de la Corrosion (OMC) représente un manque a

gagner d’environ 3 a 4% du PIB de I’ensemble des pays industrialisés (Li et al., 2009).

Il existe divers moyens de lutte contre la corrosion, tel que 1’application d’un revétement
métallique ou non métallique ou bien la galvanisation des métaux (Landolt, 1993). Cependant
ces techniques s’avérent souvent inadaptées quand le métal est exposé a un milieu corrosif
(eau, solution alcaline ou acide) pendant une longue période (Jones, 1992). De ce fait la
meilleure solution, a ce jour, d’un point de vue aussi bien pratique qu’économique est 1’ajout

d’inhibiteur de corrosion directement dans le milieu (Uhlig, 1971).
On distingue deux types d’inhibiteurs (Fiaud et al., 2002) :

Les inhibiteurs minéraux : lls sont essentiellement utilisés dans les milieux neutres ou
alcalins. Ce sont souvent des anions ou des cations tels que les ions Ca** et Zn®** mais aussi

des chromates, des phosphates, des molybdates, des nitrates et des nitrites.

Les inhibiteurs organiques : Ce sont les plus utilisés en milieu acide, il s’agit de
molécules organiques présentant des groupements fonctionnels, amine (-NH,), alcool (-OH),
thiol (-SH) et acide carboxylique (-COOH).

Ces derniers vont agir en formant une barriere protectrice a la surface du métal selon
deux procédés (Bommershach, 2005). Les molécules inhibitrices vont, soit s’adsorber via des
interactions de faibles énergies, type Van der Waals, on parlera alors de physisorption, soit
former un édifice covalent en s’intégrant au sein méme de la structure de la surface

métallique, on parlera, alors, de chimisorption entre le métal et I’inhibiteur (Antropov, 1962).
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L’inhibiteur ainsi lié au métal va modifier les réactions électrochimiques en bloquant soit les
sites cathodiques (siége de la réduction du proton H* en milieu acide) soit les sites anodiques
(siege de I’oxydation du métal), soit en bloquant chacun des sites (anodique et cathodique), on
parle alors d’inhibition mixte (Singh & Quraishi, 2009).

De nos jours les solutions acides sont largement utilisées dans de nombreux procédés de
I’industrie tels que le décapage des métaux en sidérurgie et la stimulation des gisements dans
I’industrie pétroliere (Abd EI-Maksoud & Fouda, 2005 ; Wang et al., 2003). Parmi les acides
utilisés on retrouve principalement des acides inorganiques tels que 1’acide chlorhydrique, -
sulfurique, -ortho-phosphorique ou -nitrique. L’agressivité de ces solutions acides, rend
nécessaire et indispensable 1’utilisation d’inhibiteurs de corrosion afin d’éviter 1’attaque des
matériaux métalliques (Uhlig, 1971). Pour pallier ce probléme 1’utilisation d’inhibiteurs
organiques est largement répandue. Cependant la plupart d’entre eux sont hautement toxiques
pour I’homme et I’environnement (Left et al., 2013). Par conséquent, devant la problématique
environnementale et sanitaire et devant I’importance de 1’enjeu que représente la maitrise du
phénoméne de corrosion, depuis quelques années un challenge intéressant consiste a
rechercher de nouveaux inhibiteurs, synthétiques (Bouklah & Hammouti, 2006 ; Bouyanzer et
al., 2010 ; Labjar et al., 2010), ou hémi-synthétiques (Bammou et al., 2011 ; Benabdellah et
al., 2006 ; Boumhara et al., 2014 ; Bouyanzer & Hammouti, 2004 ; Kumar et al., 2008 ;
Ouachikh et al., 2009) et plus récemment des inhibiteurs naturels contenus dans des extraits
de végétaux aux solvants (Bouklah & Hammouti, 2006 ; Bouyanzer et al., 2010 ; Kumar et
al., 2008 ; Left et al., 2013) ou dans des huiles essentielles (Left et al., 2013) obtenues a partir
de plantes aromatiques et médicinales.

A. Détermination des activités et des mécanismes anticorrosifs

La complexit¢ des phénoménes de corrosion nécessite 1’utilisation de méthodes
expérimentales spécifiques pour estimer le taux de corrosion et la nature des mécanismes qui
interviennent au cours de la destruction d’un métal. Pour cela, on distingue deux grands types
de méthodes de mesure : Les mesures gravimeétriques (méthode de la perte de masse) et les

mesures électrochimiques.

La gravimétrie est la méthode la plus ancienne pour 1’évaluation de la corrosion des
métaux et 1’efficacité inhibitrice d’un inhibiteur (Evans & Braddick, 1971 ; Modi et al., 1998 ;
Payan, 2001). Son principe est basé sur la mesure de la perte de masse 4m d’un métal de

surface "S" immergée dans une solution agressive pendant un certain temps "t". Elle
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s’effectue a température constante en 1’absence et en présence d’un gradient de concentration
croissant en inhibiteur. Mais aussi a concentration constante en faisant varier la température
du systeme. Elle refléte le phénomeéne de corrosion tel qu’il est dans 1’état réel, elle est simple
a mettre en ceuvre mais elle est insuffisante pour décrire tous les mécanismes mis en jeu lors
de la corrosion. De ce fait, en complément, on fait souvent appel a des méthodes

électrochimiques.

Ces derniéres peuvent étre classées en deux catégories: Les méthodes électrochimiques
stationnaires (Payan, 2001) et les méthodes électrochimiques non-stationnaires dites
transitoires (Gabrielli, 2002). Parmi les premiéres la plus usitée est la mesure de polarisation
potentiodynamique (Payan, 2001). Elle permet 1’obtention de courbes de polarisation du
métal en milieu corrosif en I’absence et en présence d’inhibiteur et ainsi elle renseigne
davantage sur la qualité anodique, cathodique ou mixte de I’inhibition. Le tracé des courbes
de polarisation permet de caractériser I’influence de 1’inhibiteur sur la cinétique de chacune
des deux réactions élémentaires (anodique et cathodique) de 1’électrode de travail. Cela
permet de déterminer le caractere et le type de l'inhibiteur : cathodique, anodique ou mixte.
Ainsi, trois types de courbes de polarisation sont observés en fonction de la cinétique de la
réaction :

-cinétique d'activation pure ou de transfert de charge ;
-cinétique de diffusion pure ou de transport de matiére ;

-cinétique mixte (activation + diffusion).

Parmi les méthodes transitoires, la spectroscopie d’impédance ¢€lectrochimique est une
méthode complémentaire a celle du tracé des courbes stationnaires. Elle permet une analyse
compléte du mécanisme d’action de I’inhibiteur & l'interface électrochimique. C’est la
méthode la plus apte a répondre aux questions mécanistiques sur la nature des interactions
électrode/électrolyte, telles que les phénoménes de transfert de charge et le transport de
matiéere (Gabrielli, 2002). En effet, ’analyse en fréquence de I’'impédance électrochimique
permet de différencier les divers phénomenes élémentaires en fonction de leur fréquence
caractéristique. Les phénomeénes électrochimiques rapides (transfert de charge qui se produit a
la surface de I'électrode dans la double couche, zone a partir de laquelle 1’espéce est réactive
vis-a-vis du meétal) sont sollicités dans le domaine des hautes fréquences, tandis que les
phénomeénes lents (transport de matiére des especes redox du sein de la solution jusqu'a la
surface de I'électrode : ce transport peut avoir lieu par diffusion, adsorption) se manifestent a
basses fréguences.
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Figure 1V.4 : Principe de I’analyse en fréquence de l'impédance électrochimique.

En plus de la détermination de I’activité anticorrosive au sens propre du terme il est
possible d’apprécier la maniére dont le métal est recouvert par un inhibiteur. Pour cela on se
réfere trés fréquemment a trois modeéles thermodynamiques, fonctions du taux de
recouvrement de I’inhibiteur 0 (Riggs, 1973). 6 se défini comme le rapport entre le nombre de
sites occupés par la molécule inhibitrice sur le nombre total de sites actifs de 1’électrode
métallique, cette valeur exprime le nombre de sites actifs bloqués par une molécule
inhibitrice.

Ainsi on distingue les isothermes d’adsorption (i) de Langmuir qui suppose qu’il n’y a
pas d’interaction entre les différents adsorbats et que chaque molécule d’adsorbat occupe un
site a la surface de métal, (ii) de Frumkin qui au contraire suppose qu’il existe des interactions
attractives ou répulsives entre les différents adsorbats a la surface du métal et (iii) de Temkin
venant mettre en évidence un effet de couverture a couches multiples (Boer, 1968 ; Labjar et
al., 2010 ; Langmuir, 1917). Ces isothermes s’obtiennent en tragant les droites illustrant
I’évolution de la concentration de I’inhibiteur (Cginny) €n fonction de 6 (Langmuir, 1917). Le
choix de I’isotherme d’adsorption appropriée, est confirmé par la valeur du coefficient de
corrélation (R?) et la valeur de la pente qui doivent étre au voisinage de 1. L’isotherme définie
par ces termes est considérée comme modele de la nature des interactions entre la ou les
substances inhibitrices et le métal.
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D’aprés Ivanov (1986), I’efficacité inhibitrice (Ew) d’un inhibiteur en fonction de la
température renseigne grandement sur la nature de ses interactions avec le métal. En effet si
celle-ci augmente dans le sens de I’augmentation de la température cela signifiera que
I’inhibiteur est fortement li¢ au métal par le biais d’interactions de forte énergie donc par
chimisorption alors que si elle diminue cela signifie que I’inhibiteur se désorbe au fur et a
mesure du gradient de température et de la dissolution du métal. Dans ce cas, ce sera, au
contraire, révélateur d’interactions de faible énergie donc de physisorption (Putilova et al.,

1961).

D’une maniére générale, il est admis que I’effet de la température sur la réaction
d’inhibition de la corrosion est trés complexe. Sous ’effet de la chaleur, les interactions entre
I’inhibiteur et la surface du métal sont modifiées et I’action de I’inhibiteur s’en trouve alors
impacté (Bommersbach et al.,, 2005). De ce fait, il est nécessaire de se référer a des
paramétres thermodynamiques tels que I’énergie d’activation du systéme (E‘a), I’enthalpie
(AH%) et I’entropie d’activation (AS%) mais aussi I’enthalpie libre d’adsorption (AG%gs) qui
sont susceptibles de nous renseigner sur les mécanismes mis en jeu (type d’adsorption,
spontanéité de la réaction d’inhibition, etc...) (Orubite & Oforka, 2004 ; Wahdan et al.,
2002). En effet, en milieu acide la vitesse de corrosion W est fonction de la température et
répond alors a 1’équation d’Arrhenius. Ainsi il est possible de calculer les valeurs des énergies
d’activation (sans et avec substance inhibitrice), de 1’enthalpie d’activation et de 1’entropie
d’activation. De la méme maniere [’enthalpie libre d’activation s’obtient a partir de
I’expression ci-dessous et le coefficient d’équilibre du processus d’adsorption k se détermine
a partir de la courbe de I’isotherme décrivant le systeme (Arab & Noor, 1993 ; Langmuir,
1917).

AG’ags =—RT.In(55,5k)

Ainsi pour un systeme donné, une énergie d’activation (E%a) dont la valeur est comprise
entre 40-80 kJ. mol™, une enthalpie (AH%) inférieure & 80 kJ. mol™ et une enthalpie libre
d’adsorption (AG%,s) inférieure & 20 kJ. mol™ (indépendamment du signe) seront révélatrices
d’une physisorption de I’inhibiteur. A contrario, une E% entre 80-100 kJ. mol™, une AH’,
supérieure & 100 kJ. mol™ et une AG%,qs supérieure & 40 kJ. mol™ seront plus apparentées & un
mécanisme d’adsorption chimique (Orubite & Oforka, 2004 ; Wahdan et al., 2002).
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B. Revue des travaux effectués sur les activités anticorrosives des huiles essentielles.

