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Il. ENSEIGNEMENT ET RESPONSABILITES COLLECTIVES



ENSEIGNEMENT

Ma premiére expérience dans I'enseignement supésiest concrétisée au travers d’un
contrat de moniteur a la Faculté des Sciences @triigues de I'Université de Corse (FST-
UCPP). Dans le cadre des formations dispenséele @i2entre d’Initiation a I'Enseignement
Supérieur (CIES) je me suis prépare aux fonctioeissgtignant chercheur. Au cours de stages
réguliers, il nous a été proposé une formation gdaéaux méthodes d'enseignement. Ainsi
nous ont été présentés, le fonctionnement des ngité® francaises et européennes ou encore
les évolutions qualitatives du marché de I'empWon apprentissage s’est surtout réalisé par
la pratique. Les trois années du contrat de matitont permis mon initiation aux activités
d’enseignement a raison de 64 heures équivalenparCannée universitaire. Au cours de la
premiére année, j'ai assuré des TP de chimie générae chimie organique eff®année de
premier cycle (DEUG et DEUST). Durant les deux &asrnguivantes, j'ai assuré aussi bien des

TD que des TP de chimie organique et de chimieytiga en DEUG 9™ année.

Pour l'année universitaire 1998-1999, j'ai bénéficd’'un contrat d’attaché temporaire
d’enseignement et de recherche a temps partiaisumgent spécifique CIES. Ainsi, je me
suis davantage impliqué dans l'activité pédagogieneenseignant en®let 2™ cycle,
assurant des TD et des TP mais aussi quelques daurshimie organique et chimie

analytique. Par ailleurs, jai participé a I'encaghent d’étudiants, aux contrdles des

connaissances et aux jurys d’examens.

A compter de la rentrée universitaire de septenit889, jai intégré statutairement
'équipe pédagogique du département de chimie dES&-UCPP en tant que Maitre de
Conférences. A ce titre, j'ai été amené a assumeseuvice complet d’enseignement &f 1
2°Me et 3™ cycle. Tout au long des cing années qui ont siliviva été donné d’enseigner
sous forme de CM, TD et TP :

« en ' cycle : 'atomistique et la chimie organique deda

e en fmecycle : les outils de la chimie organique prépatartours de chimie réactionnelle
et la spectrométrie de masse,

« en 3™cycle : la chromatographie en phase gazeuse etmiage a la spectrométrie de

masse.



Depuis I'année universitaire 2004-2005, notre facal basculé dans le systeme européen
LMD. Cette nouvelle organisation a entrainé undruetiration des formations et par
conséquent, des contenus pédagogiques des unig@sedjnement. Depuis, jassure
I'enseignement de I'atomistique ef®année de Licence « Sciences et Technologies'ai et j
réécrit mes enseignements de chimie analytique lesuadapter au nouveau Master mention
Qualité Bio (2 spécialités : Biomolécules et Quakt Valorisation des Produits du Bassin

Méditerranéen).

RESPONSABILITES COLLECTIVES

bY

Mon implication au sein de la structure administeata débuté en avril 2002, date a
laguelle j'ai été élu au conseil scientifique d8CPP. Assidu aux séances de ce conseil, jai

contribué a la mise en place de la stratégie deerehe de I'établissement.

Le doyen élu en juillet 2002, m’a proposé d’étréeac de la gestion de la Faculté des
Sciences et ainsi j'ai moi-méme été élu vice-dogleargé des études. Il m'incombait dés lors
de gérer le volet de la politique pédagogique &3 en lien directe avec le doyen, les
responsables de filieres, les services de la stEblde I'Université (référent Apogeée de la
FST) et le secrétariat pédagogique, mais aussieillervau bon déroulement de lI'année
universitaire. J'ai participé a l'optimisation dewméthodes de travail du secrétariat
pédagogique, a la gestion des heures complémentaird’élaboration des calendriers
pédagogiques et a l'organisation des sessions miens. Parallélement a ces taches
administratives souvent ingrates, j'ai contribui@ nise en place de la réforme LMD donc a
la refonte de la carte de formation. Beaucoup d@inect de temps ont été nécessaires pour
expliquer la réforme et convaincre la communautgarsitaire de la pertinence du nouveau
systeme en termes de taux de réussite, de pédagdaigculation enseignement-recherche.
Ma contribution concréte a été d'organiser la cdiatien avec en premier lieu les
responsables pédagogiques mais aussi avec toaadegnants chercheurs de la FST. Cette
nouvelle carte de formation a pour bases : le igmimement des disciplines, une plus grande
souplesse dans les parcours offerts, une meilleninérence interne des formations en lien
avec la recherche et le souci de l'insertion psifemelle des étudiants. Elle fait émerger
deux grands domaines de formations : le domainen8es et Technologies et le domaine



STAPS. Dans le domaine Sciences et Technologiass agons construit 6 mentions de

Licence couvrant les champs disciplinaires gérsiesj 6 mentions de Master avec 10
spécialités dans les domaines de [I'Environnememts douvelles Technologies de

I'Information et de la Communication et des ac@sitphysiques et sportives. Parallelement,
nous avons conservé 4 formations « hors LMD » DEWUST, une licence professionnelle et

deux IUP.

Depuis la rentrée universitaire 2004-2005, jasdareharge de directeur des études de
'ensemble du domaine Sciences et Technologiesr Betie raison, je bénéficie d'une
décharge équivalente a 96h d’enseignement. Cetteelie responsabilité me permet d’'étre
en contact régulier avec les responsables pédagegyimais aussi, et surtout, avec les
étudiants qui sont au cceur du dispositif et qut slemc notre « barométre de satisfaction ».
Aupres des responsables pédagogiques, mon acticeroe :

» la coordination des équipes pédagogiques en dedimides objectifs et en participant
a I'évolution des maquettes pédagogiques des fansatompilées au sein du réglement des
études (document d’'une centaine de pages réaéaalisiellement),

* la présidence des jurys d’examens et de sélecton les années 1 et 2 du cycle L
(gestion des notes dans Apogée, édition des PVt Ig validation d’études.

Mon activité est également au service des étudiasus/i et orientation dans le choix du
parcours pédagogique, élaboration d’emplois du $sgngestion de vacataires... Enfin, je
participe aux campagnes de communication sur lesdions (organisation de I'accueil des
éléves du secondaire lors de la journée portesrmsyeencontres avec les lycéens lors visites
des lycées, participation aux salons étudiantaadtation du site Web...). Avec le site Web,
les meilleurs vecteurs de communication de nosdtions sont les salons étudiants auxquels
jai participé et dont les principaux sont le sattml’environnement 2004 et 2005 et le salon
de I'étudiant 2007.

Le futur immédiat des cursus se résume dans la dad formations proposée au projet
d’établissement 2008-2011. Il s’agit bien entendungrojet collectif, le travail a débuté en
juillet 2006 et s’est intensifié ces derniers madms le but de finaliser notre copie pour e 1
décembre 2007. Ce travail a permis une analysdalfirmystéme, de démonter les mécanismes
intimes et d’affiner notre modele afin d’élaboretans le cadre du nouveau contrat
guadriennal, un projet réellement basé sur I'ditrié et la qualité des formations. Pour

renforcer l'attractivité de I'offre par une qualiéécrue des formations dispensées, nous avons



élaboréune charte Qualité portant sur 6 champs d’évalogirdormation et communication,

orientation et examen des candidatures, pédagpgitenariats, insertion professionnelle,
financement) comportant 51 indicateurs. L'ensemi#s 51 indicateurs retenus constitue
autant d’objectifs Qualité a atteindre. Le projeéétablissement élaboré est un projet
radicalement centré sur l'étudiant. Nous avons im@agun dispositif Enseignement qui

renforce la formation, l'insertion et le suivi d&sidiants.

Parallelement, nous avons développé un outil d’aidie décision capable d’identifier les
masters les plus performants, gu'’ils soient enueallement ou en création. Cet outil est basée
sur une liste de criteres ou d’indicateurs quatifstaels que le nombre et l'origine des
étudiants, le nombre et la nature des partenagda tbrmation, I'appartenance a un péle de
compétitivité, l'insertion des étudiants...Une apalion numeérique permet de calculer un
score pour chaque master apres pondération desesrien fonction de leur pertinence. Ce
score est comparé au score du master « idéal »péird'équipe pédagogique. Un ratio est
ensuite calculé entre le score de chague masterceflt de la formation. Cet outil constitue
un élément d’appréciation que nous avons pris empt® lors de la demande d’habilitation de

nos formations.

Enfin, nous voulons encourager I'ouverture de I\imsité sur I'extérieur et en particulier
sur le bassin méditerranéen ainsi la délocalisatdenplusieurs formations a I'étranger
contribue au rayonnement international de notreliésement : IUP et Master « Intégration
des Systéemes d’Information » (Ecole des Hautes éstu@ommerciales & Techniques,
Tanger, Maroc et Université Francaise d’Egypte, Q&ire, Egypte), Master « Systemes
Energétiques et Energies Renouvelables » (Facet&ityen, Sofia, Bulgarie) et Master
« Gestion Intégrée du Littoral » (Université de tBage et Faculté des Sciences de Tunis-El

Manar, Tunisie).
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. ACTIVITES DE RECHERCHE
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PROBLEMATIQUE DE LA RECHERCHE

|. Cadre général

Mes activités de recherche s’inscrivent dans leecdd projet de recherche « Ressources
Naturelles ». Celui-ci regroupe diverses compéteniges au domaine de la chimie, de la
biochimie et de I'écologie, portées par des équgeesecherche de 'UCPP, en I'occurrence
deux équipes de Chimistes [équipe « Chimie et Bssma (CB) ; laboratoire « Chimie des
Produits Naturels » (CPN)] et une équipe de Biodtties [laboratoire de « Biochimie et de
Biologie Moléculaire du Végeétal »], font partie e méme Unité Mixte de Recherche du
CNRS (UMR CNRS-6134) « Systemes Physiques de lienmement ». Ce projet de
recherche regroupe aussi d’autres organismes Herote, notamment I'INRA avec lesquels

nous collaborons étroitement.

Le cadre général des travaux de I'équipe « CB »oar pbjectif de contribuer a un
accroissement de l'utilisation de la biomasse \algétn la valorisant simultanément comme
vecteur énergétique (biocombustibles et biocarlisfaet comme source de produits
industriels (phénols, huiles végétales, huiles régdkes...). Une méthodologie d’analyse
originale utilisant la RMN du carbone-13 a été déppée pour identifier les constituants

majoritaires des produits issus de la biomasse.

Le domaine de recherche du laboratoire « CPN »araecla valorisation des plantes a
parfums, aromatiques et médicinales poussantat Bpontané ou cultivé en Corse ou encore
pouvant y étre introduites dans un objectif de tdpmement durable. Ces études visent aussi
bien les huiles essentielles des espéces végétdant déja I'objet d’'une exploitation que
celles de végétaux non encore exploités, suscesptiblintéresser les producteurs et les
industriels. Les techniques analytigues mises ewreaau laboratoire depuis plusieurs années
sont la chromatographie en phase gazeuse et ldar@pétrie de masse, techniques de

référence utilisées pour I'analyse des huiles aissies.

Le laboratoire de « Biochimie et de Biologie Molkire du Végétal » s’intéresse a la
connaissance des meécanismes biochimiques d’actozyines impliqués dans la production
des arbmes, mais également la détermination desaniséres d'action de molécules

antimicrobiennes sur les bactéries ou la découdertgbles d’enzymes.

12



Les travaux menés par ces trois équipes s'insdrévelifférents échelons :

* a l'échelon régional, dans le cadre de politiquaé@eepar la Collectivité Territoriale
de Corse (CTC), notamment, I'’Agence de Développereanomique de la Corse (ADEC) a
travers des appels a propositions de rechercheuka, la problématique est développée en
collaboration avec des producteurs insulaires,

* al'échelon national, dans le cadre d’'une labdlbsadu Ministere de 'Enseignement
Supérieur et de la Recherche et du CNRS,

* enfin, a I'échelon international, dans le cadre fieancements de la Communauté
européenne a travers les PIC Interreg Italie Franles » Sardaigne-Corse-Toscane, mais
aussi dans un cadre commun au Ministére des Adfdtteangeres et a la CTC, via leur
programme de coopération décentralisée avec lésnged’Hanoi (Viét-Nam), de Marrakech
(Maroc) et de Médenine (Tunisie) mais aussi dartatire des collaborations conventionnées
ou non avec, notamment, des Universités ou InstidiAlgérie, du Maroc et de la Cote-

d’lvoire.

Dans le projet « Ressources Naturelles », les smibste recherche sont :

* les plantes a parfums, aromatiques et médicin@gsuiles essentielles, les extraits et
les résines gu’elles contiennent et plus généralertess produits issus de la biomasse,
destinés a l'industrie des produits naturels on asage énergétique (biocombustibles).

» les ressources et produits agro-alimentaires tygsiqalives et huile d’olives, agrumes,

fruits et jus de fruits, charcuterie, produitsi&s, miels, etc.),

Il. Contribution a la valorisation des plantes arom  atiques et médicinales.

A l'instar de nhombreux pays et contrées, la Corsgsede une flore abondante, riche et
variée dans laquelle il a été dénombré de nombseespeces aromatiques susceptibles de
fournir des huiles essentielles. Celles-ci soniséts dans différents domaines tels que la
parfumerie, la cosmétologie, 'aromathérapie, leditis alimentaires. Elles constituent donc
des produits a forte valeur ajoutée. La productimndiale annuelle d’huiles essentielles est
de l'ordre de 100 000 tonnes, elle génére envirBnmilliards d’euros par an (1). De
nombreux pays émergents, tentent de pénétrer ceuse®ans ce contexte, la tendance
actuelle du marché international des huiles esstsgtiva dans le sens d’une production dont

la qualité est constante et controlée. Il est dodispensable que le démarrage d’'une activité
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industrielle de ce type se fasse sur des baseesdiappuyant sur des données objectives. La
production et la caractérisation des huiles essigi le contréle de leur qualité tout autant
gue la mise en évidence d'une éventuelle spééifidtessite la mise en ceuvre des méthodes
de préparation et d'analyses les plus modernesll&ament, I'importance des composeés
volatils organiques dans la physiologie et I'écaodjun végétal, n’est plus a démontrer, elle
a été largement étudiée dans les 10 a 15 dernamedes (2). Avec le développement
croissant des techniques d’extraction dites « gertequi protegent I'environnement, la
recherche de techniques alternatives aux méthodespréparation des eéchantillons
conventionnelles suscite un grand intérét. Dansotgexte, NOUsS NOUS sommes intéresses a
'optimisation des méthodes de préparation et diifieation des constituants des mélanges
complexes de volatils.