Depuis quelques années un intérét tout particulier a été apporté a I’activité anticorrosive
des huiles essentielles du fait de leur caractere non toxique et de leur bonne biodégradabilite.
A notre connaissance, on dénombre 27 études (Bammou et al., 2010, 2011 ; Benabdellah et
al., 2006 ; Bendahou et al., 2006 ; Boumhara et al., 2014 ; Bouyanzer & Hammouti 2004 ;
Bouyanzer et al., 2006a, 2006b, 2007 ; Chaieb et al., 2004 ; Chetouani et al., 2004 ; Cristofari
etal., 2011 ; Darriet et al., 2013 ; El Ouariachi et al., 2010 ; Gualdrén et al., 2013 ; Halambek
et al., 2013a ; Houbairi et al., 2013 ; Lahhit et al., 2011 ; Ouachikh et al., 2009 ; Poongothai
et al., 2009 ; Potgieter et al., 2012 ; Zerga et al., 2009 ; Znini et al., 2011a, 2011b, 2012a,
2012b, 2012c) qui décrivent les activités anticorrosives de 35 échantillons d’huiles
essentielles d’origines diverses. Les pouvoirs inhibiteurs de ces huiles essentielles ont été tres
souvent déterminés en présence d’acide chlorhydrique comme solution corrosive ; ce qui est
le cas de 18 études (Bammou et al., 2010, 2011 ; Benabdellah et al., 2006 ; Bouyanzer et al.,
2006a, 2006b, 2007 ; Chaieb et al., 2004 ; Chetouani et al., 2004 ; Darriet et al., 2013 ;
Gualdron et al., 2013 ; Halambek et al., 2013a ; Lahhit et al., 2011 ; Ouachikh et al., 2009 ;
Poongothai et al., 2009 ; Potgieter et al., 2012 ; Zerga et al., 2009 ; Znini et al., 2011a, 2012b)
contre sept en présence d’acide sulfurique (H2SOy) (Cristofari et al., 2011 ; EI Quariachi et
al., 2010 ; Ouachikh et al., 2009 ; Potgieter et al., 2012 ; Znini et al., 2011b, 2012a, 2012c),
deux en présence d’acide ortho-phosphorique (H3PO,4) (Bammou et al., 2011 ; EI Ouariachi et
al., 2010 ) et seulement une étude en présence d’acide nitrique (HNO3) (Houbairi et al.,
2013). Ces travaux concernent en grande majorité la recherche d’inhibiteurs de la corrosion
des alliages de I’acier (Benabdellah et al., 2006 ; Bendahou et al., 2006 ; Boumhara et al.,
2014 ; Bouyanzer & Hammouti 2004 ; Bouyanzer et al., 2006a, 2006b, 2007 ; El Ouariachi et
al., 2010 ; Ouachikh et al., 2009 ; Poongothai et al., 2009 ; Znini et al., 2011a, 2012b), de
I’acier doux (Bammou et al., 2010 ; Cristofari et al., 2011 ; Darriet et al., 2013 ; Gualdron et
al., 2013 ; Znini et al., 2011b) et de I’acier inoxydable (Potgieter et al., 2012) ; ils concernent
moins souvent d’autres alliages ferriques tel que le fer blanc (Bammou et al., 2010, 2011) ou
le fer/carbure (Lahhit et al., 2011), le fer lui-méme (Chetouani et al., 2004) ou d’autre métaux
tels que I’aluminium (Halambek et al., 2013a) ou le cuivre (Houbairi et al., 2013).

Le pouvoir anticorrosif de ces huiles essentielles s’étend de 13% a 5g/l pour 1’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus d’Afrique testée en présence de H,SO4 sur de 1’acier
inoxydable (Potgieter et al., 2012) jusqu’a 97,9% a 2 mg/l pour I’huile essentielle d’Eryngium
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maritimum de Corse évaluée sur de 1’acier doux en présence d’HCI (Darriet et al., 2013). En
moyenne, le pouvoir anticorrosif des huiles essentielles testées atteint 68% a des
concentrations allant de 0,5g/l a 19¢/l. La totalité des huiles essentielles étudiees présentent
des caracteres inhibiteurs de types cathodique ou mixte a 1’exception de I’huile essentielle
d’Astericus graveolens (Znini et al., 2012a) qui présente un caractere anodique. Par ailleurs la
totalit¢ des huiles essentielles étudiées se lie au métal par physisorption, excepté 1’huile
essentielle de Cedrus atlantica dont le mécanisme d’inhibition fait appel au phénoméne de
chimisorption (Bouyanzer et al., 2007). On constate aussi des analogies dans le mode de
recouvrement du métal par ’inhibiteur. En effet, 11 huiles essentielles répondent au modele
d’adsorption de I’isotherme de Langmuir (Bammou et al., 2011 ; Boumhara et al., 2014 ;
Cristofari et al., 2011 ; Halambek et al., 2013a ; Houbairi et al., 2013 ; Zerga et al., 2009 ;
Znini et al.,, 2011a, 2011b, 2012a, 2012c), cinq ont validé le modéle de 1’isotherme de
Frumkin (Bouyanzer & Hammouti 2004 ; Bouyanzer et al., 2006a, 2006b ; Chaieb et al.,
2004 ; Chetouani et al., 2004) et une seule I’huile essentielle (Cedrus atlantica) répond au
modele de Temkin (Bouyanzer et al., 2007).

On remarque que les compositions chimiques des huiles essentielles inhibitrices de
corrosion sont dominées par des composes oxygénés. Sur les 20 huiles essentielles dont les
compositions chimiques sont rapportées dans la littérature, les composés majoritaires pour 16
d’entre elles sont des monoterpénes oxygénés tels que le 1,8-cinéole, le bornéol, la carvone,
I’a et la S-thujone ou encore la pulégone, des sesquiterpenes oxygénés tels que des dérivés du
nérolidol dans I’huile essentielle d’Astericus graveolens (Znini et al., 2012a). Ce sont le j-
eudesmol dans Warionia saharea (Znini et al., 2011b) et des cadinol et cadinal dans celle
d’Eryngium maritimum (Darriet et al., 2013). Signalons, enfin, que I’huile essenticlle de
Feoniculum vulgare (Lahhit et al., 2011), constituée majoritairement de monoterpénes
hydrocarbones tels que le limonene (20,8%), le p-pinéne (17,8%) associés a la fenchone
(12,5%), a montré un pouvoir anticorrosif de 73% a 3g/l sur un metal de type fer/carbure en

présence d’HCI.

Il apparait clairement que 1’effet inhibiteur de I’huile essentielle peut étre associé a la
présence de molécules possédant des groupements fonctionnels polaires de type oxyde,
aldéhyde et surtout alcool, favorables aux processus d’adsorption. De plus des effets
synergiques entre constituants d’une méme huile essentielle semblent intervenir ; ainsi un

composé majoritaire testé indépendamment peut présenter une activité différente (Houbairi et
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al., 2013) et agir selon des mécanismes différents (Faska et al., 2008) que I’huile essentielle
globale. De surcroit si 1’on se fie aux travaux de Potgieter et al. (2012), une huile essentielle
ne va pas agir de la méme maniére selon le métal ou ’alliage et selon la nature de la solution

corrosive.

IV.2.2. Activités anticorrosives des huiles essentielles de Senecio. inaequidens, S.
angulatus, Limbarda crithmoides et Xanthium italicum

En collaboration avec 1’équipe de Chimie du Laboratoire des Substances Naturelles et
Synthése et Dynamique Moléculaire de I’Universit¢ d’Errachidia au Maroc, nous avons
réalisé 1’étude des activités anticorrosives des huiles essentielles de Senecio inaequidens, S.
angulatus, Limbarda crithmoides et Xanthium italicum désignées respectivement par HESI,
HESA, HELC et HEXI dans la suite du document et notamment dans les tableaux et figures.
Notre travail s’est inscrit dans la recherche de nouveaux inhibiteurs naturels de la corrosion

des métaux.
A. Etude gravimétrique

L’ensemble des activités anticorrosives des huiles essentielles, hormis 1’huile essentielle
de SI, a été déterminé par la méthode gravimétrique. Pour ce faire on a mesuré la perte de
masse Am d’une électrode d’acier que I’on a plongé durant 6 h a 298 K dans 100 m{ d’une
solution HCI 1M en I’absence et en présence d’un gradient de nos huiles essentielles a

concentration croissante.

La détermination des différents Am nous a permis d’évaluer, d’une part, les variations de
vitesse de corrosion W et, d’autre part, les variations d’efficacité inhibitrice E,,, pour chacune
des huiles essentielles étudiées. Le Tableau 1V.7 regroupe les valeurs de la vitesse de
corrosion (W), le taux de recouvrement (0) et I’efficacité inhibitrice (E\%) qui représentent la
moyenne de trois essais effectués dans les mémes conditions, pour différentes concentrations

en huiles essentielles testée.
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Concentration

Inhibiteurs® @) W (mg/h.cm?)P Ew (%)° 0 = E,/100°
HCI 1M 0,381 -
0,25 0,193 49,36 0,4936
0,50 0,165 56,60 0,566
HESI 1,00 0,101 73,53 0,7353
1,50 0,056 85,28 0,8528
2,00 0,036 90,56 0,9056
0,25 0,203 46,85 0,4685
0,50 0,163 57,24 0,5724
HESA 1,00 0,105 72,43 0,7243
1,50 0,061 83,95 0,8395
2,00 0,050 86,97 0,8697
0,25 0,216 43,39 0,4339
0,50 0,163 57,14 0,5714
HELC 1,00 0,128 66,5 0,665
1,50 0,102 73,11 0,7311
2,00 0,084 77,85 0,7785
0,25 0,146 41,7 0,417
0,50 0,124 50,37 0,5037
HEXI 1,00 0,106 62,12 0,6212
1,50 0,098 71,26 0,7126
2,00 0,091 74,11 0,7411

a : Huile essentielles utilisées comme inhibiteur de la corrosion : HESI : huile essentielle de
S. inaequidens ; HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile essentielle de
Limbarda crithmoides ; HEXI : huile essentielle de X. italicum.

(Ew) dépendent de la concentration en huile essentielle (Cin,). En effet, la vitesse de
corrosion diminue tandis que l'efficacité inhibitrice croit avec la concentration en huile
essentielle, ce qui signifie que les quatre huiles essentielles étudiées inhibent la corrosion de
I’acier dans HCI 1M d'une maniére dose-dépendante (Figures 1V.5 & 1V.6).
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Figure 1V.5: Variation de la vitesse de corrosion (W) de I’acier dans HC1 1M en présence des quatre
huiles essentielles étudiées a 298 K pendant 6 h d’immersion. HESI : huile essentielle de S.
inaequidens ; HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile essentielle de Limbarda
crithmoides ; HEXI : huile essentielle de X. italicum.
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Figure IV.6: Variation de ’efficacité inhibitrice (E,,) de I’acier dans HCI 1M en présence des quatre
huiles essentielles étudiées a 298 K pendant 6 h d’immersion. HESI : huile essentielle de S.
inaequidens ; HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile essentielle de Limbarda
crithmoides ; HEXI : huile essentielle de X. italicum.

L’analyse des résultats rapportés dans le Tableau 1V. 7, nous permet de conclure que les
quatre huiles essentielles étudiées présentent d’excellentes propriétés inhibitrices de la

corrosion de I’acier en milieu HCI 1M. En effet, l'efficacité inhibitrice atteint des valeurs
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maximales de 90,56%, 86,97%, 77,85% et 74,11% en présence de 2 g/l respectivement de
I’huile essentielle de S. inaequidens , S. angulatus, L. crithmoides et X. italicum. Ce
comportement peut étre attribué a I'augmentation de la surface recouverte 6 par 1'adsorption
des composants des huiles essentielles a la surface de 1’acier en la protégeant contre les ions
corrosifs de ’acide. Cette protection de la surface de l'acier se fait par un blocage des sites
actifs engendrant, ainsi, la formation d’un film protecteur a ’interface acier/solution (Herrag

et al., 2010).

L’efficacité inhibitrice de I’huile essentielle de S. inaequidens est plus importante et
s’avere comme le meilleur inhibiteur des quatre huiles essentielles étudiées. Cette différence
de D’efficacité trouve son origine dans la différence des compositions chimiques des quatre
huiles essentielles. Dans la suite de nos travaux, nous nous intéresserons a I’huile essentielle
de S. ineaquidens qui s’est révélée étre le meilleur inhibiteur des quatre huiles essentielles (E

= 90,56%)
B. Etude thermodynamique

La stabilité d'un inhibiteur de corrosion dans un milieu agressif a des températures
d’utilisation données, est trés importante pour son application. En général, l'effet de la
température sur la réaction d'inhibition de la corrosion est trés complexe car de nombreux
changements peuvent se produire sur la surface du métal tel que la gravure rapide, la
désorption de l'inhibiteur et sa décomposition, I’oxydation et/ou le réarrangement de
l'inhibiteur. Ainsi, 1’élévation de température peut avoir une incidence importante sur la
formation de la couche inhibitrice et sa stabilité. Par conséquent 1’é¢tude de I’effet de la
température donne des indications sur le mode d’action de I’inhibiteur (chimisorption ou

physisorption) (Bommersbach et al., 2005).

Afin de déterminer ’effet de cette variable sur le pouvoir inhibiteur des quatre huiles
essentielles, nous avons effectué une étude gravimétrique en présence de 2 g/l de chaque huile
essentielle a différentes températures comprises entre 303 K et 343 K. Les valeurs de la
vitesse de corrosion, le taux de recouvrement (0) et de l'efficacité correspondante sont

rassemblées dans le Tableau 1V.8 et dans les Figures 1V.7 et IV.8
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Inhibiteurs T (K) Wi, mg/cm?h W, mg/em?.h E. % 0 = E,/100
303 0,362 4,178 91,33 09133
313 0,933 74,186 87,43 0,8743
2 g/l HESI 323 2,303 11,178 79,4 0,794
333 5,327 17,369 69,33 0,6933
343 9,654 19,369 50,16 0,5016
303 0,655 4,178 84,33 0,8433
313 1,496 74,186 79,83 0,7983
2 g/l HESA 323 3,709 11,178 66,82 0,6682
333 8,106 17,369 53,33 0,5333
343 12,080 19,369 37,63 0,3763
303 0,392 4,178 717,76 0,7776
313 1,114 4,178 73,33 0,7333
2 g/l HELC 323 2,535 74,186 65,83 0,6583
333 4,826 11,178 56,82 0,5682
343 9,843 17,369 4333 0,4333
303 1,135 4,178 72,83 0,7283
313 2,569 74,186 65,37 0,6537
2 g/l HEXI 323 5,318 11,178 52,42 0,5242
333 10,555 17,369 39,23 0,3923
343 13,320 19,369 31,23 0,3123

HESI : huile essentielle de S. inaequidens ; HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile
essentielle de Limbarda crithmoides ; HEXI : huile essentielle de X. italicum.
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Figure 1V.7: Variation de la vitesse de corrosion (W) obtenue par gravimétrie a différentes
températures pour les quatre huiles essentielles étudiées. HESI : huile essentielle de S. inaequidens ;
HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile essentielle de Limbarda crithmoides ;
HEXI : huile essentielle de X. italicum.
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Figure 1V.8: Variation de I'efficacité inhibitrice (E,,) obtenue par gravimétrie & différentes
températures pour les quatre huiles essentielles étudiées. HESI : huile essentielle de S. inaequidens ;
HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile essentielle de Limbarda crithmoides ; HEXI :

huile essentielle de X. italicum.