Le regain d’intérét pour l'utilisation et la consoration de produits « bio », a conduit les
scientifiques a s'intéresser aux huiles essergielieen particulier aux activités biologiques de
leurs constituants. Sur une période s’étalant @b E9aujourd’hui, plus de 660 articles sont
répertoriés dans Sciencedirect (3) a partir des maictivity » et « essential oil ». En effet,
ces composes présentent l'intérét d’avoir une édibkicité, d’étre facilement acceptés par les
consommateurs et d’avoir un potentiel multi-usageportant. En Europe, les huiles
essentielles sont surtout utilisées dans I'indestlimentaire en tant qu’additifs aromatisants,
dans lindustrie des parfums et dans lindustriearpiaceutique pour leurs propriétés
fonctionnelles. Si les propriétés antimicrobiensest reconnues depuis la fin du 19° siecle,
c’est plus récemment que des études ont montréadgsgités antivirales, antimitotiques,
antioxydantes, antiparasitaires, ou encore insged des huiles essentielles (4). Avec la
résistance accrue des bactéries aux antibiotidhledes constituants des huiles essentielles
apparaissent comme des produits de substitutiessiritéressants. Il est donc indispensable
de chercher des agents actifs contre les bact&sestantes. De plus, la sécurité alimentaire
est l'une des plus importantes préoccupations até gaubliqgue. On estime que 30% de la
population des pays industrialisés souffrent diitations alimentaires dues a la présence de
micro-organismes au sein des aliments (4). Paeuad| I'oxydation des lipides observée
pendant le traitement et le stockage des prodditeeataires est responsable de la
détérioration de la qualité des aliments mais stirest néfaste pour la santé humaine.
L'utilisation d’antioxydants synthétiques, tels qles dérivés du toluene ou de Il'anisole,

utilisés pour permettre une meilleure conservatenl’aliment est limitée du fait de leurs
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propriétés cancérigenes (5). Les huiles esserstipeivent donc jouer un réle important et

nouveau dans la préservation de la qualité desifisode I'industrie alimentaire (6-9).

[ll. Contribution a 'amélioration de la qualité de s jus d’agrumes et des huiles
d’olives.

Au niveau mondial, les fruits du gen@étrus occupent la deuxiéme place de la production
fruitiere avec 100 millions de tonnes par an (H)).Corse, le€itrus bénéficient d’'un label
gualité sous la forme d’une indication géographiguetégee (IGP). Ces fruits suscitent un
véritable intérét économique puisque la productisulaire représente 99% de la production
francaise. Avec l'orange, la mandarir@&t(us reticulata blancpet la clémentine, considérée
comme une variété de mandarine (11) ou comme peeesppelé€itrus clementina Hort.
Ex Tan, sont trés appréciées dans tout le bassin meattsn et dominent aujourd’hui le
marché du fruit frais (12). La demande croissamteahsommation de fruits de petite taille
possédant des qualités organoleptiques optimalgxessité le développement de nouvelles
variétés de fruits en accord avec les golts desoremateurs. Ainsi, le centre de recherche
en Agronomie INRA-CIRAD de San Giuliano de Corse,dé@veloppé une technique
d’hybridation sexuée qui permet d’obtenir des &uiybrides entre des mandariniers et des
clémentiniers. L'objectif complémentaire de I'hydation est d’'augmenter la résistance des
arbres aux maladies et les aider a mieux affrdageconditions climatiques. Les jus obtenus a
partir des fruits du genr€itrus sont, sans doute, les boissons les plus populeirkes plus
appréciés dans le monde. Les jus d’oranges repsfge80% des jus de fruits consommes en
Europe (13). Les consommateurs souhaitent consordegejus qui ressemblent aux fruits
frais. En effet, 'ardbme responsable de I'odeurjak est avec le godt, I'un des principaux
facteurs déterminants I'acceptation de I'alimentsgmulant I'appétit du consommateurs. Par
ailleurs, I'étape de fabrication et de stockagepdoduit, peut générer des « off-flavors »,
molécules odorantes indésirables qui dégradenbriardu jus de fruits (14). Il apparait
évident que pour caractériser et controler la tgiadrganoleptigue d’un jus, une étape
d’analyse de la fraction volatile est indispensableus avons donc realisé I'étude qualitative
et semi-quantitative de la composition chimiquelaléraction volatile émise par 65 jus de

fruits frais obtenus a partir des hybrides de cl@mes et de mandarines et de leurs parents.

L’huile extraite des fruits de I'olivier, est layd ancienne huile alimentaire connue.
L’huile d’olives est un véritable jus de fruit obte par simple pression des pates d'olives.

C’est un produit qui fait partie intégrante de Udtare et du régime alimentaire méditerranéen,
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elle est tres prisée pour sa saveur et pour sets éfénéfiques sur la santé (15). L'oléiculture
en Corse, dont la production représentait 10% dardauction nationale en 2001 (16), se
distingue par une récolte tardive des fruits (@iveires voire sur matures) en comparaison
des modes de culture des pays du bassin méditerrdrécolte des olives aux stades tournant
ou vert). Afin de protéger la typicité du produies oléiculteurs corses sollicitent depuis
guelques années la création d’'une A.O.C. Dans mexi, le Laboratoire de Biochimie et de
Biologie Moléculaire du végétal de 'TUCPP s’intéses 'amélioration de la qualité de I'huile
d’olive au travers notamment de I'étude de la biege de son arébme. L’ardbme de I'huile
d’olive est déterminé par sa composition et saueara composeés volatils (17). Les composés
volatils sont caractéristiques des « notes vertdsugées » qui contribuent a la qualité de
I'huile d’olives vierge recherchée par les consoreus (18, 19). Il s’agit de molécules
possédant 5 et 6 atomes de carbone ; plus pagtiealent, les aldéhydes et les alcools gn C
représentent la majeure partie de la fraction uelae ces huiles. Au sein du fruit, a partir
d'acide gras poly insaturés,ces composés sont forpdncipalement par une voie
enzymatique appelée « voie de la lipoxygénase >XJL0). Cette voie se produit lors du
processus d’extraction de I'huile d’olives et notaemt lors de la premiere étape de
fabrication qui consiste a broyer et malaxer legsesl jusqu’a I'obtention d’'une pate. Les
aldéhydes et les alcools ainsi formés jouent umirdportant dans la flaveur de I'huile d’olive
et donc sur sa qualité. L'activité des enzymes aesables de leur biosynthese varie en
fonction de la variété, du climat et du stade deéunaéion du fruit (20). Dans ce contexte,
nous avons réalisé une analyse qualitative et gearititative des aldéhydes et alcools
présents dans la pate d'olive. Puis, nous avordiéétes variations de leur teneur relative
dans la pate de deux variétés d'oliveégfmaineetLeccing en fonction du stade de maturité
des fruits (vert, tournant et noir). Les six éclibmts de pate analysés (3 de chaque variété)
ont été sélectionnés sur la base de leur activilyreatique maximale pour un stade de

maturation donné.
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MON PARCOURS DE RECHERCHE

Mon parcours de recherche a débuté au sein deipg&guChimie et Biomasse » (CB),
équipe dans laquelle j'ai réalisé mon stage deris@ipuis préparé la thése de doctorat. Il se
poursuit au laboratoire « Chimie des Produits Nasus (CPN) dans lequel jexerce mes
activités de chercheur en tant que Maitre de cent&s. Les deux équipes sont fortement
associées dans la thématique des plantes aronmgtneédicinales et ainsi, mon intégration
au sein du laboratoire « CPN » s’est faite sanagdraent fondamental de theme mais plutot
de technique d’analyse.

l. Mes travaux de thése

L’étude avait pour objectif d’examiner les potelités de la RMN du carbone-13 comme
méthode d’identification des constituants des ugissentielles [T1]. Nous I'avons appliquée
a diverses huiles essentielles obtenues a partiplaltes aromatiques poussant a I'état
spontané en Corse et au Viét-Nam. A c6té des tqohaid’analyse conventionnelles que
nous décrirons par la suite, une voie d’analysgirmale qui a recours a la RMN du carbone-
13 décrite par Formacek et Kubeczka (21-23) a étéeldppée par I'équipe « Chimie et
Biomasse » de 'UCPP (24, 25). La méthode est base€identification, dans le spectre de
RMN du carbone-13 du mélange, des différentes dgegesonance d’'un composé donné en
les comparant avec celles des spectres de propuits contenus dans une bibliotheque
adaptée. La méthode s’est révélée efficace poutifik les constituants de divers mélanges
complexes naturels : les terpénes dans les hiskntelles, les triterpénes dans les extraits
dichlorométhaniques du liege, les phénols polystuigést dans les liquides de pyrolyse de la
biomasse (biocombustibles), les triglycérides st deides gras dans I'huile d'olive et les
extraits lipidiques de la farine de chataigne, danmeatiére grasse du lait et les sucres dans les
miels. Pour chaque famille de composés, cela assiée d’'une part, I'élaboration et
l'optimisation d'un protocole expérimental (choixu dsolvant, dilution, séquences
impulsionnelles), de maniére a obtenir une boneeluéon des signaux et surtout, permettre
une parfaite reproductibilité des mesures des déplants chimiques et d’autre part, la
création d’une bibliotheque de spectres. Tous pestses d’'une méme famille de composés
sont enregistrés dans des conditions rigoureusenu®itiques (excepté le nombre
d’accumulations), ces conditions ont été choisiasr rorrespondre au meilleur compromis
entre l'identification d’'un maximum de composésuate durée raisonnable d'utilisation de

I'appareil. L’identification est réalisée a I'aidéun logiciel, con¢u au laboratoire, qui effectue
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la comparaison du déplacement chimique de chagbermadu spectre du mélange avec ceux
des spectres des composés purs répertories datisdeses bibliotheques congues a cet effet.
Ce logiciel permet de plus I'édition de toutesildermations nécessaires a la caractérisation
des constituants du mélange, a savoir l'attributies pics, les variations de déplacements
chimiques et les superpositions. Ainsi, l'idengfiion des composés présents dans un
mélange est rendue possible par la prise en comegtparametres suivants :

* le nombre de pics observés par rapport au nombrpiake attendus pour chaque
molécule ;

* le nombre de superpositions des signaux qui pewseproduire quand les différents
effets stériques et électroniques font que deubores appartenant a deux molécules
différentes ont fortuitement le méme déplacememhicjue, ou quand les composés présents
ont une partie de leur squelette tres proche ;

* les variations des déplacements chimiques des masbdans le spectre du mélange
par rapport aux valeurs de référen&)(;

* lintensité des raies de résonance observées qoigbeéventuellement de contrbler

'appartenance d’un signal d'un carbone a un corplmsine.

Au cours de mon doctorat nous avons tout d’abordaiidré la bonne adaptabilité de la
RMN du carbone-13 a I'étude de la variabilité clijo@ en analysant les huiles essentielles
obtenues a partir de plantes aromatiques de CGrg@roum maritimumret Inula graveolenps
et du Viét-Nam I(itsea cubebaet lllicium griffithii ). Par ailleurs, nous avons montré comment
la composition chimique d’une huile essentielle tpeonstituer un outil d’aide a la
détermination taxonomigue d’une plante. Par laesnitus avons mis en évidence l'intérét de
la RMN du carbone-13 pour l'identification de malées possédant des spectres de masse
insuffisamment différenciés ou des indices de t@rrproches tels les stéréoisomeres et les
molécules thermosensibles. Parallélement, nous savoontré comment il était possible
d’identifier des constituants d’'une huile esselgieh utilisant des bibliothéques de spectres
construites a partir des données de la littératoeequi augmente considérablement les
possibilités de la méthode. Nous avons égalemeligéuhos bibliotheques de spectres du
carbone-13 pour retrouver des structures partiedidesholécules non décrites, ce qui a permis
de reconstruire la molécule recherchée. Enfin, raums montré I'intérét de combiner les
différentes techniques CPG/Ir, CPG/SM et RMN dubore-13 pour l'identification des

constituants de deux huiles essentielles du ViétrNaAcanthopanax trifoliatus et
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Eupatorium coelestinumCes travaux ont donné lieu a 5 publications [BL-Bt 11
communications [C1-C4, C15-C21].

Il. Mes activités de recherche post doctorat

Les mélanges complexes de volatils issus des glartamatiques et médicinales ou des
ressources et produits agro-alimentaires constitdenmagnifiques substrats d’études. Les
natures de ces substrats liquides (huiles esdentiet extraits) et gazeux (fraction volatile
émise par une plante ou extraite de jus d’agrumdeepate d’olive) ont été pour nous
'occasion de développer un travail méthodologigte@ppliqué totalement complémentaire

tant au niveau de la préparation des échantillolesdg I'analyse de leurs constituants.

L’aspect méthodologique de mon activité recherchst ploctorat peut se décliner selon
deux périodes d’activité :

. riche de mon expérience doctorale dans le domara BRMN des mélanges, j'ai mis
a profit une période d’intégration au laboratoir€RN » pour appréhender les potentialités et
les finesses de la chromatographie en phase gaetw® la spectrométrie de masse pour
I'identification des constituants d’'une huile edsale. Si au cours de ma thése jai pu
m’initier a l'utilisation des techniques chromataghiques, le véritable apprentissage et la
maitrise de ces techniques ont nécessité une Igrggimde confirmant ainsi que I'analyste ne
peut étre un simple « presse bouton ». Dans cextente couplage CPG/SM est devenu la
méthode d’analyse de base de mes travaux.

. la seconde période a été consacrée a I'élabord¢iaieux nouvelles pistes de travail :

0 j'ai participé a I'optimisation de la méthode d'&se existante au laboratoire
par I'adjonction du mode de l'ionisation chimiquéaaméthodologie du laboratoire. La mise
en ceuvre de la CPG/SM-IC a nécessité une adaptatibnique (optimisation de parametres
d’ionisation) mais aussi théorique (maitrise dungipe, bibliographie sur I'utilisation de I'lIC
dans le domaine des huiles essentielles). L'utiieade la CPG/SM-IC en complément de la
CPG/SM-IE et/ou la RMN du carbone-13, s’est avésffecace pour l'identification des
constituants des huiles essentielles.

o parallelement, je me suis investi dans une nouvieenatique qui concerne la
préparation des échantillons, en étudiant la foactiolatile de matrices d’origine végétale par
micro-extraction en phase solide (MEPS). Si ledesuessentielles sont aisément préparées
par hydrodistillation, « I'échantillonnage » par M& de la fraction volatile d’'une matrice

solide ou liquide a nécessité un temps d’appreadiss
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D’un point de vue appliqué, nous avons poursuiwienaction de soutien a la filiere PPAM
en collaboration avec les producteurs locaux sartdgles essentielles susceptibles d’élargir
leur gamme de produits en réalisant leur analy$étatle de leur variabilité chimique. Nous
avons également contribué a I'amélioration de lalittide produits de la filiere alimentaire
du bassin méditerranéen tels les jus d’agrumethetd d’olive. L’aspect appliqué de mon
activité a également été I'occasion d’explorer deanvelles pistes de travail en relation avec
le theme des huiles essentielles :

« lutilisation d’'une nouvelle technique d’extractiomssistée par micro-ondes pour
I'obtention d’huiles essentielles et d’extraitsplantes,

* la mise en évidence des activités biologiques identification des principes actifs

d’huiles essentielles et extraits.

C’est cette activité de recherche post-doctorat jguene propose d’expliciter dans le
chapitre qui suit, intitulé « Analyse des mélangemplexes de volatils ». Je décrirai tout
d’abord, les méthodes de préparation de I'échantiit en particulier I'extraction assistée par
micro-ondes, sa comparaison avec I'hydrodistillatiet I'optimisation des parameétres
d’extraction en micro-extraction en phase solidarife ). Je poursuivrai par une présentation
des méthodes analytiques (Partie 1l) et leurs egiptins a 'identification et la quantification
des constituants des huiles essentielles, desitexéttade la fraction volatile émise par des
matrices d’origine végétale a I'aide du couplagdéadehromatographie en phase gazeuse avec
la spectrométrie de masse (CPG/SM-IE et/ou -ICp@ésou non avec la Résonance
Magnétique Nucléaire (Partie 1ll). A l'interface sigarties précédentes, je donnerai les
principaux résultats que nous avons obtenus smida en évidence des activités biologiques
et l'identification des principes actifs d’huilessentielles et extraits (Partie 1V). Enfin, je
terminerai par un apercu des travaux en cours etpuojection dans le futur immédiat et a

plus long terme (Partie V).

Conformément a I'esprit d’'une HDR, ce documentwest synthese de mon activité de
recherche dans laquelle jai fait apparaitre mompéernce et mes compétences dans
I'animation d’'une recherche. Pour le détail desiltéss, je vous propose de vous référer au

tome 2 du document ou sont présentés mes travduqP
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ANALYSE DES MELANGES COMPLEXES DE VOLATILS

Les huiles essentielles, la fraction volatile énpae une plante aromatique ou encore les
ardbmes responsables des propriétés organoleptitiumes denrée alimentaire constituent des
meélanges complexes de volatils qui suscitent uéréntgrandissant. La valorisation de ces
meélanges passe nécessairement par une étape @térsation chimique. Pour cela, il
apparait que I'étape de préparation de I'échantiédet tout aussi fondamentale que celle de
I'analyse proprement dite des constituants (26p2@ir plusieurs raisons :

. ces mélanges volatils sont généralement des mdamgenplexes constitués
majoritairement de molécules terpéniques (mon@uetkesquiterpénes et plus rarement des
diterpenes), mais aussi de composés non terpéniqukaines linéaires, dérivés
phénylpropanoiques, etc.) (30). L'identification des molécules nécessite donc des
techniques analytiques fiables et efficaces (29),

. la complexité des ces mélanges vient égalementadlugf’ils sont constitués de
plusieurs dizaines, voire plusieurs centaines dmposés présents a des concentrations
parfois extrémement faibles. Classiquement la aunaion perceptible pour les molécules
odorantes peut étre inférieure au nanogramme pa; kn conséquence les procédures
analytiques doivent présenter des sensibilité€mdment élevées (31, 32),

. certaines molécules odorantes présentent une iiitstaihimique sous I'action de la
lumiere, de la température, en condition oxydantew cours d’'une étape de transformation
avant commercialisation. Ainsi, & pression atmosphé le temps de vie d’'un monoterpene
soumis a une exposition lumineuse est estimé emdias de 5 min pour di-terpinéne a 3 h
pour l'a- et le B-pinéne (28). Les procédures de préparation deanétbns doivent étre
adaptées a la nature des constituants de la matéagier,

. pour les composés volatils générés a partir decssubiologiques, telles que les
plantes ou les animaux, des difficultés analytigsegissent du fait de la nature dynamique
de ces systémes (2). Le fait que la productioiéeti$sion des composeés volatils d’une plante
soient affectées par des facteurs comme la lumligresmpérature, un stress hydrique, une
activité enzymatique ou la présence de polluamispduit des difficultés dans I'analyse.
Ainsi, des procédés analytiques ont été développgésettant I'échantillonnage in vivo de la

fraction volatile des plantes (33).
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PARTIE | : LES METHODES DE PREPARATION DE
L’ECHANTILLON

Les méthodes de préparation des échantillons antl’'édjet de nombreuses revues
récentes qui décrivent les potentialités et lestdisndes procédures généralement mises en
ceuvre pour I'étude des composeés volatils issus ldetgs ou de produits de lindustrie
alimentaires (14, 28, 33-42). Nous distinguerorss rfreethodes d’extraction produisant des
matrices liquides telles que les huiles essensiadieles extraits, des méthodes permettant

d’échantillonner les analytes dans la phase gazsaatrices solides ou liquides.

l.1. L’extraction assistée par micro-ondes, une alt ernative a
I’hydrodistillation.

Les huiles essentielles sont généralement obtegparebydrodistillation dans un appareil
de type Clevenger (43), toutefois de nombreusdmigaes ont été développées dans le but
de limiter le temps d’extraction, la consommatiam eau et en énergie, d’augmenter le
rendement d’extraction et d’améliorer la qualité Heuile essentielle en évitant les
dégradations thermiques et hydrolytiques (44-4636#€ de la distillation-extraction utilisant
un appareil de type Lickens-Nickerson (28), de tfastion par fluide supercritique (37),
I'extraction assistée par micro-ondes est cons@d@@mme une méthode alternative pour

I'extraction des substances naturelles des végétaux

De nombreux travaux décrivent le principe de famwtement des micro-ondes, I'action
des solvants et I'application de cette techniglietdention d’huiles essentielles (39, 46-63).
Les micro-ondespy-ondes) interagissent simultanément et sélectivepuaarrotation dipolaire
et conduction ionique avec les molécules polairgsgntes dans les glandes sécrétrices du
végétal entrainant un chauffage localisé suivi d'usxpansion puis d'une rupture des
membranes cellulaires. Les analytes sont alorségdans le solvant, on parle d’extrait au
solvant (50, 62). Ce procédé présente un grandéintéotamment pour I'extraction de
composés thermosensibles puisqu’en utilisant umasblde faible constante diélectrique ce
dernier reste froid (50). Pour I'obtention des ésiiessentielles, plusieurs procédures ont été
développées (46-61). L'extraction que nous avorsenioceuvre a été décrite par Luchessi et
Coll. (46), elle est réalisée sans ajout de sosvanganiques, par simple humidification du

végétal sec avant extraction. Dans ce cas l'eaalif@e en surface du végétal surchauffe
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libérant ainsi les composés volatils dans le migauironnant afin qu’ils soient récupérés par
distillation. Le procédé correspond ni a une eximac assistée pap-ondes classique

consommatrice de solvant, ni a une hydrodistillatmpnsommatrice d’eau, mais a une
originale combinaison entre un chauffage pasndes et une distillation a sec a pression

atmosphérique.

Nous avons mis en ceuvre ces procédés dextractoum ptudier les compositions
chimiques d’huiles essentielles et d'extraits deuxdeplantes aromatiques d’Algérie :
Saccocalyx satureioidgSoss. et Dur. eDriganum glandulosunbesf [P6, P7]. Ce travail a
été réalisé en collaboration avec le laboratoire @himie Organique, Substances Naturelles
et Analyse » (COSNA) de I'Université Aboubekr BELKAde Tlemcen (Algérie).

Les 3 techniques d'extraction, hydrodistillationtraction assistée paun-ondes sans
solvant et avec solvant, ont été comparées en tdantemps d’extraction, de rendements et
de compositions chimiques des huiles essentieh#3 ét HMO) et de I'extrait (EMO)
(Tableau 1).

S. satureioides  O. glandulosum
HD HMO EMO HD HMO EMO

Masse de matiere végétale séche (Q) 200 25 25 208 25
Temps d’extraction (mn) 240 20 2 240 20 2
Rendement % (matiere séche) 23 19 10 48 33 1,0
Composés hydrocarbonés (%) 21,8 16,0 9,7 54,2 1P319
Composés oxygeneés (%) 753 778 71,1 456 87,4 72,0
Monoterpénes hydrocarbonés (%) 209 150 35 520 &29
Monoterpénes oxygenés (%) 71,1 72,3 64,2 451 87Q6
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 23 19 37 18 23,0
Sesquiterpenes oxygeénes (%) 42 43 38 02 03 03
Autres composes - - 27 03 01 04

Tableau 1 : Comparaison des trois modes d’extnachipdrodistillation (HD), extraction

assistée pat-ondes sans solvant (HMO) et avec solvant (EMO).

23



Les extractions assistées paondes sont plus rapides que I'hydrodistillatione(20 mn
contre 240 mn, respectivement). De plus, I'extmactassistée pap-ondes sans solvant
produit un rendement en huile essentielle quasitigee a celui de I'hydrodistillation en un
temps 12 fois plus court : 1,9% pour HMO contré2 our HD (rendements calculés a partir
de la masse de matiere seche) @usatureioide®t 9 fois plus court poud. glandulosum
(3.3 % pour HMO en 4.8 % en HD). En terme de contiposchimique, on constate que les
meélanges obtenus par HMO et EMO sont caractérisédgs fortes proportions en composés
oxygénés. En effet, I'extraction assistée paondes favorise I'extraction sélective des
composeés polaires sensibles a la rotation dipoktira@ la conduction ionique et de plus la
faible quantité d'eau utilisée, évite les décomtpimss thermiques ou hydrolytiques des
composés oxygénés (46, 59). Ces résultats confiroues I'extraction assistée par micro-
ondes sans solvant constitue une véritable méthatidenative pour I'obtention des huiles
essentielles. En comparaison avec I'hydrodistdlatqui est la méthode conventionnelle, a
rendement d’extraction analogue, elle permet dairéde temps d’extraction et d’améliorer
la qualité d’'une huile essentielle. Cette méthodetribue a la préservation des especes
végeétales car une tres faible quantité de végétahécessaire. Par ailleurs, elle limite la
consommation d’énergie et le rejet de £&fans I'atmosphere (59). L'ensemble des résultats
démontre que cette méthode possede un réel chaapplidation dans les domaines de
prédilection des huiles essentielles, a savoialfumerie, la phytothérapie, les cosmétiques et

I'agro-alimentaire.

I.2. La micro-extraction en phase solide MEPS, un é chantillonnage en phase
gazeuse.

Avec l'apparition de la chromatographie en phaseegse dans les années 50 et
'expansion du pouvoir séparatif des colonnes Gl dans les années 80, les techniques
d’extraction de composés volatils ont connu de mennb développements (64-65). Nous
décrirons plus particulierement les techniquesréecpncentration en « espace de téte » plus
connues sous le vocable anglo-saxon « headspa@breviation EAT sera utilisée dans la
suite du document pour désigner '« espace dex»tétea premiere utilisation du terme
« headspace » date de 1960 et la premiére apphcdé ce concept combinée a la CPG date
de 1958 (38). Au cours des 20 derniéres annéggsroogdé d’extraction a connu un regain
d’'intérét qui coincide avec le succés toujours ssamt que connaissent les techniques

d’extractions « vertes » c’est a dire sans sola8). L’extraction par exposition de I'EdT
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consiste a prélever les composeés volatils contdans la phase gazeuse en équilibre (ou non)
avec une matrice solide ou liquide, avant leur c@rasation. Traditionnellement, le

prélevement s’opére en mode statique ou en modanuigue.

Le développement de techniques de préléevement ggmentent la capacité de
concentration des analytes dans I'EdT a permissdt@sr la simplicité, la reproductibilité et
la facile automatisation de 'EdT-statique, a lasikilité et la sélectivité de 'EdT-dynamique
(66). Elles permettent 'accumulation statique gunamique de composeés volatils sur des
polyméres qui opérent par absorption ou adsorpbanplus rarement sur des solvants (38).
Ainsi il a été développé pour I'étude des compos®atils des matrices végétales, plusieurs
procédés de prélevement a haute capacité de coamb@mtdans I'EAT, (66-78), parmi
lesquels, la micro-extraction en phase solide (MERS a été la premiére technique a HCC

développée.

L’EdT-MEPS est une technique de préparation d’'étham sans solvant, simple, rapide,
sensible, reproductible, peu couteuse et nécessiafaible quantité d’échantillon. Elle a été
développée par Arthur et Pawliszyn en 1990 (7@pgliquée au prélevement dans I'EdT en
1993 (80). Aujourd’hui, plus de 300 articles sciipies ont été publiés sur le sujet depuis
son introduction (81). Sa combinaison aisée avedetghniques chromatographiques comme
la CPG, la CPG/SM, la chromatographie liquide haedormance (CLHP), la CLPHP-MS
ou encore la CPG/olfactométrie, explique son supoes I'étude des composeés polaires et
apolaires volatils contenus dans des matrices eomp] solides ou liquides d’origine
végétale (2, 34, 38, 82-85).