L'examen des données obtenues (Figures 1V.7 & 1V.8) montre bien que la vitesse de
corrosion (W) augmente en fonction de la température. Cette augmentation est plus prononcée
avec la température pour la solution corrosive seule (HCI 1M) confirmant une dissolution
métallique croissante avec 1’augmentation de la température. Toutefois, en présence des

molécules inhibitrices, I'augmentation de la vitesse de corrosion (W,) est bien plus faible que
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celle observée dans le cas du témoin. Nous concluons aussi que l'efficacité inhibitrice (Ew)
dépend de la température. En effet, elle diminue avec la température de 303 & 343 K en
présence de 2 g/l de chaque huile essentielle. A titre d’exemple, en présence de I’huile
essentielle de S. inaequidens, avérée meilleur inhibiteur, la diminution de I'efficacité
inhibitrice est moins importante (50,16 % a 343K). La diminution de I’efficacité inhibitrice
peut étre attribuée a I’augmentation du taux de dissolution de I'acier liée a la désorption
partielle de I’'HE de la surface métallique avec 1’augmentation de la température (Schorr,
&Yahalom, 1972). En effet, la diminution de 1’efficacité inhibitrice avec la température a été
expliquée par Ammar & El Khorafi (1973) comme le résultat des interactions physiques de
type Van Der Waals entre la surface de fer et I'inhibiteur. Ces interactions sont trés sensibles a

’agitation thermique et sont trés faciles a rompre dés que celle-ci augmente.
C. Les parameétres cinétiques d'activation (Ea, AHa, ASa)

En solution acide, la dépendance de type Arrhenius observée entre la vitesse de corrosion
et la température, nous a permis de calculer la valeur de 1’énergie d’activation du processus de
corrosion, a différentes températures, en Il'absence et en présence de l'inhibiteur, selon la

relation :

Weorr = kexp (_ %) 1)

oll W, est la vitesse de corrosion de I'acier en (mg/cm?.h), E, est 1’énergie
d'activation (kJ.mol™), R est la constant des gaz parfaits (8,32 J.K™-mol™), k est un facteur
pré-exponentiel, T est la température absolue en K.

La Figure 1V.9 illustre la variation du logarithme de la vitesse de corrosion en fonction
de l’inverse de la température absolue. Cette variation du Ln Wcorr =f (1/T) est une droite
pour les différentes concentrations en huile essentielle. A partir de la relation d’Arrhenius,

nous pouvons donc calculer les énergies d’activation (Tableau 1V.9).
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Figure 1V.9: Droites d’ Arrhenius de I’acier en milieu acide HCI 1M en absence et en présence de 2 g/l
des quatre huiles essentielles étudiées pendant 1h d’immersion. HESI : huile essentielle de S.
inaequidens ; HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile essentielle de Limbarda

crithmoides ; HEXI : huile essentielle de X. italicum.

Pour accéder aux caractéristiques cinétiques d’activation telles que 1’enthalpie (AH’a) et
I’entropie d’activation (AS°a), nous avons utilisé I’équation de transition d’ Arrhenius ou celle
du complexe activé (Bockris & Reddy, 1973):

RT ASy AHG
W= S exp (T) exp (_ RT) (2)
oU h est la constante de Plank (6,63 x107**J.s), N est le nombre d’Avogadro (6.02x10%

mol ™), % = Ky, =1,38x102).K ™ est la constante de Boltzmann, AH;, est I’enthalpie

d’activation et AS, est I’entropie d’activation.

La Figure 1V.10 illustre la variation de Ln (W/T) en fonction de (1/T) pour I’acide seul et
pour les différentes concentrations. Les droites obtenues ont une pente égale (-AH®,/R) et une
ordonnée a I’origine égale a [Ln (Ky/h) + AS°,/R]. Gréce & ces droites, nous pouvons donc

calculer les valeurs de AH®, et AS®,. Les valeurs sont données dans le Tableau 1V.9.
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Figure 1V.10: Variation s de Ln (W/T) en fonction de (1/T) de I’acier en absence et en présence de 2
o/L des quatre huiles essentielles étudiées. HESI : huile essentielle de S. inaequidens ; HESA : huile
essentielle de S. angulatus ; HELC : huile essentielle de Limbarda crithmoides ; HEXI : huile
essentielle de X. italicum.

. ES AH®® E._ AH®, AS°,°
Inhibiteurs® " 4 4 1
(KJ. mol™) (KJ. mol™) (KJ. mol™) (J. mol=.K™)

HCI 1M 34,10 31,41 2,69 -128.86

+2 g/l HESI 71,98 69,29 2,69 -24.62

+2 g/l HESA 65,23 62,54 2,69 -41,96

+2 g/l HELC 54,26 51,57 2,69 -73.38

+2 g/l HEXI 55,08 52,40 2,68 -70,40

a :HESI : huile essentielle de S. inaequidens ; HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile
essentielle de Limbarda crithmoides ; HEXI : huile essentielle de X. italicum.

b : Energie d’activation

¢ : Entropie d’activiation

Les données rapportées dans le Tableau 1V.9 montrent clairement que les valeurs des
énergies d’activation en présence des quatre huiles essentielles étudiées sont supérieures a la
valeur obtenue pour la solution sans inhibiteur. Il est a souligner que la vitesse de corrosion
(W) est influencée par 1’énergie d’activation (Ea). En général, une valeur élevée de Ea conduit
a la plus faible vitesse de corrosion. En outre, une valeur de Ea située entre 40-80 kJ.mol™
peut étre attribuée a 1’adsorption physique (physisorption) qui se produit entre les charges des

molécules inhibitrices et la charge de la surface de I’acier (Obot & Obi-Egbedi, 2011). Ce
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type d’adsorption est souvent li¢ a la formation d’un film de caractére €lectrostatique sur la

surface du métal.

Les valeurs positives des enthalpies (AH®;>0) reflétent le caractere endothermique de
processus de dissolution de I’acier, ce qui signifie que cette réaction de dissolution est
difficile dans le milieu HClI 1M en présence des inhibiteurs (Mu et al., 2004). Nous
remarquons aussi qu’en présence des inhibiteurs, la valeur de AH’, est plus élevée que celle
du témoin, cela indique que la barriere d'énergie de la réaction de corrosion augmente en
présence de ces inhibiteurs expliquant leur grande efficacité de la protection de ’acier vis-a-

vis du milieu corrosif.

Par ailleurs, les valeurs négatives des entropies (AS°,) en présence des quatre huiles
essentielles étudiées reflétent la formation d'une couche ordonnée et stable sur la surface de
I’acier. Cela implique que le complexe activé dans I'étape déterminante de la vitesse
représente une association plutdt qu’une dissociation, tout en signifiant qu'une diminution du
désordre se produit lors de la transformation des réactifs en complexes activés (Martinez &
Stern, 2002).

En outre, la valeur moyenne de la différence (E, — AH,) est de 2,69 ki.mol™?, qui est
approximativement égale & la valeur du produit RT (2,69 kJ.mol™) & la température moyenne
(323 K) du domaine étudié. Ce résultat justifie que le processus de corrosion est une réaction

unimoléculaire tel que décrit par I'équation connue des gaz parfaits (EI Ouali et al., 2010) :
E, — AH, = RT (3)
D. Isotherme d'adsorption et l'énergie libre standard d'adsorption A Goads

En général, le mécanisme d'adsorption d’un inhibiteur sur la surface métallique est un
processus complexe qui dépend, en autre, des caractéristiques €électroniques de I’inhibiteur, de
la charge de la surface de metal et la nature des interactions entre le métal et 1’inhibiteur.
Ainsi, afin d'acquérir une meilleure compréhension du mode d'adsorption de I'inhibiteur sur la
surface de l'acier, les données précédentes ont été testées avec trois types d’isothermes

d'adsorption : Langmuir, Temkin et Frumkin.
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Langmuir : C/6 = 1/K+ C ou Ln(C/6) = Ln(1/K) + LnC (4)
Temkin : Ln(6/C) = LnK — g6 (5)

Frumkin : Ln{C * (6/((1 —0) )} = LnK + g6 (6)

Ou K désigne le coefficient d’adsorption (cad la constante d’équilibre du processus
d’adsorption) et Ci,, la concentration de I’inhibiteur dans la solution. g est une constante

d’interaction entre particules adsorbées.

Afin d’obtenir 1’isotherme approprié, le taux de recouvrement de la surface métallique (6)
a été graphiquement établi en fonction de la concentration de I’huile essentielle (Ciyp). Ainsi,
le choix de I’isotherme d’adsorption, présentée graphiquement par une droite, a été confirmé
par la valeur du coefficient de corrélation (R?) et la valeur de la pente qui doivent étre au
voisinage de 1. La Figure IV. 11 (a-c) représentent les isothermes d’adsorption tracées pour

la température de 298 K a partir des valeurs de 6, obtenues par des mesures gravimétriques.
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Figure IV.11: Isothermes d’adsorption de Langmuir(a), Temkin (b)et Frumkin(c) de I’acier dans HCI
1 M en présence des huiles essentielles étudiées a 298 K. HESI : huile essentielle de S. inaequidens ;
HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile essentielle de Limbarda crithmoides ; HEXI :
huile essentielle de X. italicum

Il est clair dans le cas de I'isotherme d'adsorption de Langmuir, tous les coefficients de
corrélation linéaire (R%) sont & peu prés égaux a 1, et les valeurs de pente sont également
proches de 1, ce qui indique que l'adsorption des huiles essentielles sur la surface de I'acier
obéit a ce type d'isotherme. Ce résultat montre que les molécules adsorbées n‘occupent qu'un
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seul site de la surface métallique et qu’elles n’interagissent pas entre elles et avec d'autres
espéces adsorbées. De plus, tous les sites d’adsorption sont équivalents
thermodynamiquement et 1’énergie d’adsorption est donc indépendante du taux de
recouvrement de la surface 6, ce qui signifie que I’énergie d’adsorption est la méme pour tous

les sites.

L’énergic libre d’adsorption est liée & la constante d’équilibre d’adsorption par la

relation suivante:

55.5

AGoads
—?J (7)

K:—.exp(

L’intersection des droites de Langmuir avec 1’axe Cin/ 0, donne la valeur de la constante

d'équilibre K (La valeur 55,5 est la concentration de I’eau en mol/L (10° g/L)).

Les valeurs des constantes d'équilibre K et des énergies libres standard d’adsorption

AGP,4s calculées sont rassemblées dans le Tableau 1V.10.

Inhibiteur® K (L/g) -AG%q (KJ. mol™h)P
HESI 0,74 ~16.38
HESA 0,72 ~16.31
HELC 0,68 -16.17
HEXI 0,62 -15,94

a:HESI : huile essentielle de S. inaequidens ; HESA : huile essentielle de S. angulatus ; HELC : huile
essentielle de Limbarda crithmoides ; HEXI : huile essentielle de X. italicum

Les valeurs négatives de AGqs calculées & 298 K indiquent que le processus d'adsorption et
la stabilité de la couche adsorbée sur la surface de I'acier est spontanée (\Wahdan et al., 2002).
Il est bien connu que les valeurs de AGP,4s voisines de -20 kJ.mol™ ou moins sont associés au
phénomene de physisorption ou ’action inhibitrice est due aux interactions électrostatiques
entre les molécules chargées et la charge du métal, alors que les valeurs proches de -40
kJ.mol™ ou plus sont associées & la chimisorption en raison du partage ou le partage et/ou le
transfert d’électrons des molécules inhibitrices a la surface du métal se produit pour former

des liaisons covalentes ou de coordination (Ebenso et al., 2009). Ainsi, dans la présente étude,
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les valeurs négatives de AG®,qs au-dessus de -20 kJ mol™ suggerent que I’action inhibitrice
des huiles essentielles étudiées est due aux interactions électrostatiques entre leurs
composants et la surface de I'acier (adsorption physique ou physisorption). En outre, la valeur
plus négative de 1’énergie libre standard d’adsorption (AG%%gs) et la grande valeur de constante
d’équilibre (K) de I’huile essentielle de S. inaequidens, par rapport a celles d’autres huiles
essentielles, suggeére que le recouvrement des sites actifs par I’huile essentielle de S.
inaequidens est meilleure par sa forte adsorption sur la surface métallique, d’ou sa meilleure

efficacité inhibitrice.