Nous avons appliqué I'EdT-MEPS a I'étude des corépaslatils extraits d'une part, de
deux matrices solides, les parties aériennéglehostyledriquetii Gamisans [P8], plante
endémique de Corse et la pate de deux variétéseboGermaineet Leccing et d’autre part

d’'une matrice liquide, les jus d’agrumes [C5, C22].

L’extraction par EdT-MEPS consiste en une adsompgt/ou un partage des molécules
volatiles sur une fibre de silice fondue revétuendpolymere aprés leur distribution entre la
matrice (solide ou liquide) et la phase gazeusecgnstitue I'EdT. Au pouvoir de séparation
du polymeére est associé la désorption thermiquentavanalyse. Les phénomenes

d’adsorption et/ou de partage mis en jeu ne cooredgnt pas a une extraction totale des
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composeés volatils car I'extraction par expositicansl I'EdT est basée sur un phénoméne
thermodynamique qui implique deux équilibres : lenpier concerne I'équilibre entre la
matrice et la phase gazeuse (EdT) et le secondspmnd a I'équilibre entre la phase gazeuse
et le revétement de la fibre. Ainsi, a partir desfficients de partage de I'analyte entre les
phases, des volumes de la matrice et du polyméaladnt et de la concentration de I'analyte
dans la matrice, il est possible de calculer Iantjtéad’analyte fixée par la fibre dans le but de
le quantifier (80). L'extraction en EdT est égalenfonction de la cinétique du transfert de
masse qui a lieu lors de la diffusion des compeoséatils dans les 3 phases de diffusion : la

matrice, 'EdT et le polymere recouvrant la fib89).

Du fait que la MEPS est une méthode simple de pafipa des échantillons, il serait
réducteur de penser que l'extraction est un prosessmple a réaliser. La nature et la
concentration des analytes ainsi que la compledg® matrices a partir desquels ils sont
extraits, détermine le niveau de difficulté du mesus d’extraction (85). Ainsi, quelles que
soient les matrices végétales étudiées, la misewrre de la EdT-MEPS nécessite une étape
d’optimisation des parametres d’extraction afinbdémir une bonne reproductibilité et la
meilleure sensibilité. Les parametres a examinet lsonature de la fibre (polymeéres liquides
et/ou poreux), le volume d’échantillon (variabldosela nature solide ou liquide de la
matrice), les conditions d’extraction (pH, agitatiajout de sels), le temps d’équilibre et
d’extraction (variables selon la concentration’dedlyte et son coefficient de distribution), la
température, parametre primordial comme nous mamse par la suite et enfin, les

conditions de désorption.

L’influence des ces parametres a été démontréle sandement qualitatif et quantitatif de
I'extraction (81, 86-92). Selon la littérature parait que le meilleur rendement d’extraction
par exposition dans I'EdT, est obtenu avec lefiltriples constituées d’'une phase liquide, le
Polydiméthylsiloxane (PDMS) pour les composés legsipolaires et de deux phases solides
poreuses, le Carboxen (CAR) et le Divinylbenzénd&/BP pour les composés les plus
polaires. Ce type de fibre permet I'extraction adenposés volatils sur une large gamme,
s’étendant de £a Gy,. Pour I'étude des composés volatils extraits d'plaate, la préparation
de I'échantillon est généralement réalisée a teatpér ambiante sur du végétal frais, coupé
en morceau dont le rapport entre la masse de laca&t le volume de I'espace de téte sont

compris entre 0,01 et 0,1 (87, 92-98). L'extractims composés volatils des jus de fruits est
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classiquement réalisée sous agitation avec ou &ans de sel a la matrice qui occupe un
volume dans un rapport 1/1 avec la phase gaze@#&0&). A notre connaissance, aucune
étude n’'a été réalisée par MEPS sur I'évolution esurs des ardbmes de la pate d'olive,
toutefois l'extraction des arébmes présents dans hieides d'olives vierges est reéalisé
généralement sous agitation et a température amebiein de ne pas limiter I'activité

enzymatique (18-19, 73, 109-113). Il est a signqléil existe une grande variation dans les
conditions de température et de temps d’équilibidextraction selon les auteurs et la nature

de la matrice.

L'optimisation des parameétres d’extraction a étalisée sur la base de la réponse
maximale mesurée en CPG-FID c'est a dire la somras dires de tous les pics
chromatographiques intégrés sur le chromatogrampae.mise au point du protocole
expérimental d’extraction est une étape essentjelléaut appréhender avec méthode. A titre
d’exemple, aprés avoir fixé la nature de la fikréeevolume d’échantillon, I'optimisation des
temps et des températures d’extraction, a nécgsasiténoins de 75 injections en CPG pour
'étude des composés volatils contenus dans lesiepanériennes A. briquetii La
température et le temps d’équilibre ont tout d'abéré sélectionnés apres respectivement 5
températures d’expérience a 25, 35, 50, 70 et @ % temps d’expérience de 20, 40, 60, 80
et 100 mn puis une fois les deux parametres opisnie temps d’extraction a été sélectionné
apres 3 temps d’expériences a 15, 30 et 45 mncdheditions optimales retenues pour les

trois matrices étudiées, sont regroupées danblieaia 2.

Afin de valider la répétabilité de la méthode, &sutes analyses des différentes fractions
volatiles ont été systématiquement répliquées tfois dans les mémes conditions. La
répétabilité de la méthode, exprimée par le caefiicde variation (CV), est représentative de
la fiabilité des résultats. Le calcul du CV denéatotale du signal CPG-Ir et les CV des aires
de plusieurs composés représentatifs du mélandé aystématiquement réalisé et des CV
toujours inférieurs a 15%, permettent de validerélgétabilité de la MEPS pour I'extraction

des composeés volatils dans les trois matrices.
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Nature de la matrice Solide Liquide

Matrice Plante Pate d'olives  Jus d’agrumes
Mode d’extraction « espace de téte »
Nature de la fibre DVB/CAR/PDMS (50/30 pm, 2 cm)
Volume et quantité de I'échantillon

0,79 749 10 mL
(dans vol. de 20 mL)
Agitation - - magnétique
Ajout de sel - - non
Temps d’équilibre (mn) 60 60 120
Temps d’extraction (mn) 30 45 120
Température d’extraction (°C) 70 25 40
Condition de désorption 250 °C pendant 5 minutes
Aire totale CPG-FID / 10 7314 116 1834

Tableau 2 : Paramétres MEPS optimisés pour I'étieda fraction volatile de trois

matrices, parties aérienn@d\. briquetii, pate d’olives de la variétéeccinoet jus d’agrumes.

Par ailleurs, le travail mené sur la fraction vildaémise a partir des parties aériennes et les
organes séparé@bA. briquetii [P8] confirme que la température d’extractionlegparametre
le plus important a maitriser et démontre qu’'ebeitpétre utilisée pour favoriser I'extraction
spécifique de classes de composés :

* atempérature ambiante (25°C), les proportions deaterpenes hydrocarbonés et de
composés acycligues non terpéniques sont optimales,

e aune température moyenne (35-50°C), la propod@msesquiterpénes hydrocarbonés
augmente,

e atempérature élevée (70-90°C), I'extraction desjsiterpenes oxygéneés est exaltée.

La MEPS apporte donc des informations qualitatises la composition de la fraction
volatile d’'une plante et ce a partir d’'une quantigdvegeétal tres faible. Au niveau quantitatif,
les parametres utilisés influencent grandement eledement d’extraction. En effet, la
comparaison des compositions chimiques de I'higgeetielle et de la fraction volatile émise
par A. briquetii, montre des différences quantitatives. Les congpaos&joritaires de I'huile

essentielle sont le germacréne D (18,5 %), le hérgne (12,9 %), IR-oplopénone (10,8 %)
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et leB-élémeéne (5,9 %) alors que les analyses apres mivatien de la fraction volatile émise
par les parties aériennes donnent comme compogésitaiges, le zingibérene (56,4 %), le
germacrene-D (17,1 %), éléméne (10,9 %) et deffaoplopénone (1,8 %).

La question que l'on peut légitimement se poserce#ie de la corrélation entre les
compositions chimiques des mélanges complexes ld¢ilsmbtenus par hydrodistillation et
ceux extraits par MEPS. Il est difficile d’établine corrélation directe puisque la premiére
technique est une technique d’épuisement de lageaitors que la seconde est régie par un
double équilibre et une compétition entre molécutderférantes au niveau des sites de
fixation. La MEPS permet de donner une compositilenla fraction volatile pour une
température donnée. En fait la meilleure réponse@snée par I'étude de l'influence de la
température d’extraction sur I'abondance relaties différentes familles de composés. La
température optimale d’extraction est seulementampromis basé sur la quantité maximale
d’analyte absorbée. Cette technique s’avere dortcpigerement bien adaptée a I'étude des

composeés volatils issus de végétaux produisanopgas d’huile essentielle.
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PARTIE Il : LES METHODES D’ANALYSE DES MELANGES
COMPLEXES DE VOLATILS

L’'analyse d’un mélange complexe volatil s’effecttlassiqguement par le couplage « en
ligne » d'une technique chromatographique, générait la CPG, avec une technique
d’identification spectrale, généralement la speuttsie de masse (SM) ou, quelques fois, la
Spectrométrie Infrarouge par Transformée de FoHEFF). Cette procédure est privilégiée
lors de la réalisation d'analyse « de routine »nd&chantillon dont les constituants ne
présentent pas de difficultés d’identification (2B). Dés lors que I'étape d’identification se
complexifie, la procédure nécessite un fractionrmgnae I'échantillon par chromatographie
sur colonne (CLC), qui peut se poursuivre jusquaplrification d’'un constituant par
distillation fractionnée ou par des techniques statmgraphiques préparatives. L’objectif
étant d’aboutir a son élucidation structurale pes fechniques spectroscopiques usuelles :
Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMiNet du carbone-13 (RMRFC), SM, IR,

etc...

Au laboratoire CPN, l'identification des constitisind’une huile essentielle ou de la
fraction volatile extraite d’'une matrice d’originegégétale est réalisée par des techniques
d’analyses conventionnelles. La maitrise de cdmigaes chromatographiques a nécessité un
investissement personnel qui passe par leur uitdisa leur adaptation et leur
perfectionnement, mais surtout par la mise en ceu/ome méthodologie d’analyse
rigoureuse. Celle-ci est basée sur l'utilisatiomjomte de la CPG/Ir et de la CPG/SM-IE

(figure 1).

Le mélange complexe volatil (fractionné ou non dansas d’huile essentielle) est analysé
simultanément par CPG/Ir et CPG/SM-IE. Le calcus de polaires et apolaires, et la
guantification des composés s’effectuent par CRGkinalyse par CPG/SM permet d’obtenir
les spectres de masse des divers constituanta taicle d'un logiciel, sont ensuite comparés
a ceux répertoriés dans des bibliotheques, l'urabogée au laboratoire et les autres,
commerciales, en éditions traditionnelles ou infatisées [Jennings et Shibamoto (114)
Joulain (115, 116), Wiley (117, 118), Adams (119ist (120)]. Afin de rendre performante
I'identification, il est préconisé de posséder nigiotheque riche mais surtout adaptée au
domaine d’'investigation (27). La bibliotheque « Ar@s » construite au laboratoire, est
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élaborée a partir de spectres de masse enredisinésles mémes conditions opératoires que
celles utilisées pour I'analyse des mélanges coxepleassurant ainsi une fiabilité accrue dans
l'identification. Elle contient actuellement lesdioes de rétention sur deux colonnes de
polarité différentes et les spectres de masseusdeda 700 composeés volatils dont plus de 500
molécules terpéniques. Cette bibliotheque a ététitnée a partir de molécules disponibles

dans le commerce et elle est enrichie continuelénmar des molécules isolées par

fractionnement a partir d’huiles essentielles ouoem obtenues par hémi-synthese et dans

tout les cas, identifiees par RMN.

Chaque proposition du logiciel de comparaison gextses de masse est assortie d’'une
note de concordance qui reflete la validité detdacture proposée. Si la note de concordance
est correcte, on compare les indices de rétentiocodstituant proposé a ceux présents dans
la bibliotheque élaborée au laboratoire, ou dassbibliotheques commerciales [Jennings
(112), Joulain (113, 114), Adams (117)], ou ena@mertoriés dans la littérature. Toutefois,
on ne se limite pas simplement a la note de coacael; on procéde systématiquement a
lexamen du spectre de masse du composé recherfomédan tirer les principales
informations : masse de I'ion moléculaire, fragna¢iohs caractéristiques ou encore mise en
évidence de co-élutions. A ce stade, trois appmochiéérentes 4, b, et ¢) sont envisagées
(figures 1 et 2) :

* (a), le spectre de masse du constituant et ses sdeeétention correspondent a ceux
d'un composé présent dans la bibliotheque élabaédaboratoire. L'identification du
constituant est réalisée sans ambiguité. Cette rdémast systématiquement mise en ceuvre
guelque soit la nature du mélange complexe (hsitemtielle, extrait au solvant ou fraction
volatile extraite par MEPS).

* (b), les données spectrales et les indices de rétedti constituant ne correspondent a
ceux d’aucun composé de la bibliotheque du labeatmais correspondent a ceux d'un
composé présent dans les bibliotheques commerdialeslans la littérature). Dans ce cas
nous verifions, par I'étude des fragmentations gpales, si le spectre de masse du produit
proposé est bien en accord avec la structure dierceer. Cette approche mécanistique peut
étre complétée, lorsque cela s’avére possible, mitune étape d’hémisynthese suivie de
I'exploitation de I'analyse du composé synthétsat par le recours a la RMN du carbone 13

dans le cas de I'analyse d’une huile essentielle.
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* (c), les données spectrales et les indices de rétedti constituant ne correspondent a
ceux d’aucun composé d’aucune bibliotheque. Dangase deux stratégies, uniquement
envisageables pour I'analyse des constituants diuile essentielle, sont imaginables :

0 soit le composé est présent dans les bibliotheRiN du carbone-13 (auquel cas il
est identifié sans ambiguite),

0 soit le composé est absent des bibliotheques RMMadbione-13, auquel cas nous
n'‘avons d’autre ressource que le schéma classigqueudification du constituant dans
I'optique d’'une étude structurale.