E. Comportement de la corrosion de ’acier en milieu HCI IM par les fractions obtenues de

I’huile essentielle de S. inaequidens

Les résultats exposés ci-dessous montrent clairement que 1’huile essentielle de SI est le
meilleur inhibiteur des quatre huiles étudiées. Ce résultat remarquable, nous a incité a nous
s’intérésser dans la suite de nos travaux a la recherche du composant a 1’origine de 1’activité
inhibitrice de cette huile essentielle. Ainsi, nous avons étudié, dans un premier temps,
I’activité anticorrosive de la fraction oxygenée (FO) et de la fraction hydrocarbonée (FH)

résultantes du fractionnement de 1’huile essentielle globale (Cf partie expérimentale section

4). Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 1V.11.

Inhibiteurs C (g/L) W (mg/h.cm?) Ew (%)
HCI1 M 0,381 -

0,25 0,168 55,87

0,5 0,132 65,41

FH 1,0 0,102 73,12
1,5 0,083 78,25

2,0 0,067 82,55

0,25 0,167 63,72

0,5 0,106 72,94

FO 1,0 0,071 75,17
1,5 0,052 81,38

2,0 0,040 86,54

Les résultats obtenus montrent clairement que I'efficacité inhibitrice Ew (%) augmente

avec la concentration des deux fractions pour atteindre des valeurs maximale de 82,55 et
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86, 54% a 2 g/l pour FH et FO, respectivement. L’activité anticorrosive des deux fractions est
étroitement liée au caractere hydrophobe (apolaire) du squelette hydrocarboné pour la FH et
au caractere hydrophile (polaire) de groupements fonctionnels de la FO (Fokin et al., 1986).
Les résultats obtenus montrent également que les interactions concentration-dépendante, au
niveau de ’efficacité de I’huile essentielle globale de S. inaequidens, ont été observées lors de
la combinaison de deux fractions (FH et FO). Ainsi, un effet antagoniste, voire compétitif, est
relevé a faibles concentrations (0,25-1g/L), contrairement aux concentrations élevées (1,5 et

20/L) ou un effet synergique a été observé.

Ces observations sont probablement dues au fait que les terpénes hydrocarbonés,
contenus dans la FH, peuvent agir comme des inhibiteurs de type film qui retardent la vitesse
de la corrosion du métal en formant une barriére ou un film mince protecteur entre le métal et
son environnement (Halambek et al., 2013 ; Rosliza et al., 2010). Ce film hydrophobe
contribue, d’une certaine manicre, aux interactions entre les composés adsorbés ou les especes
corrosives et le métal (Keddam et al., 1981 ; Knag, 2006). Une étude similaire a montré que
I’efficacité inhibitrice (76% a 3 g/l) de I’huile essenticlle de Foeniculum vulgaris, est due a
l'adsorption des différents composants de I’huile sur la surface du métal, conduisant ainsi a la
formation d'un film qui limite l'effet corrosif de HCI 1M. Cette huile essentielle est
caractérisée par le présence majoritaire de monoterpénes hydrocarbonés tels que le limonéne
(20,8%) et le p-pinéne (17,8%) (Lahhit et al., 2011). Par ailleurs, I'efficacité inhibitrice des
terpénes oxygénés pourrait étre attribuée aux atomes d'oxygene de leurs groupements
fonctionnels (O-H, C=0, C-O) ou d’¢électrons © des cycles aromatiques ou des doubles
liaisons présent dans leur structure qui sont connues comme sites actifs de 1’adsorption sur la
surface métallique. Ces groupements ont également tendance a augmenter I'effet inhibiteur
par la formation de chélates avec des cations métalliques. Il a été rapporté que la présence de
I’atome d'oxygene combiné a une double liaison dans une molécule peut contribuer, par effet
synergique, a la formation d’un polymere complexe sur la surface du métal (Halambek et al.,
2010).

En somme, de toute la gamme de concentrations testée, la FO s’est avérée plus efficace
qgue la FH, ce qui suggere que l'activité anticorrosive de cette fraction est due a ses
constituants polaires. Cet état des lieux nous a poussé a poursuivre notre démarche en
procédant a 1’é¢tude de comportement des sous fractions de la fraction FO en particulier la

fraction FO; constituée quasi intégralement de cacalohastine (cf chapitre I11). Ce dérivé
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naphtalofuranique (Figure 1V.12) qui représente 6,8% de I’huile essentielle et 72,8% de la

fraction oxygénée a tout particuliérement attiré notre attention.

™~

O

/

Figure 1V.12 : Structure de la cacalohastine

L’étude de I’effet inhibiteur de la corrosion de 1’acier en milieu HCI par la cacalohastine
¢été réalisée dans les mémes conditions que celles utilisées dans le cas de I’huile essentielle
globale de S. inaequidens et de sa fraction FO et FH. Cette étude nous a permis de déterminer
les valeurs de pourcentage d'efficacité inhibitrice Ew (%) et la vitesse de corrosion (W)
obtenue a partir de la méthode de perte de masse dans HCI 1 M, en absence et en présence de

différentes concentrations de cacalohastine a 298 K comme le montre le Tableau 1V.12.

Inhibiteur C (g/)? W (mg/h.cm?)° Ew (%)
0,0 0.381 )
0.25 0.134 64.82
cacalohastine 0.50 0.083 73.54
1,0 0.053 78.17
1.5 0.036 82.87
2,0 0.033 87.17

a : Concentrations en cacalohastine au sein de la solution ; b : Vitesse de corrosion ; c :
Efficacité inhibitrice

Les résultats rapportés dans le Tableau V.12 montrent que ’efficacité inhibitrice Ew
(%) de la Cacalohastine est de méme ordre que celle de la fraction FO, ce qui suggére que
I’activité inhibitrice de cette fraction résulte, entre autre, de son constituant : la cacalohastine.

Nous pouvons noter également que 1’efficacité inhibitrice de la cacalohastine est proche du
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pourcentage d’inhibition de I’huile essenticlle globale de S. inaequidens, obtenu a 2 gll,
indiquant aussi que ce composé est en grande partie responsable de 1’activité anticorrosive de

I’huile essentielle.

L’importance des résultats obtenus avec I’huile essentielle de S. Inequidens (identification du
composant responsable de son activité anticorrosive), nous a conduits a nous intéresser a son

mécanisme d’action.

F. Corrélation entre la structure moléculaire de la cacalohastine, et son activité

anticorrosive

En solution aqueuse acide, la cacalohastine peut exister soit sous forme neutre, soit sous
la forme protonée (cation) et par conséquent, deux modes d'adsorption sur la surface
métallique en milieu acide peuvent avoir lieu. D’une part, les molécules neutres peuvent étre
adsorbées a la surface de I'acier par chimisorption, impliquant le déplacement des molécules
d'eau sur la surface de l'acier soit par le biais du partage et/ou du transfert des paires
d'électrons non partagées des atomes d'oxygéne et des orbitales vacantes « d » des atomes de
la surface métallique ; cela peut se faire par formation de liaisons de type « donneur-
accepteur » entre les électrons m du noyau aromatique ou des liaisons multiples et des
orbitales vacants «d » des atomes de la surface métallique. D’autre part, les molécules
protonées peuvent étre adsorbées a la surface de l'acier par I'intermédiaire du mécanisme de
physisorption, impliquant les interactions électrostatiques entre les ions cationiques de la
Cacalohastine et les anions chlorures (CI") déja adsorbés sur la surface métallique. En effet,
les ions chlorures apportent un exces de charges négatives au voisinage de la surface
métallique ce qui favorise I'adsorption des molécules protonées.

Dans le but de mieux comprendre le mécanisme d'adsorption, au niveau moléculaire, de
la cacalohastine, a travers sa structure chimique, sur la surface de I'acier, nous avons fait appel
aux calculs chimiques quantiques en I’occurrence la méthode DFT (Density Functional
Theory). Les calculs théoriques sont effectués en utilisant le programme Gaussian 03. La
géométrie du composé etudié a été optimisée en utilisant la méthode DFT au niveau B3LYP

(Becke-3-paramétres-Lee-Yang-Parr) avec la base 6-31G (d, p).

Afin de mieux comprendre la réactivité de la cacalohastine, nous avons étudié les

propriétés moleculaires liées a sa réactivité, tels que les parametres électroniques. Ceux-cCi
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donnent des informations sur la tendance de l'inhibiteur a interagir avec la surface du métal et

une telle capacité d'un inhibiteur se trouve en grande partie dans sa distribution électronique.

Il est connu que la réactivité de I’inhibiteur de corrosion est étroitement liée a ses
orbitales moléculaires frontieres : la plus haute orbitale moléculaire occupée (HOMO) et la
plus basse orbitale moléculaire inoccupée (LUMO) (Fukui, 1982). Ces orbitales moléculaires
frontiéres donnent des informations capitales sur la tendance de I'inhibiteur a interagir avec la
surface du métal. En effet, par définition, Eqomo est souvent associée a I’aptitude de la
molécule a donner des ¢électrons. Une grande valeur de 1’énergie de 1’orbitale HOMO facilite
la tendance de la molécule a céder des électrons a des espéces accepteuses posseédant des
orbitales moléculaires inoccupées dont le niveau énergétique est bas, ce qui explique ainsi
I'adsorption sur des surfaces métalliques au moyen de paires des électrons © délocalisées (El
Adnani et al., 2013). Au contraire, E umo indique I’aptitude de la molécule a accepter des
électrons. Une faible valeur de 1’énergie LUMO signifie que la molécule accepte certainement
des électrons (EI Adnani et al., 2013). Par conséquent, la différence entre E_ymo et Enomo
représentant I'énergie minimale nécessaire pour exciter un électron dans une molécule (AE =
ELumo —Enomo) et le moment dipolaire (p) sont également d’une importance a ne plus
démontrer. Ainsi, les géométries finales telles que les structures moléculaires optimisées avec
un minimum d’énergie, les distributions des densités HOMO et LUMO et la répartition des
charges de Mulliken de la cacalohastine en forme neutre et en forme protonée en phase
aqueuse, sont donnés dans les figures ci-dessous. Les propriétés chimiques quantiques a
savoir, Eqomo, ELumo, AE = ELumo —Enomo, le moment dipolaire (), et 1'énergie totale de la
cacalohastine, en forme neutre et protonée en phase aqueuse, sont rassemblés dans le Tableau
IV.13.

La Figure 1V.13 montre bien que le cycle benzénique et le cycle furanique de la
cacalohastine (9-méthoxy-3,4,5-triméthyl-5,6-dihydrobenzo[f][1]benzofurane) sont dans un
méme plan, alors que le cycle cyclohex-1,3-diéne est dans une conformation cis-bateau

(enveloppe) légerement déformée.
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Figure 1V.13: Les structures optimisées de cacalohastine en forme neutre (a) et en forme protonée a

I’oxygéne 26 (b) en utilisant la méthode DFT au niveau B3LYP avec la base 6-31G (d, p).

A partir des Figures 1V.14 et 1V.15, il est clair que les distributions HOMO et LUMO
de la cacalohastine sont similaires. Elles sont distribuées sur l'ensemble du fragment de
cacalohastine et principalement au long des deux cycles benzofuranique et cyclohexadiénique
et sur I’atome d’oxygeéne du groupement méthoxy. Par conséquent, ce sont les sites privilégiés
pour I’interaction de la cacalohastine avec la surface métallique. Ce composé pourrait étre
donc, a la fois, accepteur et donneur d'électrons.
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Figure 1VV.14 : Distributions des densités de la plus haute orbitale moléculaire occupée (HOMO) de
cacalohastine en utilisant la méthode DFT au niveau B3LYP avec la base 6-31G (d, p) : (a) forme
neutre, (b) forme protonée.
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Figure 1V.15: Distributions des densités de la plus basse orbitale moléculaire inoccupée (LUMO)
de cacalohastine en utilisant la méthode DFT au niveau B3LYP avec la base 6-31G (d, p) :
(a) forme neutre, (b) forme protonée.
La Figure 1V.16 montre bien que les deux atomes d'oxygene de la cacalohastine, en
forme neutre et protonée, ont des densités de charge élevées, ce qui implique que le site
réactif le plus probable pour I'adsorption de ce composé sur la surface métallique est 1’un des

deux atomes d'oxygene, et plus probablement I’oxygene 26.
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Figure 1V.16: Analyse de population des charges de Mulliken de la cacalohastine obtenue par la
méthode DFT au niveau B3LYP avec la base 6-31G (d, p) : (a) forme neutre, (b) forme protonée.

Il ressort du Tableau V. 13 que la forme neutre de la cacalohastine posséde une énergie
Enomo plus importante que la forme protonée, ce qui signifie que sa capacité a donner des
électrons est plus faible sous la forme protonée. Ce résultat indique ainsi que l'interaction
entre la cacalohastine et la surface de l'acier est de nature électrostatique (physisorption)
(Obot & Obi-Egbedi, 2011). Ce résultat est conforté par le signe négatif de Epomo qui
confirme également le mécanisme de physisorption (Obot & Obi-Egbedi, 2010). Ce résultat
théorique est en accord avec les valeurs de 1’énergie d’activation E, et AG"; obtenue
expérimentalement pour 1’huile essentielle de S. inaequidens a 2 g/L. Les résultats reportés
dans Tableau 1V.13 montrent que AE de la cacalohastine est faible sous la forme neutre
indiguant que sous cette forme, la cacalohastine peut s’adsorber facilement sur la surface du
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métal via des liaisons de coordination entrainant ainsi une bonne efficacité inhibitrice. Ces
résultats révélent que les deux mécanismes (physisorption et chimisorption) sont impliqués

dans le processus d’adsorption de la cacalohastine sur la surface métallique.