Afin de palier les limites analytiques du coupl&feG/SM-IE, I'ionisation chimique a été
utilisée pour l'identification des constituants desles essentielles (121-135). Cette technique
a été introduite par Munson et al. en 1960 et aavpremiere application a la CPG/SM en
1970 (136). Il s’agit d’'un mode d’ionisation plusuk que I'impact électronique dans lequel il
est recherché des réactions ions-molécules ergrentdécules de I'échantillon en phase
gazeuse et les ions dun plasma obtenus a partin djaz réactant. La réaction
plasma/molécule produit des ions positifs ou négatui sont repérés sur des spectres de
masse plus simples et surtout plus informatifs @piex obtenus en IE (136-139). Deux modes
d’ionisation, positif (ICP) et négatif (ICN) existeen ionisation chimique. L’ionisation peut
se faire par transfert de proton, réactions d’dation ou formation d’adduits, perte ou
abstraction d’'un hydrure ou échange de charge {#36- La contribution a chacune de ces
réactions d’ionisation dépend de la nature de bstaunce a analyser et du gaz réactant.

Le grand avantage de cette technique est sa fliekibEn effet, en faisant varier les
conditions expérimentales, a savoir la nature dur§actant, la pression et la température de
la source, il est possible d’observer I'ion quasikbculaire des molécules (136). La faible
guantité d’énergie transférée lors de I'ionisatiomte les fragmentations et permet ainsi une
meilleure différenciation des isomeres (127, 13#}. plus, la sensibilité de I'lC peut étre
particulierement affectée par le choix du gaz @sctphénomene qui peut permettre de
résoudre des problemes de co-élutions observésP&1SBA-IE lors d’analyse de mélanges
complexes (126). On voit tout le parti qui peueéiré de la comparaison des spectres pris

avec divers gaz ionisants, telle une détectiorctese

Ma contribution a I'optimisation de la méthodologitanalyse utilisée au laboratoire a

consisté en une participation active a I'adjonctienl’ionisation chimique comme technique
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complémentaire pour l'identification des constitisar’'une huile essentielle (Figure 2).
L'optimisation de la méthode ne consiste pas atoains une bibliotheque de spectres IC
comme ont pu le faire Vernin et coll. (124). Eneéffde nombreuses études ont mis en
evidence l'influence des parametres expérimentaatgmment la température et la pression
dans la source d’ionisation, sur les résultats el'analyse en IC (126-131). Il convient, donc,
d’étre prudent, en particulier dans la comparag@rspectres enregistrés dans des conditions
expérimentales différentes. Ainsi, au laboratoimeus avons utilisé I''C comme méthode
d’élucidation structurale complémentaire a I'lE dda cas ou les limites de notre méthode
d’analyse décrite plus haut étaient atteintes (14i2- Cette complémentarité peut étre mise a
profit pour obtenir une information plus fiable glusieurs points :

* la détermination de la masse moléculaire a pagin’abservation des ions quasi-
moléculaires et adduits,

* lidentification des groupes fonctionnels, présedes la molécule, basée sur les
fragmentations caractéristiques des différentedlissde composés,

* la stéréochimie des composés a partir des intensiéatives de certains pics
caractéristiques,

* la limitation des cas co-élution observées surcasnnes de chromatographie en
phase gazeuse.
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Figure 1 : Identification des constituants de mgémncomplexes de volatils par
combinaison des technigues de CPG et de CPG/SM
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Figure 2 : Analyses complémentaires mises en ogowrel’identification des constituants

d’'une huile essentielle.
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PARTIE Il : APPLICATION DE LA METHODOLOGIE D'ANALY SE

l1l.1. L'analyse « de routine », simple et rapide.

L'analyse «de routine » est réalisée pour I'étutkes mélanges de volatils dont
l'identification des constituants ne présente pasddficultés majeures. Elle est réalisée
conjointement par CPG et CPG/SM avec ou sans draatiment sur colonne pour les huiles
essentielles. L'identification des constituantsndélange est réalisée pour la plupart d’entre
eux a partir des données spectrales présentedadbitidiotheque d’indices de rétention et de
spectres de masses « Arbmes » construite au laberaCette procédure d’identification de
mise en ceuvre aisée et rapide a été utilisée atalaire :

* pour le contréle de la qualité des produits dedlistrie alimentaire (jus de fruits et
huile d’olives),

* dans le but de fournir aux producteurs et industrge la filiere PPAM, des
informations scientifiques facilement valorisablssr la qualité des huiles essentielles
commercialisées ou susceptibles de I'étre en effettle suivi des modes de mise en culture
des végétaux et des procédés d'obtention, I'étudéadcomposition chimique au cours du

cycle végétatif de la plante et I'étude de la Jahi@ chimique des huiles essentielles.

[11.1.1. Contréle de la qualité des produits de lI'industrie alimentaire.
Nous avons procédé a l'analyse des constituantca®posés volatils contenus dans la
pate d’'olives et des jus d’agrumes, aprés avoinopé les parametres d’extraction par MEPS

et validé la répétabilité de la méthode (cf. 8.1.2)

Les analyses CPG/Ir et CPG/SM des fractions vekatde pates d'olives extraites par
MEPS ont permis de suivre I'évolution quantitatoe 'hexanal, du (E)-hex-2-enal, du (Z)-
hex-3-énol, du (E)-hex-2-enol et de I'hexanol, impés dans I'ardme de I'huile d’olives, en
fonction du stade de maturation des fruits. Darmss@eéchantillons analysés, le composé
majoritaire est le (E)-hex-2-énal suivi de I'hexian#dous deux produits par action
enzymatique. La quantité de composés volatils eticopdierement celle des aldéhydes,
augmente avec la maturité des olives jusqu’a ladiistade tournant pour les olivesrmaine
et jusqu’au stade noir pour la variétéccina Les abondances des alcools évoluent de fagons
nettement différentes en fonction de la variété deses. Les différences d’évolution des
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composes volatils des espetescinoet Germainemontrent que I'activité enzymatique varie
en fonction de la variété des olives. Ces résuliatg en accord avec ceux reportés dans la
littérature sur I'huile d’olives (17, 20, 111, 1123). La MEPS associée a la CPG et a la
CPG/SM a donc permis de démontrer et d’évaluefld@mce de la maturité de deux variétés
d’olives sur la production de composeés volatilss Censtituants ayant un réle majeur dans la
flaveur de I'huile d'olives vierge, cette étude p@ermettre aux industriels de déterminer,
pour chacune des variétés, la date de récolte pamhed’obtenir la qualité sensorielle
recherchée. Cette étude a fait I'objet d’'une pattigravail de fin d’études de Elodie Nasica et

d’'une publication en cours de finalisation.

De méme, nous avons réalisé I'étude qualitativeesti-quantitative de la composition
chimique de la fraction volatile émise par 65 jesfidiits frais obtenus a partir d’hybrides de
cléementines et de mandarines et de leurs parefa@sallyse par CPG/Ir et CPG/SM de la
fraction volatile des différents jus de fruits ampes I'identification de 44 composés dont 25
monoterpéenes (94-98%), 9 sesquiterpenes (tr-6%) emolécules non terpéniques (0,1-3%).
Le jus de clementine est dominé par la présendarunene ultra majoritaire (90 %) associé
au y-terpinene qui n'excede pas 1% alors que dans dedpi mandarine, ces composés
représentent respectivement 66 % et 21%. Une anabgsistique a montré une distribution
symétrique des hybrides autour de leurs parentsgebaur le rapport des proportions de
limonene et de-terpinéne : 50% des hybrides présentent le pesbimatique des jus de
clémentine et 50% présentent celui des jus de mizxeddans le but de commercialiser les
jus obtenus a partir d’hybrides clémentine-mandgrime analyse organoleptique doit étre
menée afin d’identifier le type jus le plus en adcavec le golt des consommateurs. Cette
étude, qui démontre le potentiel de la MEPS powoldrdle de la qualité des jus de fruits, a
fait 'objet d’une partie du travail de doctorat fleussaint Barboni, de deux communications
[C5, C22] et d’'une publication en cours de findlma

[11.1.2. Action aupres des producteurs et industriels de la filiere PPAM.

L'objectif de ces travaux est également d’'aidea &ttucturation et au développement des
filieres en cohérence avec la politigue des aé®ribcales et en concertation avec les
professionnels. Ces recherches ont donc, I'ambdiapporter des outils d’aide a la décision
pour les professionnels mais aussi pour les désdéaonomiques et politiques. Notre
implication au sein de la filiere des PPAM en Caseoncrétise par des protocoles d'études
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et de recherche notamment avec les sociétés «desseNaturelles Corse » et «U
mandriolu ». Ce partenariat nous a permis d’'étrecamact direct avec les acteurs de la
filiere, de connaitre leurs attentes et de répoadeairs demandes en fournissant des données
techniques. Dans le cadre de ces conventions,ntephes d’une centaine d’analyses par an,
destinées pour la plupart a controler la qualiteudés essentielles, qui sont réalisées sur des
plantes faisant déja I'objet d’une exploitation won encore exploitées, tellételichrysum
italicum subspitalicum, Rosmarinus officinalisJuniperus communissp alpina, Myrtus
communisEucalyptus globulysThymus herba-baron&itrus reticulata Citrus aurantifolig
Citrus sinensisCistus ladaniferusCrithmum maritimumDaucus carotaou encoreAlnus

glutinosa Urtica dioicaetUrtica atrovirens..[C23].

Un exemple d’élargissement de la gamme de produits commercialisés : I'huile
essentielle d’Achillea ageratum.

Les parties aériennes de la plante récoltées eseClydrodistillées dans un extracteur de
type Clevenger ont fourni une huile essentiellea@eur jaune pale (rendement 0,8 %) [P9].
L’analyse (CPG/Ir et CPG/SM) a permis lidentificat de 68 composés qui représentent plus
de 96% de la composition globale du mélange. P&u80d% de la composition chimique, est
représentée par des composés oxygénés (oxydes|sattoacétates) qui apportent a I'huile
essentielle des qualités olfactives intéressantag ga valorisation en parfumerie. Les
constituants majoritaires sont le cinéole-1,8 (41%)yomogi alcool (22%), le santolina
alcool (10%) et l'acétate d'artémisyle (7%). De fluinous avons montré que I'huile
essentielle de Corse présente une composition ghéenboriginale par rapport a celles
obtenues a partir d&. ageratumd’autres pays du bassin méditerranéen. Nous a&imss
apporté des premiéres informations techniques igaldles par les producteurs et mis en
evidence une spécificité de I'huile essentielleAdd@ageratumde Corse qui peut étre un atout

majeur en vue de sa commercialisation.

L'étude de la variabilité chimique intra spécifique : I'une des finalités de nos
travaux.

Comme le montre I'exemple précédent, il est indispble de mettre en évidence
I'éventuelle spécificité d’'une huile essentiellefenction de I'organe de la plante étudiée, de
la période et/ou du lieu de récolte avant sa comiaésation. Les 3 exemples suivants
mettent en évidence les spécificités d’huiles dgséas originaires du Viét-Nam, de Corse et

de Sardaigne.
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Parallélement aux études réalisés pour complétertragaux de thése sur la variabilité
chimigue des huiles essentiel@#licium griffithii [P10] etLitsea cubebdP11], nous avons
été amenés a analyser les compositions chimigquebuies essentiellalArtemisia vulgaris
L. [P12]. L'analyse réalisée en collaboration avéestitut d’Ecologie et des Ressources
Biologiques (IERB) de Hanoi (Viét-Nam), de 4 éclidoris d’huiles essentielles obtenues a
partir des parties aériennd®. vulgarisa mis en évidence une difféerence de composition
chimique en fonction du lieu de récolte. Bien gaecbmposition chimique des huiles
essentielles de feuilles et de fleurs sont domim@gsles mémes composés majoritaires, a
savoir le cinéole-1,8 (20,3% et 21,7%, respectiveinele camphre (14,7 et 10,9%,
respectivement) et d-terpinéol (9,8% et 4,8%, respectivement), il apfiarque les
échantillons que nous avons analysés differentetoient de I'’échantillon originaire du Viét-
Nam décrit par Dung et al. (144), dans lequdl-tzryophylléne (24%), IB-cubébéne (12%)
et le3-élemene (6%) sont reportés comme composés majesit&®ar contre, les échantillons
analysés présentent des similitudes avec les hesentielles dA. vulgarisde France (145)
et d’ltalie (146) riches en monoterpénes oxygéRasallelement, a cette étude nous avons
suivi I'évolution de la qualité de I'huile essetigeproduite au cours du cycle végétatif de la
plante. Il apparait une stabilité qualitative eamitative de la composition chimique au cours
de la floraison alors qu’avant floraison les prdjpms en monoterpénes décroissent au
contraire de celles des sesquiterpénes.

De méme, l'analyse de 15 échantillali®tanthusmaritimus(L.) Hoffmans & Links [P13]
a montré une certaine homogénéité dans la composiiimique des huiles essentielles
obtenues séparement a partir des parties aérienries racines de la plante récoltée dans
différentes localités de Corse. Le yomogi alcodt,4234,7 %), le camphre (7,0-20,4 %),
'artémisia alcool (11,5-19,2 %) et I'acétate déamisyle (4,9-12,6 %), ont été identifiés en
tant que composés majoritaires. Les deux typesildhessentielles different sensiblement
par la proportion des composés sesquiterpéniquieseprésentent 2,3-4,6% dans les huiles
essentielles des parties aériennes et 9,8-21% ldamscines. Toutefois, dans un souci de
préservation de l'espéce veégétale, il apparait @taliie de ne récolter que les parties
aériennes de la plante dans le cadre d'une évémtt@hmercialisation de 'huile essentielle.
De plus, il est a signaler que I'huile essentiaglle Corse differe notablement de celle

originaire de Grece (147) dans laquelle l'acétaecid-chrysanthényle (30,4 %), le cinéole-
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1,8 (19,1 %), le camphre (12,9 %), I'artémisia alod2,6 %) et I'acétate d’artémisyle (10,5

%) sont les composés majoritaires.