L'examen du Tableau 1V.13 montre également que le moment dipolaire (u) de la
cacalohastine en forme neutre (u = 1,85 Debye) et protonée (n = 1,96 Debye) sont supérieure
a celui de H,O (n = 1,84 Debye). Par conséquent, I'adsorption de la cacalohastine a partir de
la solution aqueuse peut étre considérée comme un processus quasi-substitution entre les
molécules neutres et protonées de 1’inhibiteur dans la phase aqueuse [inh ¢op] et les molécules

d'eau adsorbées a la surface de I'¢lectrode [H20 (ags)] (Wang et al., 2010) :

Inh(sol) + XHzo(ads) « Inh(ads) + XHZo(sol) (8)

ou x est le nombre de molécules d'eau remplacées par celles de 1’inhibiteur

Propriétés chimiques cacalohastine cacalohastine
guantigues (forme neutre) (forme protonée)
Energie Totale (au) -770,99 -771,49
Enomo (EV) -5,11 -5,15
ELumo (eV) -0,56 -0,58
AE (eV) 4,55 4,57
Moment dipolaire p (D) 1,85 1,96

G. Etude Electrochimique de I’huile essentielle de S. inaequidens

a) Courbes de polarisation

Les courbes de polarisation anodique et cathodique de I'acier dans HCI 1M en absence et
en présence de différentes concentrations de I’huile essentielle de S. inaequidens sont
reportées sur la Figure 1V.19. Celles-ci ont été obtenues apres 6 heures d’immersion a Ecorr €t

a une température de 298 K.
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Figure 1V.19: Courbes de polarisation de I'acier dans HCI 1M en absence et en présence de
différentes concentrations de I’huile essentielle de S. inaequidens obtenues a 298 K

Le Tableau 1V.14 regroupe les valeurs des parameétres cinétiques de corrosion, obtenus a
partir des courbes potentiodynamiques précédentes, tels que la densité de courant de corrosion
(Icorr), le potentiel de corrosion (Ecor), les pentes de Tafel cathodique (Bc) et I'efficacité
inhibitrice (E,%) qui est donnée par la relation (1) :

l cor — | corr (inh)

Ei% = x100

| corr (1)

0U leorr €t Icorrginhy SONt les valeurs des densités de courant de corrosion, respectivement,
sans et avec addition de I'inhibiteur, déterminées par I'extrapolation des lignes cathodiques et

anodiques de Tafel au potentiel de corrosion.

Conc. (g/l) leor(MA/CM?) Ecor (MV/SCE) Bc (mV/dec) E| (%)
HCI 1M 348 -472 -181 ---
0,25 112 -444 -149 67,82
0,50 36 -433 -157 89,66
1,00 28 -422 -150 91,95
2,00 16 -430 -156 95,40

L’examen des courbes de polarisation obtenues montre clairement que I'ajout de I’huile
essentielle au milieu corrosif se traduit systématiquement par une diminution des densités de

courant cathodique et anodique. Cette diminution peut s'expliquer par I'action inhibitrice de
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cette huile essentielle sur les réactions partielles cathodiques et anodiques. En effet, la
diminution des densités de courant cathodiques refléte I'inhibition de la réaction de
dégagement d'hydrogéne (H*/Hy) : 2H' + 2e - 2H,4, — H, ; et la diminution des densités
de courant anodiques correspondant a la dissolution du métal selon la réaction : Fe — Fe?* +
2e. Les branches cathodiques enregistrées présentent un large domaine de linéarité (droites de
Tafel) indiquant que la réaction de réduction du proton se fait selon un mecanisme controle

d’activation pure.

Par ailleurs, une inspection de Tableau 1V.14 nous permet de constater que
l'augmentation de la concentration de I'HESI entraine une diminution de la densité de courant
de corrosion (lcor) et une augmentation de I'efficacité d'inhibition (Ei%), pour atteindre sa
valeur maximale, 95,40 %, a 2 g/L. Ce comportement permet de suggérer qu'un film
protecteur est formé par 1’adsorption de 1’inhibiteur sur la surface de 1'acier, ce qui confirme
que cette HE présente des propriétés inhibitrices de la corrosion de I'acier en milieu HCI 1M.
La légere modification des valeurs de B¢ lors de I’addition de I’huile essentielle de S.
inaequidens indique que le mécanisme de réduction du proton n'est pas affecté par I’addition
de I’inhibiteur (Bouklah et al., 2004). Ce résultat indique que I'action inhibitrice de cette huile
essentielle se fait par blocage des sites cathodiques actifs sur la surface métallique en
conduisant a une diminution de la surface nécessaire exposée pour I'évolution de I'nydrogéne.
Les valeurs du potentiel de corrosion (Ecor) sont déplacées vers les valeurs positives par
rapport au potentiel de corrosion de I’acier en milieu acide dépourvu de I’inhibiteur. Le
déplacement maximum de Ecor est de 50 mV ce qui indique que I’huile essentielle de S.
inaequidens agit comme inhibiteur de type mixte avec une tendance anodique (Satapathy et
al., 2009). Cependant, le changement de 1’allure des courbes anodiques dans le cas d'une forte
polarisation anodique est observé (a partir de -300 mV/ECS) ; il apparait une augmentation
brusque et brutale des densités de courant anodique. Cette caractéristique du courant est
associée au développement de la corrosion localisée qui prédit une attaque par piqgires de la
surface qui peut étre associé a la désorption des composants de 1’huile essentielle et par
conséquent a la dégradation du metal. Ce potentiel peut étre défini comme le potentiel de
pigdre (Epit) qui est définie comme le potentiel au dessous duquel la surface du métal reste
passive et au-dessus duquel la corrosion par pigdres commence a se développer sur la surface
métallique (Galvele, 2005). Le Tableau 1V.15 résume les valeurs de potentiel de corrosion
(Ecorr), de potentiel de piqueur (Epit) et leur différence (Epit - Ecor). Il €st a noter que si le

potentiel de corrosion est proche du potentiel de piqlre, une faible augmentation du potentiel
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conduira & une attaque par piqdres, par contre, si I’écart est plus grand, la corrosion par

piqdres est difficile de se produire (Halambek et al., 2013).

Conc. (g/L) Ecor (MV/SCE) E,it (MV/SCE) Epit - Ecor (NV/SCE)
0,25 -444 -300 144
0,50 -433 -285 148
1,00 422 -278 144
2,00 -430 -230 200

Il ressort du Tableau 1V.15 que I’écart (Epit - Ecor) augmente avec I'augmentation de la
concentration de I’inhibiteur, ce qui indique que I'huile essentielle ajoutée agit comme un
inhibiteur de la corrosion par pigdres de la corrosion de I'acier en milieu HCI 1M. De plus,
lorsque la concentration de 1’huile essentielle est au maximum de 2 g/l alors 1’écart (Epit - Ecor)
est maximal (200 mV). Ce résultat suggere que des concentrations inférieures a 2 g/l ne sont
pas suffisantes pour inhiber la corrosion localisée ou bien que le taux de désorption de

I'inhibiteur est supérieur a son taux d'adsorption (Benabdellah et al., 2006).

b) La spectroscopie d’impédance électrochimigue (SIE)

L’acquisition des diagrammes d’impédance électrochimique du potentiel de corrosion
pour différentes concentrations a pour but de compléter la compréhension des mécanismes de
corrosion et d’inhibition de I’acier en milieu HCI I1M. La Figure 1V.18 ci-dessous représente
les diagrammes de Nyquist de 1’acier immergé dans les solutions acides sans et avec addition

de différentes concentrations en inhibiteur.
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Figure 1V.18: Diagrammes de Nyquist de I'acier dans HCI 1M en présence et en absence de
différentes concentrations de I’huile essentielle de S. inaequidens.

Nous remarquons que les diametres des demi-boucles capacitives augmentent avec la
concentration en inhibiteur, indiquant que le mécanisme d’activation controle le processus de
la réaction de corrosion. Ces digrammes se composent d'une seule boucle capacitive ; ce type
de diagramme indique généralement que la réaction de corrosion est contrlée par un
processus de transfert de charges sur une électrode solide de surface hétérogéne et irréguliére
(Mansfeld, 1981 ; Mansfeld et al., 1982 ; Juttner, 1990).

Les valeurs des parametres électrochimiques (la résistance de transfert de charge (Ry), la
capacité de la double couche (Cqj), et de fnax) et de l'efficacité d'inhibition (Er%) pour
différentes concentrations de I’huile essentielle étudiée, sont obtenues par SIE. Ces résultats
ont été déterminés par simulation a un circuit électrique équivalent (Sathiya Priya et al., 2008)
(Figure 1V.19).

Cdl
Rs I I

Rt

WY

Figure 1V.19 Circuit électrique équivalent de I’interface métal/électrolyte R : résistance de
I’électrolyte, R; : résistance de la double couche, Cg : capacité de la double couche.
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L’expression de ’efficacité inhibitrice (Er%) en fonction de la résistance de transfert est
donnée par la relation suivante :
R't — Rt
—x100

! )

ou Rt et R’; sont respectivement les valeurs de la résistance de transfert de charge sans et
avec I’inhibiteur. R est le diametre de la boucle.

Ert% =

La capaciteé de la double couche (Cq) et la fréquence a laquelle la composante imaginaire
de I'impédance est maximale (- Zmax) sont déterminées par I'équation (3) :

Cai=
0.Rt ol © =271, fra 3)
Conc. (g/L) R; (Q.cm?) frnax (H2) Ca(UF.cm™) Er: (%)
HCI 1M 21,40 79 94 -
0,250 58,97 54 50 63,71
0,500 127,22 36 34 83,18
1,000 209,79 28 27 89,80
2,000 298,42 24 22 92,83

L’examen des données d'impédance (Tableau 1V.16), montre que 1’addition de
I’inhibiteur diminue la valeur de la capacité de la double couche (Cqj) et augmente celle de la
résistance de transfert de charge (R;). La diminution de Cq peut étre attribuée au déplacement
des molécules d’eau présent dans 1’électrolyte en faveur des molécules de I’inhibiteur
naturellement adsorbées a la surface de 1’acier en formant une couche protectrice qui diminue
le nombre de sites actifs nécessaires a la corrosion. Par contre, ’augmentation de la valeur de
Rt avec I’augmentation de la concentration est accompagnée de 1'augmentation de 1’efficacité
inhibitrice indiquant qu’un processus de transfert de charge contréle principalement la
corrosion de l'acier en solution acide (Bentiss et al., 1999). Les valeurs de Ert (%) calculées
sont en accord avec celles obtenues a partir des mesures de polarisation. Par conséquent, ces
résultats confirment, une fois encore, que I’huile essentielle de S. ineaquidens est capable de

servir d’inhibiteur de corrosion de ’acier en milieu HC1 1M.
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1VV.2.3. Conclusion

Le présent travail a été consacré a 1'étude de I’inhibition de la corrosion de 1’acier dans
I’acide chlorhydrique 1M par les huiles essentielles issues des plantes de la flore de Corse, en

I’occurrence : Senecio. inaequidens, S. angulatus, Limbarda crithmoides et Xanthium italicum

La démarche pour étudier les propriétés inhibitrices des huiles essentielles extraites de

ces 4 plantes s'est articulée autour de deux axes principaux.

Le premier a été consacré a 1’évaluation du pouvoir inhibiteur des huiles essentielles sur
I’acier en milieu HC1 1M. Pour ce faire, I’influence de la concentration et de la température
sur les processus de corrosion en 1’absence et en présence d’inhibiteurs a été étudiée par des
mesures de la perte de masse. L’ensemble des résultats portant sur 1’influence de la
concentration montre qu’un maximum d’efficacité est obtenu pour une concentration de 2 g/1,
avec des pourcentages de 90,56%, 86,97 %, 77,85 % et 74,11% respectivement pour les
huiles essentielles de S. inaequidens, S. angulatus, L. crithmoides et X. italicum. Ces résultats
révelent que ces huiles essentielles agissent comme d’excellents inhibiteurs de la corrosion de

I'acier dans le milieu HCI 1M.

Les essais concernant 1’effet de la température ont été menés dans I’intervalle 303-343 K.
lIs ont montré qu’une augmentation de température induit une diminution de 1’activité
inhibitrice notamment pour I’huile essentielle de X. italicum, pour laquelle la température de
343 K semble étre critique. En effet, pour une concentration de 2 g/l, le pouvoir protecteur de
72,83% a 303 K et seulement de 31,23% a 343 K. I’huile essentielle de S. inaequidens garde
son pouvoir protecteur dans la gamme de température étudiée. 1l passe de 91, 33 % a 303 K
au 50,16 % a 343 K. De plus, les tracés des différentes isothermes (Langmuir, Temkin et
Frumkin) ont montré que 1’adsorption des huiles essentielles obéit a 1’isotherme de Langmuir.
Ce modele suppose que I’adsorption est monomoléculaire et que les interactions entre
particules absorbées sont negligeables. Cette étude a également permis de mettre en évidence
la physisorption des huiles essentielles sur la surface a travers plusieurs paramétres
thermodynamiques : 1’énergie d’activation (Ea) du processus de dissolution de I’acier qui est
plus élevée en présence de I’inhibiteur ; les valeurs positives de I’enthalpie d’activation (AH®,
) et les valeurs de I’entropie d’activation (AS°,; ) qui indiguent l'augmentation du désordre du

systéme. La diminution de ’efficacité inhibitrice avec la température suggere ¢galement une
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physisorption des molécules inhibitrices. La valeur négative des AG’ys des quatre huiles
essentielles étudiées indique que le processus de corrosion est spontané

Vis-a-vis des critéres d’efficacité inhibitrice, nous avons voulu isoler les molécules a
I’origine de 1’activité inhibitrice présentes dans 1’huile essentielle de S. inaequidens dans le
but de remonter au mécanisme d’adsorption. Pour ce faire, le fractionnement de cette huile
essentielle sur colonne a conduits & deux fractions hydrocarbonée et oxygénée encore trop
complexes. Les tests gravimétriques effectués sur les deux fractions ont révélé un effet
antagoniste, voire un effet compétition, a faibles concentrations (0,25-1g/l) tandis qu’un effet
synergique est relevé a des concentrations plus élevées (1,5 et 2 g/l). Les tests ont également
montré que la fraction oxygénée s’est avérée plus efficace que la celle hydrocarbonée dans
toute la gamme de concentrations testée. Nous avons fractionné la fraction oxygénée en trois
sous-fractions (FO;, FO, et FO3) ; FO; contient la cacalohastine a 1’état pur (99,7 %). Les
tests gravimétriques effectués sur ce composé ont révélé qu’il présente une efficacité
inhibitrice du méme ordre que celle de la FO dans son ensemble. On en déduit la
responsabilité anticorrosive de cette fraction, donc de la cacalohastine, dans toute la gamme

de concentrations testée et dans les 2 g/l de I’huile essentielle de S.ineaquidens.

Les résultats de calcul quantique effectué en utilisant la méthode DFT au niveau B3LYP
avec la base 6-31G (d, p) ont indiqué que les atomes d’oxygéne (O11 de cycle furanique et
026 de groupe méthoxy), les ¢électrons 7w des deux cycles benzofuranique et
cyclohexadienique sont les principaux sites actifs de I'adsorption de la cacalohastine sur la
surface du meétal. Cette adsorption peut s’effectuer (i) soit sous la forme neutre par
I’intermédiaire des liaisons de coordination par la formation de liaison de type « donneur-
accepteur » entre les électrons m du noyau benzofuranique ou par partage des doublets
d'électrons non partagés des atomes d'oxygéne et des orbitales « d » vacantes des atomes de la
surface métallique, impliquant ainsi le déplacement des molécules d'eau sur la surface de
l'acier, (i1) soit sous la forme protonée par I’intermédiaire des interactions électrostatiques
entre le cation de I’inhibiteur et 1’anion chlorure CI" adsorbé premiérement sur la surface

métallique.

En outre, la valeur plus négative de I’énergie libre standard d’adsorption (AGOads), d’une
part, et la grande valeur de constante d’équilibre (K) de 1’huile essentielle de S. ineaquidens,
d’autre part, par rapport a celles d’autres huiles essentielles, suggérent que le recouvrement

des sites actifs par I’huile essentielle de S. ineaquidens est bien meilleur de par sa forte
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adsorption sur la surface métallique, d’ou sa meilleure efficacité inhibitrice. Afin d'obtenir
une bonne compréhension du mécanisme de protection de I’huile essentielle de S. ineaquidens
contre la corrosion de l'acier doux en milieu HCI 1M, une étude électrochimique sur le
pouvoir de cet inhibiteur a été réalisée en utilisant les courbes de polarisation
potentiodynamiques et la spectroscopie d'impédance électrochimique (SIE). Cette étude

confirme le fort potentiel anticorrosif de 1’huile essentielle de S. inaequidens.
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CONCLUSION

La prolifération d’espéces invasives est un probléme d’ampleur planétaire. Apres la
pollution et la destruction des habitats, 1’introduction d’espéces exogénes est une des
principales causes de I’atténuation de la biodiversité animale et végétale dans le monde. La
Corse n’est pas épargnée par le phénomene ; en effet, chaque année nous dénombrons de plus
en plus d’espéces végétales introduites potentiellement envahissantes et dangereuses pour

I’écosystéme insulaire.

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés a quatre plantes
envahissantes de la famille des Asteracées : deux espéces du genre Xanthium (X. italicum et
X. spinosum) et deux taxons de Senecio (S. angulatus et S. inaequidens). L’objectif principal
de cette étude était d’initier une possible voie de valorisation de ces especes par la production
de leur huile essentielle ; cela permettrait d’une part de limiter la dissémination et d’autre part,
de générer un débouché économique. Par ailleurs, nous avons souhaité étendre ce travail en
développant une approche chimiotaxonomique sur six espéces du genre Senecio poussant a

I’état spontané en Corse ainsi que sur un taxon apparenté, Limbarda crithmoides.

Le présent travail s’est articulé autour de quatre chapitres :

Le premier chapitre a été consacré a une revue bibliographique des diverses techniques
d’extraction et d’analyse que nous avons ét¢ amenés a utiliser ainsi qu’a la description de la
séquence analytique mise en ceuvre pour la caractérisation des différentes huiles essentielles :
stratégie d’échantillonnage, préparation du matériel végétal et méthodologie d’analyse

développée au sein du laboratoire CPN.

Le deuxiéme chapitre a été dédié a deux especes envahissantes du genre Xanthium.
L’étude de la composition chimique des huiles essentielles de X. italicum et X. spinosum a
permis d’identifier 107 et 74 composés (98,7 et 96,2% de la composition totale),
respectivement. Les deux espéces ont présenté des profils chromatographiques trés différents.
L’huile essentielle de X. italicum s’est avérée largement dominée par les monoterpénes
hydrocarbonés (en particulier le limonéne présent a plus de 30 %) alors que celle de X.

spinosum est riche en sesquiterpénes oxygénées (notamment 1’eudesma-4(15),7-dién-1-4-ol :
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21,3%). Notre étude a révélé un comportement métabolique similaire entre les deux especes
au cours du cycle vegétatif qui se traduit par une production accrue de sesquiterpenes
oxygénés au moment de la fructification. Ces résultats sont confirmés par la composition des
huiles essentielles produites a partir des fruits, lesquelles, dans les deux cas, sont dominées
par les sesquiterpenes oxygénés. En outre, 1’étude de la variabilité¢ intraspécifique a permis de
mettre en évidence une corrélation entre la composition chimique des huiles essentielles et le
polymorphisme de chaque taxon (taille des plants pour X. italicum et morphologie des feuilles

pour X. spinosum).

Dans le troisieme chapitre, nous avons présenté les résultats relatifs aux huiles
essentielles du genre Senecio et de Limbarda crithmoides. L’étude de la diversité chimique de
huit espéces du genre Senecio (S. cineraria, S. angulatus, S. ineaquidens, S. serpentinicola, S.
transiens, S. aquaticus, S. vulgaris et S. lividus) a permis de répertorier globalement 251
constituants répartis entre 41 et 114 composés selon de I’espéce considérée, représentant
toujours plus de 90 % de la composition chimique des huiles essentielles collectives de
chaque espéce. Nous avons procédé a I’identification par RMN du carbone-13 de la
cacalohastine et de la 3-(isopent-2-enyl)-4-méthoxyacétophénone isolées a partir de 1’huile
essentielle de S. inaequidens de S. transiens, respectivement. Nous rapportons également
I’analyse structurale de deux nouvelles molécules présentes dans I’huile essentielle de S.
transiens : le 8-acétoxybisaboléne 1,9-diol et 1’oxyde correspondant résultant d’une

déshydratation interne.

L’analyse statistique de la variabilité interspécifique - réalisée a partir de 180
échantillons d’huiles essentielles du genre Senecio - a conduit a différencier les especes dites
halotolérantes (S. aquaticus, S. transiens et S. cineraria) des especes plus « terrestres » (S.
vulgaris, S. angulatus, S. inaequidens, S. serpentinicola et S. lividus). Les huiles essentielles
des premiéres sont dominées par les composés non terpéniques alors que celles des secondes

sont riches en composes terpéniques.

L’étude de la variabilité chimique intraspécifique de S. vulgaris, S. lividus et S.
transiens a permis de mettre en évidence les corrélations entre la composition chimique des
huiles essentielles et le polymorphisme des taxons et/ou des facteurs édaphiques. Les
caractéristiques pédologiques des sols semblent étre a I’origine de la diversité chimique de S.

cineraria alors que celle de S. angulatus est imputable au mode d’introduction de 1’espéce qui
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semble avoir évolué en deux populations chimiques distinctes retrouvees respectivement sur

les cbtes orientale et occidentale de la Corse.

Ce travail a été I’occasion de montrer 1’apport de 1’analyse chirale a I’étude de la
diversité chimique des huiles essentielles des especes de Senecio de Corse. Ainsi, apres avoir
optimisé les parametres chromatographiques de la CPG chirale, I’application aux huiles
essentielles du genre Senecio, nous a conduits a déterminer les proportions énantiomériques
de six composés majoritaires : le limonene, 1’a-pinéne, le S-pinéne, le camphene, le sabinéne
et I’a-phellandréne. Nous avons constaté que les principaux constituants du genre sont : les
isomeres (-) de I’a-pinene, du camphene, du S-pinéne et de I’a-phéllandrene et les isomeéres
(+) du limonene et du sabinene. Enfin, nos résultats montrent majoritairement la dominance
d’un énantiomére vis-a-vis de son isomére optique; ceci soutient 1’hypothése d’un

métabolisme commun aux espéces de Senecio.

Enfin, nous avons pu établir ’originalit¢ de I’huile essentielle de Limbarda
crithmoides de Corse par rapport a celles d’autres origines géographiques. Elle se singularise
notamment des huiles essentielles italiennes, grecques, maltaises, espagnoles et tunisiennes
par la présence de deux dérivés du p-cyménéne: le 3-méthoxy-p-cyménéne et le 2,5-
diméthoxy-p-cyménéne. L’identification de ces deux molécules peu communes a 1’état naturel
a nécéssité la mise en ceuvre de la RMN du C-13. L’étude de la variabilité chimique réalisée a
partir de 25 échantillons a permis de démontrer I’influence des teneurs en NaCl (halo-
dépendance de la plante) sur les caracteres morphologiques de I’espece et sur la production
des métabolites secondaires. Ainsi, a partir deux grandes zones humides distribuées du sud au
nord de I’1le selon un gradient croissant de salinité; on distingue au sud de la Corse des plants
robustes, vigoureux et relativement riches en p-cymeéne et au nord des morphes moins denses,
de plus petite taille et ayant une teneur moindre en p-cyméne (riche en oxyde de thymyle et de
méthyle). Par ailleurs, notre étude confirme la non-affiliation de L. crithmoides au genre

senecio, puisqu’aucun marqueur chimique commun n’a pu étre identifié.

Le dernier chapitre constitue un volet appliqué visant a la valorisation. Il rassemble les
données obtenues sur les activités antioxydantes et anticorrosives des huiles essentielles
évoquées dans les chapitres précédents. Il apparait que X. italicum et X. spinosum présentent
les meilleures activités antioxydantes tant au niveau anti-radicalaire que du pouvoir réducteur.
La recherche des principes actifs responsables des propriétés anti-radicalaires des huiles

essentielles de L. crithmoides et S. inaequidens a permis de mettre en évidence I’implication
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des phénylpropanoides ainsi que celle des alcools monoterpéniques et sesquiterpéniques.
Ainsi, I’étude des fractions séparées de I’huile essentielle de S. inaequidens a montré qu’une
synergie entre ces trois familles de composes était vraissmblablement a I’origine de ’activité
de I’huile essentielle. Par ailleurs, les composés majoritaires de L. crithmoides et S.
inaequidens - deux dérivés du p-cyménéne (3-méthoxy-p-cymenéne et 2,5-diméthoxy-p-
cyménene) et la cacalohastine, respectivement - n’ont pas montré de propriétés anti-oxydantes
significatives. Enfin, I’étude des propriétés anticorrosives de quatre huiles essentielles (S.
inaequidens, S. angulatus, L. crithmoides et X. italicum) a permis de déterminer les valeurs
maximales inhibitrices a 2 g/l en milieu acide (90,56 %, 86,97 %, 77,85 % et 74,11 %
respectivement). La forte activité de I’huile essentielle de S. inaequidens a pu étre attribuée a

la cacalohastine dont la nature benzofuranique serait a I’origine de son pouvoir anticorrosif.

Ces travaux ont fait I’objet de 4 publications : une dans Flavour and Fragrance Journal
(IF 0,95) en 2012, une dans International Journal of Electrochemical Science (IF 3,734)° en
2013 et dans deux Chemistry and Biodiversity (IF 1,808) en 2014%t 2015*. Par ailleurs, un
article relatif a 1’¢lucidation des deux dérivés du bisaboléne de S. transiens et un article relatif
la variabilité interspécifique des especes du genre Senecio sont en cours de rédaction ainsi que
trois autres en cours de finalisation sur les activités anti-corrosive des huiles essentielles de S.

angulatus, X. ialicum et L. crithmoides.