Enfin, I'étude que nous avons menée en collabaradiec le Département de Biologie
expérimentale de I'Université de Cagliari dans bkdre du PIC INTERREG IIIA, sur
Teucrium chamaedrysL. [P14] a montré des différences quantitatives dempositions
chimiques des huiles essentielles obtenues a padiplantes des deux files. L'analyse des 2
échantillons a conduit a [lidentification d-caryophylléne (29,0 % et 27,4 %,
respectivement), du germacréne D (19,4 % et 13,5ré¥pectivement), suivis deaF
humuléne (6,8 %) et dd-cadinene (5,4 %) dans I'échantillon de Corse ef'aeyde de
caryophyllene (12,3 %) et deafhumulene (6,5 %) dans I'échantillon de Sardaidresd-
cadinene et I'oxyde de caryophylléne représentespeactivement 1,7 % et 3,2 % dans les
huiles essentielles de Sardaigne et de Corse. ff@rafice quantitative observée sur les
composés majoritaires des 2 échantillons étudiésegeuvent également au niveau des
compositions chimiques des huiles essentiellesiffierehtes origines (148-151) confirmant
ainsi une variabilité quantitative. Qualitativemelats deux huiles essentielles présentent de
grandes similitudes avec celles décrites dansté&diure. Cependant parmi les 87 composés
identifiés, 47 composés minoritaires (< a 0,6%)vaiant, a notre connaissance, jamais éte

signalés dans les huiles essentielle$ .dehamaedrys

[ll.2. L’analyse par combinaison des techniques, un e complémentarité

efficace.

L’analyse par combinaison des techniques assogeugoir de séparation des techniques
chromatographiques (CLC, CPG) a la puissance difimation des techniques
spectroscopiques (SM et RMN) dans le but d’optimizgerformance de notre méthodologie
d’analyse. Cette combinaison est généralement miseceuvre pour I'analyse d’huiles
essentielles dont l'identification des constituagss difficile, notamment lorsque les limites
d’identification de la bibliotheque laboratoire saitteintes. Au travers de plusieurs exemples,
nous illustrerons les démarches analytiques conmgaléures mises en ceuvre afin de palier les
limites de notre technique d’analyse de « routinEnfin, nous montrerons I'apport de la SM
en mode ionisation chimique et sa complémentavieé &8 SM-IE et la RMN.
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[11.2.1. La chromatographie liquide sur colonne (CLC), dimension analytique
supplémentaire.

Le fractionnement par CLC des huiles essentielftsupe opération réalisée de maniere
fréequente au laboratoire. Cette séparation est ems@uvre en fonction de la quantité d’huile
essentielle dont on dispose et surtout en fonat®ia complexité du mélange. Dans tous les
cas, le fractionnement permet d’améliorer le reref@nguantitatif mais surtout qualitatif de
I'identification comme en témoigne le tableau 3nsléequel ont été regroupés le nombre de
composes identifiés et le pourcentage d’identiiicaen fonction du degré de séparation de 8

huiles essentielles.

Fractions Nombre de composés identifiés et

obtenues par CLC taux d’identification

avant CLC  apres CLC %

Saccocalyx satureioides 2 41 62 98,5
Teucrium chamaedrys 2 38 84 92,7
Achillea ageratum 6 36 68 96,3
Otanthus maritimus 10 41 63 90.3
Doronicum corsicum 28 26 129 80,4
Inula graveolens 32 42 86 94,0
Adenostyles briqueti 30 17 141 92,8
Teucrium poliunssp capitatum 56 29 86 92,7

Tableau 3 : Apport de la CLC a l'identification damnstituants d’huiles essentielles.

Il est donc opportun de séparer les grandes fasndiee composés (analyse des huiles
essentielles d&accocalyx satureioide3eucrium chamaedryst Achillea ageratumou de
maniére plus fine de concentrer un composé dangrackon (analyse des huiles essentielles
de Otanthus maritimus, Doronicum corsicum, Inula gralens,Adenostyles briquetiet
Teucrium poliumssp capitatun). La chromatographie sur colonne permet de simplie
mélange complexe initial en concentrant les congpos@oritaires dans les fractions. Ainsi,
aprés une simple partition des composés hydrocasben oxygénés de I'huile essentielle
d’'Inula graveolengL.) Desf. de Corse [P15], 'analyse par CPG/IC&G/SM de la fraction
apolaire a permis lidentification de 13 alcanegctiques possédant de 13 a 26 atomes de

carbone (a I'exception du pentadécane) préserdsad dle trace dans le mélange complexe.
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La CLC permet également de s’affranchir de certaias de co-élution. En effet, la
partition sur colonne a l'aide d'un solvant de pitéacroissante de I'huile essentielle de
Cymbopogon giganteu€hiov. de Cobte-d’lvoire [P16], a permis de sépadens deux
fractions oxygénées obtenues respectivement avegrddients de solvantid;/Et,O (95/5)
et (90/10), un oxyde, le 3,9-époxy-mentha-1,8(liépe (57,7%) et un alcool, le trans-p-
mentha-1(7),8-dien-2-ol (56,8%), deux composésaguéluent sur la colonne apolaire que

nous avons utilisée (Figure 3).

wOH

A
3,9-époxy-p-mentha-1,8(10)-diene  trans-p-mentha-1(7),8-dién-2-o

Figure 3 : Composés co-€lués identifiés dans Ehedsentielle d€ymbopogon giganteus.

De la méme maniére, la CLC a rendu possible lifieation et la quantification du
santolina alcool, un des composés majoritaire lgl€ essentiellel’Achillea ageratuni. de
Corse [P12]. Cet alcool monoterpénique irréguliaaitéco-€lué avec le cinéole-1,8 sur
colonne apolaire et avec le yomogi alcool sur aodopolaire (Figure 4). La concentration du
cinéole-1,8 dans une fraction obtenue en CLC awegradient de solvants&;,/Et,O (98/2)

a permis lidentification du santolina alcool presa 36% dans une fraction riche en alcool
obtenue avec un gradient d’éluartg,/Et,O (90/10).

OH santolina alcool
0]
7 X Z x
1,8-cinéole yomogi alcool OH

Figure 4 : Composeés co-€lués identifiés dans éhedsentielle’Achillea ageratum

Par ailleurs, I'emploi d’'un programme de tempémtoptimal en CPG a permis une
meilleure résolution des différents signaux sups#poet ainsi lindividualisation et la
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guantification (10%) du santolina alcool sur lesdeolonnes de CPG. Il est probable que
'emploi courant d’'une seule colonne de chromatphi® pour réaliser les analyses par
CPG/SM, explique que le santolina alcool n'avaingis été reporté dans les huiles

essentielles &chillea ageratundécrites dans la littérature.

[11.2.2. Utilisation des bibliotheques de données commerciales, un savoir faire a
acqueérir.

Au cours de mon doctorat, nous avons montré qudlit éossible d’identifier un
constituant d’une huile essentielle en utilisastdennées spectrales de RMN du carbone-13
décrites dans littérature dans la mesure ou ceilesraient été enregistrées dans des
conditions expérimentales voisines de celles églisau laboratoire. Il en est de méme pour
'analyse par CPG/SM. En effet, si I'identificatia’un constituant d’'un mélange complexe
volatil est réalisée de maniere non ambigué pampemaison de ses indices de rétention et de
ses spectres de masse avec ceux de moléculesédeno&f contenues dans la bibliothéque
« Arbmes », l'identification a partir des bibliothges commerciales nécessite une attention
particuliere. Les bibliotheques commerciales quasnpossédons présentent un niveau de
performance inégal car elles sont construites ddes conditions expérimentales non
standardisées (nature du quadripble, conditiormnibation, balayage de masses variables...)
et différentes de celles utilisées au laboratdies. bibliothéques commerciales informatisées
NIST (120) et Wiley (117, 118) sont construites pampilation de différentes collections de
données d’origines variées, qui renferment les tepeale masse de plusieurs milliers de
molécules organiques dont le taux de réplicasivelaent important limite inévitablement la
pertinence de [lidentification (152-153). Par centrles bibliotheques commerciales
informatisées Joulain (115, 116) et Adams (119)t sWus performantes et peuvent étre
directement utilisables. Elles contiennent certesnambre moindre de spectres de masse
(respectivement plus de 1200 et plus de 1600) maisorrespondent tous a des molécules
volatiles identifiées dans des huiles essentiedesplus, les spectres de masse répertoriés ont
tous été enregistrés dans des conditions expérmesnivoisines de celles utilisées au
laboratoire. Enfin, ces deux bibliothéques présanténorme avantage de lister les indices de
rétention des composés mesurés, en programmatitemgerature, sur des colonnes apolaire
respectivement de type DB-5 et CpSil 5 : conditioheomatographiques voisines de celles
utilisées au laboratoire. Toutefois, c’est 'an&dygqui, en dernier ressort, valide la proposition
a partir de la note de concordance fournie parwodgciel de comparaison, de la prise en

compte des indices de rétention littérature etalaimen du spectre de masse. Au travers de
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guelques exemples, nous décrirons dans quellesresesaus avons validé les structures des

molécules proposées par les bibliotheques littézatu

L’identification a partir des données de la littérature est envisageable sous
certaines conditions.

Sur les 87 constituants de I'huile essentielleTdechamaedryqcf. 8lIl.1.2) [P14], 20
composés ont été identifiés a partir des donnéesadétérature : neuf composés non
terpéniques cycliques et acycliques, cinq sesquéitess hydrocarbonés, un dérivé soufré (le
mint sulfide) et cing &-norisoterpenes peu communs dans les huiles esléemtiune cétone
o-,B-insaturée, la (EB-damascenone, et trois époxydes, le vitispiramesedihydroédulanes |
et Il. L'identification de ces constituants a étdidée par I'examen de leurs spectres de masse
(contréle du pic moléculaire, pertes les plus fabtes), par la parfaite concordance de leur
spectre de masse avec ceux des bibliothequesrd@ilidh, 116), Adams (119) et Mc Lafferty
(117, 118) et par la bonne adéquation entre leudices de rétention (apolaire et polaire)
mesureés dans 'huile essentielle et dans les trastbbtenues par CLC et ceux décrits dans la

littérature dans des conditions proches de celldalubratoire.

L’identification directe a partir des données dédittérature peut étre confortée par la mise
en ceuvre de la RMN par comparaison des valeurs é@aackements chimiques des
constituants avec ceux de molécules de référenuiermees dans la bibliotheque laboratoire
« Terpénes ». Parmi les 33 sesquiterpéenes hydmugshidentifiés par CPG/Ir et CPG/SM
dans la fraction apolaire de I'huile essentielleFd&ienia hodginsiidu Viét-Nam [P17], 24
ont été identifiés a partir de la bibliotheque ©es » et 9 I'ont été de maniére non ambigué
a partir de la bonne adéquation entre les indipedaaes et les spectres de masse reportés
dans la bibliotheque Joulain-Konig (115) et ceutenbs dans les conditions expérimentales
du laboratoire. L'identification de ces composégta assurée par I'analyse par RMN du
carbone-13 de la fraction apolaire qui a permdgelitification conjointe de 5 sesquiterpenes
sur les 9 ; les abondances des 4 autres étantaifps pour permettre une identification par
RMN des mélanges. Par ailleurs, au cours de motodcnous avions mis en évidence les
potentialités de la RMN du carbone-13 pour l'idBcdition de stéréoisomeres et notamment
des sesquiterpenes oxygénés possédant un squmbsttn[4.4.0]décanique telles que e
muurolol et la-cadinol. En ce qui concerne les composés hydrooad) des fragmentations

caractéristiques permettent de différencier plagdment les spectres de masse des cadinénes
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et des muurolénes que ceux de leurs homologueslslfib4). Ainsi, I'analyse par CPG/SM

a conduit a I'identification de 17 stéréoisomeres et 3-cédréneg- et 3-copaenep- ety-
muuroleneg- etf-calacoréneq-, -y etd-cadineneq- et-ylangéene, cis- et trans-calaménéne
et (2) et (E)a-bisaboléne. Seuls les couplas, B-cédrene et-, B-calacorene et |-
ylangéne n’ont pu étre confirmés par RMN car |duwredlance dans les fractions n’était pas
suffisante. Au total, I'étude combinée par CPGIRG/SM et RMN du carbone-13 a permis
I'identification de 59 constituants dont 21 sesepnénes hydrocarbonés et 6 sesquiterpenes
oxygeénes identifies pour la premiere fois dansikhessentielle déokienia hodginsiidu
Viét-Nam.

Certes, les bibliotheques Joulain (115, 116) etmslé119) apparaissent comme les plus
pertinentes en terme d’identification. Cependaeg &utres bibliotheques commerciales
peuvent apporter des informations essentielleglarttification d’un constituant d’'une huile
essentielle. Ainsi, I'identification du constituamiajoritaire (24,7%) de I'huile essentielle de
racines d'solona cooper{P18] de Céte-d’Ivoire a été réalisée a partimg’yproposition de la
bibliotheque commerciale informatisée de spectresmésse Wiley (118) et des données
spectrales de RMN contenues dans littérature. lbdiobieque commerciale Wiley nous
suggere le 3-isopenténylindole avec une note deordance relativement faible. L’absence
de ce composé dans les bibliothéques de spectredide nous a conduit a examiner ses
spectres de masse et de RMN du carbone-13. Lerspcimasse montre un pic moléculaire
de forte intensité apparaissant & m/z 185 et undgicbase a m/z 170 [M-I5]Ces
observations nous orientent vers une molécule prase:

* un systeme conjugué stabilisant I'ion moléculaire,

* un nombre impair d’atomes d’azote justifiant la sesnpaire du I'ion moléculaire,

e un groupement méthyle qui est trés favorablemémiéd par fragmentation.