L’objectif de notre étude était d’initier une possible voie de valorisation d’especes
envahissantes par la production d’huile essentielle. Nos résultats apportent des premiers
résultats d’aide a la décision en vue d’une éventuelle valorisation économique. Elle laisse
entrevoir des perspectives intéressantes de travail tant au plan académique qu’en termes

d’applications :

Q) La caractérisation de la diversité génétique des especes du genre Senecio
permettrait de mieux appréhender les liens établis entre la production
métaboliques et le polymorphisme morphologique,

s, Andreani, T. Barboni, J. M. Desjobert, J. Paolini, J. Costa, A. Muselli, 2012. Flavour and Fragrance. J. 27. 227

%s. Andreani, M. Znini, J. Paolini, L. Majidi, B. Hammouti., J. Costa, A. Muselli, 2013. Int J Electrochem Sci, 8, 11896-11915.
%S. Andreani, T. Barboni, M. C. Decian, J. Paolini, J. M. Desjobert, J. Costa, A. Muselli, 2013. Chem &biodiv. 10. 2061

‘s, Andreani, J. Paolini, J. Costa, A. Muselli, 2014. Chem &biodiv.. In press

183



(i)

(iii)

(iv)

L’application de la méthodologie chirale et son extension a la gamme des
huiles essentielles produites en Corse pourrait apporter un critére de qualité,
voire de spécificité, supplémentaire et ainsi contribuer a une meilleure
valorisation économique,

Les huiles essentielles des parties sous-terraine des espéces étudiées dans ce
mémoire et dont les analyses préliminaires ont été réalisées mais non
présentées ici, laissent apparaitre un potentiel intéressant en termes de
molécules absentes des bibliotheques de références,

Enfin, la poursuite de nos investigations visant a [I’identification des
constituants responsables des propriétés biologiques et anticorrosives
permettent d’envisager une valorisation des plantes envahissantes de Corse
(sous la forme d’huiles essentielles et/ou extraits) en cosmétique et/ou

aromathérapie ou encore en agroalimentaire.
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Partie expérimentale

1. Echantillonnage du matériel végétal

Pour chaque espéce étudiée, les parties aériennes ont été prélevées sur plusieurs localités
réparties sur I’ensemble du territoire insulaire (les lieux et leurs coordonnées GPS sont
rapportés en Annexe 12). Les campagnes d’échantillonnage se sont déroulées sur diverses
périodes de I’année en fonction 1’état végétatif :

En pleine floraison : Limbarda crithmoides (25 localités [Juil-Oct]) ; S. angulatus (35

localités [Oct-Mar]) ; S. aquaticus (6 localités [Juin-AoQt]) ; S. cineraria (40 localités [Mai-
Juil]) ; S. lividus (25 localités [Fev-Avr]) ; S. serpentinicola (12 localités [Mars-Juin]) ; S.
transiens (30 localités [Jan-Juin]) ; S. vulgaris (30 localités [Mars-Nov]) ;

En période de fructification : X. italicum (25 localités [Sept-Oct]) ; X. spinosum (25

localités [Sept-Déc]) ;

Pour le suivi de la composition chimique de X. italicum au cours du cycle végétatif, les
les parties aériennes ont été prélevées au sein de la station de Furiani : hors floraison (Mars,
Avril, Mai et Juin), en floraison (Juillet et Aodt) et en fructification (Septembre et Octobre).
De facon analogue, la localité de de Corte a été choisie pour X. spinosum, la station, les plants
ont été récoltés hors floraison (Mai et Juin), en floraison (Juillet, Aodt et Septembre), en fruit

(Octobre, Novembre et Décembre).

2. Extraction des fractions volatiles

Les fractions volatils de chaque plante ont été pré-concentrées et extraites dans 1’espace
de téte en mode statique par Micro-Extraction en Phase Solide (SPME) selon les conditions
opératoires suivantes : une fibre triple (DVB/carboxen/PDMS, 2cm, 50/30 um), 3 g de végétal
finement découpé en morceaux dans un pilulier de 20 g placé dans un bain marie, un temps
d’équilibre de 120 minutes, un temps d’extraction de 30 minutes, une température

d’extraction de 70 °C, une désorption a 250 °C pendant 5 minutes.
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3. Extraction des huiles essentielles

Pour chaque prélevement végétal, les parties aériennes (600-1800g) ont été hydrodistillées
pendant 5h a I’aide d’un appareil de type Clevenger dans le respect du procédé validé par
la pharmacopée européenne (Conseil de ['Europe 2004). Les rendements en huiles
essentielles ont été calculés sur matériel frais puis extrapolés au matériel sec. La teneur en
eau de chaque espéce a été déterminée en fonction de la perte de masse aprés 5 jours de

séchage a température ambiante.

4. Fractionnements des huiles essentielles

Les fractionnements des huiles essentielles ont été effectués sur colonnes de silice
précomptées (Clarisep® Bonna Agela technologies, Willington, USA) a 1’aide d’un combi
flash automatisé Teledyne Isco (Lincoln, Nevada, Etats Unis) équipé d’un collecteur de
fraction guidé par un détecteur ultraviolet. Les différentes fractions et sous-fractions ont été
obtenues en appliquant un gradient d’élution hexane / diisopropyl éther (DIPE) croissant.
Cette méthodologie a été appliquée a I’ensemble des huiles essentielles étudiées. Les masses
des fractions et sous-fractions relatives aux séquences de fractionnement des huiles

essentielles de chaque espece ont été regroupées dans le tableau A.

Selon la complexité du mélange et les besoins analytiques, des chromatographiques
complémentaires ont été réalisées pour les huiles essentielles de L. crithmoides, S.
inaequidens et de S. transiens selon les protocoles suivants :
a. L’huile essentielle de L. crithmoides (3200 mg) a été fractionnée sur une colonne 40g
a I’aide d’un gradient de solvant croisant : 100 % hexane puis 100 % diisopropyl
éther afin d’obtenir une fraction apolaire FH (1395mg) et une fraction polaire FO
(1702mg), respectivement. La FO a été de nouveau fractionnée sur une colonne 12g
en 3 sous fractions FO;-3 a 1’aide d’un gradient de solvant de polarité croissante de
proportions respectives 99/1 ; 98/2 et 0/100, hexane/DIPE. La sous fraction FO3 (600
mg) a subit une nouvelle chromatographie sur une colonne 12g en 2 autres sous-
fraction FO3, (260 mg) et FO3p (220 mg) a I’aide d’un gradient de polarité 90/10 et
95/5. Les deux derives du para-cyménene ont ainsi éte isolés dans les fractions FO1 et
FO2, respectivement.

b. L’huile essentielle de S. inaequidens (4200 mg), elle a été divisé en deux fractions :

une apolaire (2100 mg) et un polaire FO (1500 mg) sur une colonne 40g a I’aide d’un
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gradient de solvant croisant : 100 % d’hexane puis 100 % de diisopropyl éther. La FO
a été de nouveau fractionnée sur une colonne 12g en deux sous fractions FO; (710
mg), et FO, (730 mg). Cette derniere a subi un dernier fractionnement sur une
colonne 12g en 3 autres sous fractions FOy, (225 mg), FO,, (256 mg) et FO,. (214
mg). Une fraction notée FO3; (470 mg) a été reconstitué a partir des sous-fractions
FO2p, et FO,c pour un besoin analytique.

La cacalohastine a été isolé dans la Fraction FO;.

Le 8-acétoxybisabolene-1,9-diol et ’oxyde d’acétoxybisaboléne ont été isolés par
chromatographies successives de I’huile essentielle collective notée Stc, obtenue par
le cumul des échantillons d’huiles essentielles provenant de Porto, Piana et Girolata.
Du fait de son caractere solide, 1225 mg de 'huile essentielle ont tout d’abord été
dilués dans de 1’éther et fixés sur célite. Puis disposés, apres séchage sur papier sur
une pré-colonne pour enfin étre fractionnés sur une colonne de 12 g. Les deux
molécules ont ainsi été isolées directement a partir de [I’huile essentielle
respectivement dans les fractions FO1o (65 mg: 97,1 %) et FO1, (63 mg: 98,2%)
obtenues a 1’aide d’un gradient de 90/10 et 95/5 hexane/DIPE.

La 3-(isopent-2-ényl)-4-méthoxy acétophénone a elle été permise par la simplification
de I’huile essentielle collective Sta, obtenu par le cumul de I’ensemble des huiles
essentielles de S. transiens récoltées dans les régions d’ Ile rousse, de Bonifacio et du
cap Corse. 1400 mg de cette huile essentielle a été chromatographiée sur colonne de
silice précomptée de 12g et la 4-méthoxy-(3-méthylbut-2-en-1-yl) acétophénone a pu
étre concentrée a prés de 97% dans la FOg sous un gradient d’élution de 95/5 %
hexane / DIPE.
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Tableau A: Gradients d'élution utilisés pour le fractionement des huiles essentielles et masses des différentes fractions obtenues

Gradient d*élution hexane/diisopropyl éther
Espéces 100/0{100/0| 99/1 | 98/2 | 90/10 95/5 | 0/100
S cineraria Fractions HE init FH FO FO, FO, FO; FO, FOs FOs FO; FOg FOy FO10 FOl1l FO12
' masses (mg) 1100 798 283 413 561 214 121 234 147 163 366 124 157 112 156
100/0|0/100] 99/1 | 98/2 | 90/10 | 955 | 0/100
e —_— Fractions HEint | FH FO FOl1 FO2 FO3 FO4 FO5 FO6 FO7 FO8 FO9
R masses (mg) 1400 1272 121 124 133 174 135 128 142 151 93 130
100/0 [ 0/100| 99/1 982 | 955 | 0/100
. italicum Fractions HEinit | FH FO FOl FO2 FO3 FO4 FO5 FO6 FO7
' masses (mg) 1000 550 350 12,3 14,3 182 752 523 456 323
100/0{0/100| 9971 [98/2 [90/10 | 95/5 [0/100
o e Fractions HEint | FH FO FOl1 FO2 FO3 FO4 FO5 FO6 FO7
e masses (mg) 1100 250 820 10,1 381 1493 2723 1453 1331 653
100/0{0/100] 98/2 | 90/10 |  95/5  |0/100
. lividus Fractions HEint | FH FO FOl1 FO2 FO3 FO4 FO5 FO6
' masses (mg) 1400 1125 246 323 362 334 285 565 46,6
100/0{0/100{ 99/1 | 98/2 | 90/10 | 95/5 | 0/100
— Fractions HEinit | FH FO FOl1 FO2 FO3 FO4 FO5
e masses (mg) 2100 1372 710 584 162,4 2552 1634 57,8
100/0{0/100
S serpentinicola Fractions HE init FH FO
2L masses (mg) 1100 920 175
100/0 | 0/100
S, aquaticus Fractions HE init FH FO
L masses (mg) 1215 | 1075 125

He init: masse d’huile essentielle introduite initialement
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5. Mesures de la salinité des eaux

Les mesures de la salinité ont été effectuées a ’aide d’un salinométre Salt 6* (Eutech,
instrument, Singapour). Les différentes valeurs rapportées ont été calculées a température
constante a la suite de trois essais effectués dans une zone restreinte autour de la zone

d’échantillonnage et exprimées en ppt.

6. Analyses par Chromatographie en Phase Gazeuse

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont ¢été réalisées a 1’aide d’un
chromatographe Perkin Elmer Clarus 600 (Walton, MA, Etats Unis), équipé d’un injecteur
split/splitless, de deux colonnes capillaires Rtx-1 (polydiméthyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm
d.i., épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et Rtx-WAX (polyéthyléne glycol, 60
m x 0,22 mm d.i., épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et de deux détecteurs a
ionisation de flamme (DIF). Le gaz vecteur utilisé est le dihydrogéne, la pression en téte de
colonne est de 25 psi avec un débit de 0,7 m{/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 a 230°C. L’injection se fait en mode split 1/80.
La quantité d’huile essentielle injectée est de 0,1 u et 0,2 pour les fractions. Pour chacun
des composés, les indices de rétention polaires et apolaires sont calculés par extrapolation

inéaire a partir des temps de rétention d’une gamme d’étalon d’alcanes.
| tir des t de rétention d’ d’étalon d’al

Les expériences de CPG chirale ont éte effectuées indépendamment sur un
chromatographe en Phase gazeuse Perkin Elmer Clarus 500 (Walton, MA, Etats Unis)
conjointement couplés a un spectrometre de masse et a un détecteur a ionisation de flamme.
Les analyses ont ainsi été effectuées selon les besoins en CPG-DIF ou en CPG/ SM. La
procédure d’optimisation de la méthode a nécessité 1’injection de 35 couples d’énantiomeres
dont les grandeurs de rétention (temps, facteur de capacité et résolution) ont été mesurés sur
respectivement quatre colonnes capillaires de phases stationnaires chirales : une pdexSm :
2,3-di-O-éthyle-6-O-tertiobutylediméthylsilyle fp-cyclodextrine, (Restek (Bellefonte, PA,
Etats Unis), une pdexSa : 2,3-di-acetoxy-6-O-tert-butyl dimethylsilyl p cyclodextrin (Restek
(Bellefonte, PA, Etats Unis)) ,une Hydrodex-B-3p: 2,6-di-O-méthyl, 3-O pentyl-
tertiobutylsilyl-s-cyclodextrine (Machery-Nagel, Hoerdt, France) et une Lipodex-E : 2,3-di-
O-acetyl-6-O-tertiobutyldimethylsilyle y-cyclodextrine (Machery-Nagel, Hoerdt, France). La
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détermination des paramétres optimaux pour chaque couple d’énantiomére s’est ainsi fait

consecutivement sur chaque colonne chromatographique selon le protocole suivant.