A coté de ces deux signaux, on distingue des sigaan/z 155 [M-2CH]", & m/z 130 [M-
CoHsN]" et m/z 117 [M-GHg]" laissant supposer la présence effective d’'un nageale
monosubstitué par un groupement isopenténglediméthylallylique). Le spectre de RMN
du carbone-13 et les séquences écho spin et DE$ées sur I'échantillon confortent les
propositions établies par I'examen du spectre dessma savoir la présence d’'une structure
isopenténylindole. La recherche dans la littéraeedonnées de RMN du carbone-13 de
différentes isopenténylindoles, nous ont permiddtitifier la 5-isopenténylindole, molécule

obtenue par synthése (155) avant d'étre isoléeqgasl années plus tard d'un extrait

45



meéthanolique des racinesbkgenbeckia leiocarp@l56). La méme procédure a été mise en

ceuvre pour identifier le 7-isopenténylindole présiams I'huile essentielle a 1,2% (Figure 5).

5-isopenténylindole 7-isopenténylindole

Figure 5 : Structures des deux isopenténylindalentifiés dans I'huile essentielle de

racines disolona cooperi.

De méme, il est intéressant de décrire, I'iderdifitn du cacalol, sesquiterpéene possédant
un squelette furanoérémophilane identifié dansilthessentielled’Adenostyles briquetti
Gamisans [P8]. Dans une sous-fraction oxygénéenobt@par CLC a partir de la fraction
oxygénee de I'huile essentielle, restait non ideéntin composé représentant pres de 70%
apres analyse en CPG/Ir et CPG/SM. Le spectre dserde ce composé laissait apparaitre
deux signaux remarquables : un pic moléculaireza280 relativement important et un pic de
base a m/z 215 correspondant a la perte d’'un neéthgls autres ions présentaient tous une
intensité inférieure a 15 %. Ces informations nownisorienté vers une molécule relativement
stable possédant une structure polycyclique etinlgsturations. L'’examen du spectre de
RMN du carbone-13 et la réalisation d’'une séqudDE®T, confirmait cette hypothese par
'observation de 15 raies de résonnance dont 8&spondant a des carbones éthyléniques
substitués pour certains, nous orientant vers welstie furanoérémophilane de structure
Ci1sH180,. Cette proposition a été confortée par la reckerdhns I'abondante littérature
relative aux molécules isolées et identifiées damsextraits aux solvants des plantes de la
famille des Asteraceae(157). Elle a permis de retrouver les valeurs deplad&ments
chimiques de RMN du carbone-13 du cacalol (Figyr@cédemment décrites dabacalia
decompositg158). A notre connaissance, les indices de riéteet le spectre de masse de ce

composé n'ont jamais été reportés dans la littézatu
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OH

Figure 6 : Structure du cacalol identifié dans ifbessentielle dé. briquetii

L’hémisynthése, un moyen direct d’accéder aux données spectrales.

Les informations fournies par les bibliothéques owrtiales peuvent contribuer a la
décision d’hémisynthéses afin d’accéder aux dons@estrales de composés absents des
bibliothéques laboratoire et littérature de RMNdauSM.

L’identification de la sabina cétone [5(-isopropllryclo[3.1.0]hexan-2-one] dans une
sous-fraction oxygénée obtenue par CLC de I'husiseatielle deT. poliumssp capitatum
[P19] a été proposée par la bibliotheque Nist (Z2@c une note de concordance moyenne.
L'obtention de ses données spectrales par oxydéite du sabinéne, composé représentant
environ 60% de I'huile essentielle de feuilles danaarine deCitrus reticulatablanco a
permis de valider la proposition. L’étude par CRP@&t CPG/SM du mélange obtenu par
oxydation a mis en évidence la présence d'un coépeprésentant 6% du mélange qui
posséde le méme spectre de masse et les mémessindiaétention que la sabina cétone
repérée dans la sous-fraction oxygénée. L'enregignt d’'un spectre de RMN proton et
carbone a confirmé cette cétone nor-terpénique tEmtdonnées spectrales sont venues

enrichir la bibliotheque du laboratoire.

De méme, le butyrate et l'isobutyrate de thymylatda présence dans I'huile essentielle
de Doronicum corsicum[P20] a été suggérée par la bibliotheque Joulal6)(lont été
synthétisés a partir du thymol et de chlorures idaaorrespondants (Figure 7). Apres
analyse des produits synthétisés, le constituantl'ldgle essentielle s’est avéré étre
lisobutyrate de thymyle. Parallelement, deux autsters de thymyle, présents dans la méme
huile essentielle ont été identifiés alors quededonnées spectrales étaient absentes de nos
bibliothéques. En effet, dans une sous-fractiongérge obtenue par CLC, deux composés
qui co-€éluaient sur colonne apolaire, présentaikst spectres de masse IE avec deux ions

caractéristiques du squelette thymylique a m/z ét3®m/z 150. Les spectres de masse de ces
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deux composes étaient similaires a celui de I'isglate de thymyle précédemment synthétisé
mais ils différaient par la présence d'un pic a Bi/zcaractéristique du groupementg en
remplacement du signal a m/z 43. Nous avons syséhét valérate, I'isovalérate et le 2-
meéthylbutyrate de thymyle (Figure 7). Nous avonssiaaccédé aux indices de rétention sur
les deux colonnes, aux spectres de masse et de &Mbks isomeéres et identifiés sans
ambiguité le 2-méthylbutyrate et l'isovalérate tgntyle comme constituants de I'huile
essentielle. A notre connaissance, les donnéedvilé @ carbone-13 de ces trois esters du

thymol n’avaient jamais été décrites dans la Hiidre.

P

Figure 7 : Structures des dérivés thymyliques Stidés.

Par ailleurs, dans le but de compléter notre hidique de données, il nous a semblé
intéressant d’obtenir les deux alcools asymétriidR)3-oplopenoll et (14S)B-oplopenol
2 par réduction avec AlLildde laB-oplopénone3 présente dans I'huile essentietéA.
briquetii [P8] (Figure 8). Apres purification par chromataginie sur colonne, nous avons
réalisé la caractérisation structurale des ces dpuxreres a l'aide de la SM, de I'IR et de la
RMN 1D et 2D. A notre connaissance, les donnéestiges de ces deux composés n’ont
jamais été décrites dans la littérature. Cetteectudiait I'objet d’'une partie du travail de fin
d’études d’Elodie Nasicdl. est & noter que ces deux alcools n’ont pasegiérés dans I'huile

essentielle.
| ¥
-1
; :
14
1] CHs
@)
(14R){-oplopenoll (14S)$-oplopenol2 -oplopenones

Figure 8 : Structures des defpoplopénols et de Ia-oplopénone
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I11.2.3 La séquence purification-analyse structurale, longue et délicate.

Dés lors que les recherches informatisées darsbbsthéques de spectres de masse et de
RMN ne fournissent aucune réponse satisfaisantegstl nécessaire de procéder a la
purification du constituant inconnu pour I'élucicet de sa structure par les méthodes
spectroscopiques. Cette séquence longue et détieateconduire a une déconvenue lorsqu'l
s’avere que le composé ainsi isolé et caractétis€tgralement, est déja connu et que ses
données spectrales sont décrites dans la littéaRar contre, dans le cas ou le composé n'a
jamais été isolé ou que ses données spectralesjainais été décrites, la procédure devient

beaucoup plus attrayante.

Comme nous l'avons vu précédemment, les chromaibgrs successives réalisées sur
I'huile essentielle d€ymbopogon giganteuShiov., ont permis de concentrer le 3,9-époxy-
mentha-1,8(10)-diéne dans une fraction oxygénéé][RL § Ill.2.1). Ses données spectrales
étaient absentes de nos bibliothéques de spearesadse et de RMN du carbone-13 ; son
identification a été réalisée par RMN mono et bilisionnelle {H, *C, DEPT, *H-'H-
COSY, HSQC). Toutefois, en examinant la littératave les constituants déja connus des
huiles essentielle€. giganteusil apparait que cet oxyde a déja été reporté pam¥let coll.
dans un échantillon du Burkina Faso (159).

De méme, lidentification du composé majoritaire4,@ et 22,9%) des deux huiles
essentielles dBaeckea frutescers du Viét-Nam [P21], absent des bibliotheques laloimat
et littérature de spectres de masse et de RMNg aéétlisé aprés purification et analyse
structurale. Il présentait les données spectralesustes :

e sur le spectre de masse enregistré en impact aétéqpie, on pouvait observer le pic
moléculaire & m/z 252, le pic de base a m/z 237LHlet des signaux d’intensité moyenne a
m/z 209 [M-43], m/z 177 [M-75] et m/z 81 [M-171]. Le pic de base et les ions a m/z 209 et
m/z 177 nous renseignent sur les pertes favorabkgsectives d’'un radical méthyle, d'un
radical isopropyle et de la perte consécutive dagnients Ckl CsH7 et OH. Le calcul de la
composition élémentaire des signaux constituargmds isotopique nous conduit a une
formule brute G4H200,4 et donc a 5 degrés d’insaturation.

» sur le spectre de RMN du carbone-13, deux sérieaidge de résonnance présentant de

grande similitudes restaient non attribuées comtematamment trois signaux fortement
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déblindés (185-211 ppm) appartenant probablemedésa groupements carbonyles, nous

laissant envisager la présence d’une tricétone.

L’observation d'un seul pic chromatographique, nausrienté vers la présence de deux
formes tautomeres qui possedent donc les mémes en@tention et co-éluent en CPG. Par
partition de I'huile essentielle et & partir deedpes de RMN du proton et du carbone-13
enregistrés en une et deux dimensions, nous awwii® @t identifié la tasmanone (Figure 9).
Le spectre de masse de notre composé était endaagec celui décrit dans la littérature
(159) et les spectres de RMN du proton, du carlddhet les séquences bidimensionnelles
(COSY, XHCORR et HMBC) ont confirmé la présence dimix formes tautomeres, déja
décrites par Bick et Horn (161). De plus, une sdeamicétone a été identifiée dans I'huile
essentielle par comparaison de son spectre de raassecelui décrit dans la littérature, il

s’agit de I'agglomérone identifiee daBscalyptus agglomerat@ 60) (Figure 9).

tasmanone tautomeére tasmanone tautomeéere
majoritaire minoritaire

oo

O_
agglomérone

Figure 9 : Structures des tricétones identificesdéauile essentielle dBaeckea

frutescens.
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l11.2.4. Apport de lionisation chimique, optimisation de la méthode d’analyse du

laboratoire.

Nous avons vu que les défaillances d’identificatéopartir des bibliothéques de spectres
de masse peuvent étre compensées par la mise ea deua RMN des mélanges ou la RMN
structurale, techniques qui s’avérent totalemenmmémentaires. L'utilisation de la
spectrométrie de masse en mode ionisation chimaumorte également des informations
structurales complémentaires a celles des auti@mitpies. Nous décrirons a l'aide de
guelques exemples comment l'utilisation de liotia chimique permet doptimiser la

méthodologie développée au laboratoire.

L’identification de 28 esters non terpéniques aques présents dans I'huile essentielle
d’Adenostyles briquetiGamisans [P8] démontre la complémentarité de 11@esl'lE. Les
fortes similitudes des spectres de masse IE decosgosés limitent la pertinence des
propositions suggérées par les bibliotheques dadlm De plus, la faible abondance des ces
composes, leurs présences simultanées dans une fmagtien et la similitude de leurs
squelettes rend inopérant le recours a la RMN dboce-13. L'’examen des spectres de
masse |IE montre que dans la plupart des cas,esioléculaires de ces composés linéaires
sont absents ou présents en faible proportion.do®a des spectres de masse enregistrés en
mode ICP-NH conduit a I'observation de deux types d’ions :

« les ions adduits [M+NK", presque toujours pics de base, obtenus par oéacti
d’association avec les ions réactants,

« les ions quasi-moléculaires [M+H]ssus de réaction de transfert de proton entre la
molécule analysée et les ions réactants.

L’examen des spectres de masse enregistrés en KEN-ddnduit également a la
formation de deux types d’ions :

* les ions quasi-moléculaires [M-HJpresque systématiquement pics de base, obtenus
par perte d’'un hydrogéne,

* les ions carboxylates [RCOQjénéralement abondants.

Ces résultats ont donc été utilisés pour la détetion de la masse moléculaire des
différents composeés, pour lidentification de lartga acide de chaque ester et pour la

différenciation des composés qui possédaient dadrgs de masse IE indifférenciés.
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L’ionisation chimique peut permettre de corrigers de@éfaillances des bibliotheques
commerciales. En effet, 'analyse d’une sous-faactiche en alcools obtenue par CLC, de
'huile essentielle deT. polium ssp. capitatum[P19], a permis d’'atteindre les limites de
l'utilisation de la bibliotheque commerciale NIST20). Cette derniére nous proposait la
structure de [l'acétate de guayle, sesquiterpénegémd/ posseédant un squelette
bicyclo[5.3.0]décanique pour un composé représe@@9o de cette fraction. Le spectre de
masse |IE de ce composé laissait apparaitre :

e un pic de rapport m/z le plus élevé [220] ne poticanrespondre a I'ion moléculaire
car la masse d’'un acétate sesquiterpénique e€izje 2

e un pic de base a m/z 43 caractéristigue de la ferteable d’'un groupement acétyle
caractéristique des acétates.

Dans le but de confirmer cette proposition nousnaveynthétisé I'acétate de guayle par
estérification du guaiol par le chlorure d’acétgle présence de triéthylamine. L'analyse par
CPG/SM-IE du mélange réactionnel a permis d’obtenispectre de masse de l'acétate de
guayle (composé confirmé par RMN) et de constatéil gifférait totalement de celui
enregistré pour le constituant de notre fractioar Eontre, ses similitudes avec celui du
bulnésol, alcool sesquiterpénique de squelettechify.3.0]décanique qui ne differe du
guaiol que par la position d’'une double liaisonus@ orienté vers I'acétate de bulnésyle
(Figure 10).