La premiere étape a consisté en la détermination de la concentration de la solution des
couples d’énantiomeére et au volume d’injection a appliquer pour obtenir le meilleur rapport
intensité du signal résolution. Des solutions de concentrations allant de 2,5mg/m¢t a 30mg/m¢
ont été injecté en CPG selon 6 volumes différents (0,1; 0,2; 0,5; 1, 2, 3t) sous une fuite
fixée & 1/15, une vélocité de gaz vecteur de 45cms™ et une programme de température de
80°C évoluant de 2°C/mn jusqu'a 140°C puis 5°C/mn jusqu'a 210°C.

La seconde et la troisiéme séquence d’optimisation ont consisté en la détermination
de la vélocité optimale du gaz vecteur et du niveau de fuite optimal a appliquer pour permettre
la meilleure séparation. Des vélocités de 30, 45, 60, 70 et 80 cm.s™ et des fuites avec des
rapports de fuites de 1/15, 1/30, 1/45, 1/60, 1/70 et 1/80 ont été appliquées aux différents

échantillons Enfin, nous avons optimisés la température d’analyse selon différents modes :.

-Soit en programmation de température débutant a 40,60, 80 ,100 ou 120°C avec une
progression d ¢2°C/mn jusqu’ 140°C puis 5°C/mn jusqu'a 210°C.

-Soit en travaillant en isotherme a respectivement a 40, 60, 80,10 ou 120°C
Les différents paramétres optimisés pour chaque couple d’énantiomeres ont été listés dans

I’Annexe 13

7. Analyses par CPG/SM

Les analyses ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem XL
(Walton, MA, Etats Unis), doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22
mm d.i. ; épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire
(Rtx-1), couplées a une détecteur de masse Perkin Elmer TurboMass. Le chromatographe
fonctionnant dans les mémes conditions que décrites précédemment. La quantité¢ d’huile
essentielle injectée est de 0,2 pt. Les molécules sont bombardées par un faisceau électronique
de 70 eV, la détection se fait par un analyseur quadripolaire constitu¢ d’un assemblage de
quatre électrodes paralléles de section cylindrique. La température de la source est de 150 °C.
L’acquisition des données chromatographiques est réalis€ en mode Scan, sur une gamme de
masse d’étendant de 35 a 350 uma, le temps de Scan est 1s.

8. Identification des composés
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L’identification de chaque composé des mélanges a été réalisée par comparaison :
(i) des indices de rétention calculés respectivement sur colonne polaire et apolaire avec
ceux de composés standards (bibliotheque laboratoire) ou ceux rapportés dans la littérature ;
(ii) des spectres de masse (impact électronique) avec ceux de composés standards
(bibliotheque laboratoire) ou ceux présents dans les banques informatisées.

9. Quantification des composés

La quantification des constituants a été réalisée a I’aide d’un Détecteur a lonisation de
Flamme par normalisation interne des aires des pics a ’aide des facteurs de réponses
calculés par rapport au tridecane utilise comme étalon interne, selon la méthode décrite par
(Bicchi et al., 2008) et adaptée au sein de notre laboratoire (Djabou et al., 2010). Pour le
suivi de la composition chimique au cours du cycle végétatif, la concentration de chaque
composeé a été exprimée en g/100g de plante.
selon I’équation suivante :

Cocg/100g (planteseche) = [(Cveg/i00g(ne) X RAt(m ms))/100]
Avec Cvcg/100g (plante séche): Concentration en composés volatiles
Cvcg/100g(he): Concentration en composés volatiles pour 100g d’huile essentielle

Rdt(m/ms) : Rendement extrapolés sur matiéres séches

10.  Résonnance magnétique nucléaire

Les analyses de RMN du *H et *C ont été effectuées & ’aide d’un appareil Bruker 400
AVANCE, 9,4 Tesla, opérant a 400,132 MHz pour le proton et a 100,623 MHz pour le
carbone-13. Les spectres des différents échantillons ont été enregistrés dans le CDCl; et
calibré en fonction du Tétraméthylsilane (TMS=Si(CHj3)a).

= RMN du proton: Les spectres de RMN du proton ont été enregistrés avec les

parameétres suivants : sonde de 5 mm : angle d’impulsion de 30°; temps d’acquisition :
2,56 s correspondant a une acquisition de 32K avec une largeur spectrales de (SW) de
7000 Hz (17,5ppm).
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= RMN du carbone-13: Les spectres du carbone-13 ont été enregistrés avec les

parameétres suivant : sonde de 5 mm ; angle d’impulsion 45°; temps d’acquisition :
2,73 s correspondant a une acquisition de 128K avec une largeur spectrale (SW) de
25000 Hz (250 ppm) ; résolution digitale de 0,183 Hz/pt et un nombre d’accumulation
compris entre 2000 et 10000 pour chaque enregistrement. Les données du signal de
précession libre (FID) ont été au préalable multipliés par une fonction exponentielle

du type Lorentz-Gauss avant I’application d’une transformé de Fourrier.

= RMN 2D: Pour l’obtention des matrices de corrélations bidimensionnelles
hétéronucléaires (HSQC, HMBC) et homonucléaires (COSY, ROESY), nous avons

utilisés les sequences impulsionnelles définies par le fabricant (Bruker).

11.  Analyses infra-rouge

Les spectres infra-rouge ont été enregistrés a 1’aide d’un spectrophotométre infra-
rouge & transforme de Fourier (IR-TF) Perkin elmer Spectrum two (Walton, MA, Etats Unis).
L’obtention des différents spectres infra-rouges s’est faite a partir de 10ul d’échantillons et

traité informatiquement a I’aide du logiciel Spectrum' ™10 fourni avec ’appareil.

12.  Outil statistique

Les études statistiques ont été menées avec le logiciel R (R Foundation — Institute for
Statistics and Mathematics, Autriche). Les Analyses en Composante Principale (ACP) ont été
réalisées avec des matrices de type Pearson en utilisant la fonction « PCA ». Les
Classifications Ascendante Hierachique (CAH) et les dendrogrammes résultants ont été
éffectuées avec des matrices de dissimilarités calculées en distance euclidienne et la méthode
d’agrégation choisie systématiquement est le lien moyen (package « classif »).

13. Mesure des activités anti-oxydantes
. Test des activités anti-radicalaires du radical libre DPPH< (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl) :

La capacité anti-radicalaire d’un mélange complexe est évaluée par
spectrophotométrie en mesurant la diminution de 1’absorbance a 515 nm du 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazine (DPPH") dont la décoloration provient de la réduction du radical DPPH’ par

192



I’échantillon. Les huiles essentielles et les fractions testées ont été diluées dans du méthanol a
des concentrations respectives de 0,1 a 1000pug/me Une solution de DPPH" fraichement
préparée a une concentration de 182 uM a été ajoutée aux différents échantillons d’huiles
essentielles ou fractions testées testés dans une cuve en PTFE. Aprés une incubation de 25
min & température ambiante et a ’obscurité, 1’absorbance du DPPH" pour le blanc et les
extraits a été mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 515 nm. Chacune des

expériences a éte répliquée trois fois avec un blanc au méthanol

= Test des activités anti-radicalaires du radical ABTS™ (acide 2,2-azino-bis-(3

éthylebenzothiazoline)-6-sulfonique) :

Le radical cationique ABTS™ est généré par 1’oxydation de I’ABTS par le persulfate de
potassium 2,4 mM (Adedapo et al., 2009). Ces deux solutions ont été melangées a volume
égal et placées 16 heures a 1’obscurité et a température ambiante. La solution mére obtenue a
été diluée dans une solution de tampon phosphate (PBS) a 0,2 mM afin de parvenir a une
densité optique de 0,85 a 734 nm. A 1 m{ de cette solution d’ABTS"" ont été ajoutées a des
concentrations de 0,1 & 1000pg/me d’échantillons d’huiles essentielles ou fractions testées.
L’absorbance a été mesurée a 734 nm apres 5 mn d’incubation.et tout comme précédemment

chaque mesure a été refaite trois fois avec un blanc au méthanol
= Calcul des valeurs de Clsg (concentration inhibitrice médiane)

Au terme de chaque test anti-radicalaire (DPPH", ABTS™) les différents pourcentages

d’inhibition ont été calculés suivant la formule suivante :

AbsBlanc—AbsHE
AbsBlanc

%l = [ ] x 100

%I : pourcentage d’inhibition
Abs Blanc : Absorbance du blanc

Abs HE : Absorbance de [ huile essentielle ou des fractions testées

La methode a eté standardisée en ramenant les résultats a un antioxydant de référence ;
[’acide ascorbique.

Les valeurs de pourcentage d’inhibition obtenues ont été reportées graphiquement en fonction

de la concentration et soumis a une régression linéaire. La valeur Clso qui représente la

193



concentration d’huile essentielle nécessaire pour inhiber 50% des radicaux a aussi été calculée

en prenant la valeur en Y égale a 50.

= Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power):

Le pouvoir réducteur des différentes huiles et fractions a été déterminé grace la méthode
de Oyaizu (Lee et al., 2009). des volumes respectifs de 1;2;5;10 et 20t ont été dissoutes
dans 10 ptde diméthylsulfoxyde (DMSO) puis diluées dans un volume final de 250 ptd’une
solution de tampon phosphate a 0,2 mM (pH 6,6). 125 pt d’une solution de potassium de
ferricyanide a 1 % ont ensuite été ajoutés et le mélange a été incubé a 50 °C au bain-marie
pendant 20 mn. Un volume de 125 pt d’acide trichloracétique a 10 % a été ajouté au mélange
puis centrifugé a 4000 g pendant 10 mn. Aprés centrifugation, 500 e de chaque échantillon
ont été recupéres et dilués dans 500 pt d’eau et 50 ul d’une solution de chlorure de fer a 0,1
%. L’absorbance a été mesurée a 700 nm et les valeurs mesurées ont été comparées a celles

d’un antioxydant de référence, 1’acide ascorbique, utilisé comme témoin positif.

14. Mesure des activités anticorrosives

=  Méthode gravimétrigue

Effet de la concentration : Les mesures de perte de masse ont été effectuées dans une

cellule a double paroi équipée d'un thermostat de condensateur de refroidissement pour
permettre de maintenir 1’électrolyte a la température désirée. La surface de I'électrode de
travail (plaques en acier, de forme rectangulaire et de surface « S» 2 cm x 2 cm x 0,05 cm) a
été immergée pendant 6 heures a 298 K dans 100 mL de la solution corrosive en absence et en

présence de différentes concentrations de I’huile essentielle ou d’un composé.

Aprés l'essai de corrosion, les plaques de l'acier ont été soigneusement lavées a I'eau bi-
distillée, dégraissés a 1’éthanol puis séchées a 1'air chaud. Ensuite, ces plaques sont pesées a
I’aide d’une balance de précision (précision £ 0,1 mg). Chaque expérience a été répétée trois
fois et la valeur moyenne de la perte de poids est rapportée dans chaque cas. La perte de poids
(Am) nous a permis de calculer le taux de corrosion moyen (Weo) exprimé en mg.cm? h™ et

la valeur moyenne de ’efficacité inhibitrice (E\,%).

194



Effet de la Température : Pour déterminer I’effet de la température sur le pouvoir

inhibiteur de I’huile essentielle, nous avons effectué 1’ étude dans un intervalle de température
compris entre 303 et 343 K a I’aide des mesures gravimétriques en présence d’huiles
essentielles ou de composés a une concentration maximale inhibitrice pendant une heure

d’immersion dans le milieu HC] 1M.

=  Mesure du potentiel électrochimique :

Les mesures du potentiel électrochimique ont été effectuées a I’aide d’une cellule
¢lectrolytique cylindrique en verre Pyrex munie de trois électrodes. L’électrode de travail
(disque d’acier doux de lcm?) a été noyée dans du polytétrafluoroéthyléne (PTFE). Une
électrode saturée en calomel et une électrode circulaire en platine ont été respectivement
utilisées comme électrode de référence et électrode auxiliaire. La température a été contrélée
grace a un thermostat a 298+ 1K. L’¢lectrode de travail a été polie mécaniquement avec du
papier en carbure de silice, puis dégraissée avec de 1’éthanol absolu et de 1’acétone et enfin,
rincée avec de 1’eau distillée. Avant tout enregistrement des courbes de polarisation
cathodique, 1’électrode en acier doux a été polarisée a -800mV pendant 10min. Pour les
courbes anodiques, le potentiel de 1’¢lectrode a été balay¢ jusqu'a son potentiel de corrosion,
puis aprés 30min a potentiel libre jusqu’a des valeurs positives. Les données on été
enregistrées selon un scan de 0.5mV/sec a 1’aide d’un EG&G potentiostat-galvanostat 263A
(logiciel 352 soft Corr™111).

= Spectroscopie d’impédance électrochimique

Les mesures de la spectroscopie d’impédance ¢électrochimique (SIE) ont été effectuées a
I’aide d’un systéme électrochimique comprenant un potentiostat numérique Volta lab PGZ
100 a Ecor et une électrode de travail d’acier doux circulaire de lem? immergée dans une
solution degazée. Apres détermination du courant stationnaire a un potentiel donné, la tension
sinusoidale (10mv) de créte a créte a des fréquences comprises entre 10 et 100 MHz ont été
superposées au potentiel de repos. Les diagrammes d’impédance ont été tracés selon la
méthode de Nyquist. Les valeurs des charges de transfert de résistance (Rt) et de capacité de

double couche (Cdl) ont été obtenues a partir des traces de Nyquist.
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