AcO,

Acétate de guayle Acétate de bulnésyle

Figure 10 : Structures des acétates de guaylelaildésyle

L’enregistrement des spectres en ICP et ICNsBlpermis d’obtenir des spectres de masse
tres simples sur lesquels se trouvaient respecémem
 en ICN, un pic de base a m/z 263 correspondanb@ tjuasi-moléculaires [M-H]

obtenu par perte d’'un hydrogéne,
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* en ICP, un signal adduit obtenus par réaction d@aton avec les ions réactants a
m/z 282 [M+NH;]" accompagné du pic de base & m/z 205 [M+H@POH]" et d’un signal
intense & m/z 222 [M+NHCH;COOHT résultant de I'élimination classique d’une molécul
acide acétigue a partir de I'adduit confirmant elagprésence d’'un acétate.

Enfin, signalons que l'acétate de bulnésyle estnaopour donner par pyrolyse les
isoméresu- et 3-bulnéséne, toutefois, a notre connaissance segdsrspectrales ne sont pas

décrites dans la littérature.

L’exemple ci-dessus montre la nécessité de possiebibliotheques fiables, riches et
adaptées au domaine d’investigation et démontggpde de I'IC a la différenciation de
stéreoisomeres. De méme, I'analyse par CPG/Ir &/ SM-IE d’'une sous-fraction oxygénée
obtenue par CLC a partir de I'huile essentielle epolium ssp. capitatum a permis
I'identification d’'une cétone bicylique, la chryghanone (2,7%). Cette cétone se retrouve en
compagnie d'un autre composé possédant un speetreadse IE quasiment superposable,
nous laissant soupconner la présence d'un cougenteres. L’enregistrement des spectres
de masse ICP-CHa permis la différenciation des deux moléculeslpaimple observation
de leurs pics de base respectifs : m/z 109 pochirigsanthénone et m/z 151 pour son isomére
de position. La RMN des mélanges a confirmé la grés de la chrysanthénone et de
lisochrysanthénone (Figure 11), dont les valeuss déplacements chimiques différent de

plus de 10 ppm pour certains carbones.

e

chrysanthenone isochrysanthénone

Figure 11 : Structures des isomeres de la chrysaotte.
Nous nous proposons de décrire comment l'ionisafmporte les informations structurales

permettant I'identification d’'un constituant qualed bibliotheques de spectres de masse et de

RMN sont inefficaces.
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Le premier exemple de cette série décrit commergréeédure de « reconstitution du
spectre » de RMN du carbone-13 a partir de molécuiedéeles a permis I'identification de
'isobutyrate de 3-méthoxycuminyle dans [I'huile exsielle de Doronicum corsicumL.,
[P20]. Son spectre de masse IE est caractérisk paésence de signaux intenses a m/z 250
correspondant & I'ion moléculaire, & m/z 235 [M<{CHa m/z 180 (pic de base) et de signaux
de moindre importance a m/z 164 et m/z 43. L'étadelCP-NH et ICN-NH; permet de
confirmer la masse moléculaire du composé par éontation respective des ions [M+H
abondanta m/z 268 et [M-H]a m/z 249. L’'observation en ICN-NHI'un ion carboxylate
RCOO a m/z 87 [GH,COOQ]J est caractéristique d'un groupement butyrate obutyrate.
L’'observation en ICP-CiHd'un ion [C1H1s0]" @ m/z 163 suggére une structure de type
méthoxycyméne sur la base de la perte d'une maéaunide (RCOOH) a partir de la
molécule protonée, dissociation commune chez les/&dé thymyliques (144, 145). Ces
résultats suggerent, que le composé recherchénpeesee structure d’esters dérivés du
méthoxycyméne de masse molaire de 250 avec un g@manqt carboxylate de masse 87
(butyrate ou isobutyrate). La structure et la positdes groupes fonctionnels sur le cycle
benzénique de I'isobutyrate de 3-méthoxycuminypriatre précisée par une étude en RMN
du carbone-13 par reconstitution de la structure@nparant les valeurs des déplacements
chimigues mesurées dans les fractions avec cetlenalécules « modéles » contenues dans
les bibliothéques, a savoir I'oxyde de thymyle et déthyle et l'isobutyrate de thymyle
obtenu par synthese (Figure 12). Des rechercheslddittérature ont montré que ce composé

a ete identifié par Shatcher et al. (162) dansximaie au solvant’Inula viscosa

L Qo QUL

oxyde de thymyle et Isobutyrate de 3-
de méthyle méthoxycuminyle

isobutyrate de thymyle

Figure 12 : Structures de I'isobutyrate de 3-méylearninyle et des molécules de

référence utilisées pour son identification.
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Enfin, nous décrirons la séquence purification-idieation structurale qui a conduit a la
caractérisation des angélates de thymyle et dedlflityryloxy-8,9-époxythymyle, molécules
gui a notre connaissance n’avaient jamais été tégcauparavant. Par chromatographies
successives sur colonne de silice, les deux maséauit été concentrées respectivement a des
teneurs de 72 et 75 % dans deux fractions diffésert'identification des deux angélates en
tant que constituants de I'huile essentielleDd@onicum corsicunjP20], a été établie a la
suite d’une analyse structurale fine (SM, RMiNet*C, DEPT, HSQC et HMBC).

La masse moléculaire de I'angélate de thymylgHgsO, (M=232) a été déduite a partir de
'observation des ions quasi-moléculaires sur lescses de masse IC et de la réalisation
d’'une séquence DEPT renseignant sur la nature atésrees de la molécule. L’'examen des
spectres de RMN proton et carbone a montré la pcésele valeurs de déplacements
chimiques caractéristiques d’'un squelette thymi/dn groupement angélate, confirmés par
I'observation de couplages longue distane™*C sur le spectre HMBC, assurant ainsi la

caractérisation de la structure de I'angélate gmite (Figure 13).

Sy R

angélate de thymyle angélate de 10-isobutyryloxy8,9-
epoxythymyle

Figure 13 : Structure de I'angélate de thymyleestahgélate de 10-isobutyryloxy-8,9-
époxythymyle identifiés dans I'huile essentiellel®ronicum corsicum.

Comme précédemment, apres déduction de la masszutaie et de la formule brute

d’'un composé inconnu 1gH,,0s (M=332) a partir des spectres SM-IC et RMN-DEPT, |

structure de I'angélate de 10-isobutyryloxy-8,9+§pgbymyle a été déduite par dépouillement
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des spectres SM, RMMH et *C, DEPT, HSQC et HMBC. L’examen des spectres RN
et **C nous ont orienté vers un dérivé du thymol sulistén position 3 par un groupement
fonctionnel de type angélate. La présence d’'un ggment époxyde en position 8,9 et d’'un
groupement isobutyrate en position 10 a été cakdquar des couplages longue distaltte
3¢ sur le spectre HMBC, confirmant ainsi la struetde I'angélate de 10-isobutyryloxy-8,9-

époxythymyle (Figure 13).

56



PARTIE IV : ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HUILES
ESSENTIELLES

A l'interface des parties précédentes, nous déawites résultats obtenus sur un nouvel axe
de recherche en lien avec les huiles essentidiesiise en évidence des activités biologiques
et lidentification des principes actifs dans lesilés essentielles et les extraits. En
collaboration avec nos collegues microbiologisted dboratoire de Biochimie et de Biologie
Moléculaire du végétal de I'UCPP et du laboratoile Chimie Organique, Substances
Naturelles et Analyse (COSNA) de I'Université Abekb BELKAID de Tlemcen (Algérie),
deux démarches sont entreprises :

» larecherche de nouveaux antibiotiques, actifslegrbactéries sensibles et résistantes,
avec des cibles connues ou a découvrir,

* la recherche d’inhibiteurs de mécanismes de rémistdactériens (pompes d’efflux,
enzymes inactivant les antibiotiques ou modifiastdibles).

Ces travaux concernent des micro-organismes imggiglans les infections nosocomiales
et dans des infections alimentaires. Ma contribbutem sein de ce projet, concerne la
séparation et l'identification des principes actidentenus dans les huiles essentielles

commerciales ou produites au laboratoire.

L'action de 21 huiles essentielles commercialesr eiuiles essentielles distillées au
laboratoire, obtenues a partir de plantes sponsapnéecultivées poussant en Corse a été
évaluée sur 5 micro-organismes pathogeneéitaphylococcus aureusPseudomonas
aeruginosaEnterobacter aerogenes, Escherichia @lCampilobacter jejunjP21]. L'action
inhibitrice de croissance des huiles essentiellesles micro-organismes a été mesurée a
'aide de deux moyens : le disque de diffusion 1€3par détermination de la concentration
minimale d’inhibition (164). Au total, 18 huiles sstielles ont été sélectionnées pour leur
efficacité sur au moins une bactérie puis analysé&m la méthodologie d’analyse mise en
ceuvre au laboratoire. Parmi ces 18 échantillondyullés essentielles possédent un composé
majoritaire décrit comme possédant une action anitiha croissance des bactéries. Il s’agit
du (E)-cinnamaldéhyde dafsnnamomum cassi#e carvacrol dan§hymus herba-baronde
citral dansAloysia triphylla et Citrus aurantifolig la pulégone dan€alamintha nepetale
linalool présent dan€itrus reticulataet C. sinensieen compagnie du sabinéne, 'association

bornéol, camphre, verbénone, 1,8-cinéolaexgtinéne danskosmarinus officinalisle 1,8-
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cinéole dan$ucalyptus globulys’acétate de néryle darmelichrysum italicum!’ a-pinéne
dans Cedrus atlanticaet Myrtus communis Pour les 6 autres huiles essentielf&stus
ladaniferus Crithmum maritimumDaucus carota, Juniperus communidentha aquaticaet
Santolina corsicages études complémentaires ont été réaliséespparer puis identifier les

principes actifs responsables des activités biglegg constatées (165-166).

Parallelement a ce screening des huiles essest@iienues a partir des plantes les plus
communes de Corse, nous avons étudié I'actiontigld’ essentiell@’Otanthus maritimus
[P13] (cf. & IIl.1.2) sur trois bactéries impligeeedans les maladies nosocomiales
(Escherichia coli, Staphylococcus aureetsPseudomonas aerugingset sur deux bactéries
impliqguées dans des intoxications alimentaireSanjpylobacter jejuni et Listeria
monocytogenés Ce travail a montré qu$. aureuset C. jejuni étaient sensibles a I'huile
essentielle brute dont les composés majoritaires:de yomogi alcool (30%), le camphre (15
%), I'artémisia alcool (15 %) et l'acétate d’artéyle (7 %). Parmi eux, seule l'action
inhibitrice du camphre est décrite dans la litiémai167). Ainsi, dans I'optique de déterminer
le potentiel antibactérien des composés majorgairmus avons procédé a une série de
chromatographies successives qui nous ont permiségarer chacun des constituants
majoritaires. L’'examen des activités biologiquesctaque fraction et sous fraction, a permis
de mettre en évidence l'action du yomogi alcooldet I'artémisia alcool, deux alcools
monoterpéniques irréguliers cont®e aureuset C. jejuni (Figure 14).A notre connaissance,
c’est la premiere fois qu’est décrite I'activitétibactérienne de I'huile essentielle @e

maritimusainsi que celle de deux de ses composés majestair

OH OH
7 X 7 Z
yomogi alcool artemisia alcool

Figure 14 : Structures du yomogi alcool et de &arisia alcool, principes actifs de I'huile

essentielle ddtanthus maritimusle Corse.
Enfin, apres avoir comparé les modes d’extractadng I.1), nous avons comparé I'effet

des huiles essentielles et des extraitsQdeglandulosum[P6] et deS. satureioidedP7]

d’Algérie obtenues par les différentes méthodes,(HMO et EMO) sur la croissance de
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bactéries, de champignons et de levures respossakilgoxications alimentaires et de
maladies nosocomiales. Il apparait que les mélapgeduits par extraction assistée par
micro-ondes sont « plus actifs » que les huileserdgdles obtenues par la méthode
conventionnelle. En effet, I'extraction assistéa paicro-ondes favorise I'extraction de
composeés polaires, molécules généralement resdeasdé I'activité biologique. Ainsi au
moment de I'extraction, le chauffage rapide etns& des substances polaires et la faible
guantité d’eau utilisée, évitent les décompositittresmiques ou hydrolytiques des composés
oxygeénes (52, 59). Ces derniers se retrouvent darguantité plus importantes dans I'huile
essentielle conférant a cette derniére une actiadérue. A titre d’exemple, la nature
antibactérienne de I'huile essentietl®. glandulosumd’Algérie est due a la présence de
composés phénoliques tels que le thymol, le canVati’oxyde de carvacryle et de méthyle,
connus pour leur activité (7). En particulier, leymol représente 81,1% dans I'huile
essentielle extraite par micro-ondes contre seulen®l% dans celle obtenue par
hydrodistillation. Ainsi, nous avons montré quexti@action assistée par micro-ondes est une
méthode rapide et efficace pour produire des hdtsentielles biologiquement actives. De
plus, I'activité accrue de ces mélanges sur lesébhas, champignons et levures responsables
d’intoxications alimentaires et/ou d’'altérationsddiments, témoigne d’'un véritable potentiel

de I'extraction assistée par micro-ondes sans sbbl@ns le domaine de I'agro-alimentaire.
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PARTIE V : TRAVAUX EN COURS ET PERSPECTIVES

Dans cette derniere partie du chapitre, je me m®@e présenter les études en cours de
réalisation et les pistes de travail qui serontl@ées dans le futur immédiat. Le theme
principal du laboratoire CPN demeure la valorigatites plantes a parfums, aromatiques et
meédicinales poussant a l'état spontané ou cultiwéCerse ou encore pouvant y étre
introduites dans un objectif de développement dardbans ce contexte, la caractérisation
des produits issus des PPAM reste un objectif pdimbet par conséquent la maitrise et le
développement des techniques d’'analyses chromatugrees et spectroscopiques est une
priorit¢ pour le laboratoire. Totalement compasblavec le couplage CPG/SM, le
développement de techniques de préparation desntdldres capables d’extraire les
composés volatils contenus dans des matrices soéitidiquides, a entrainé une évolution
prometteuse de la thématique initiale vers la ¢érasation et la valorisation des ressources et
produits agro-alimentaires. De plus, la sécuritthexhtaire est 'une des préoccupations les
plus importantes en santé publique. La mise eneécil de principes actifs permettant de
réduire ou d’éliminer les microorganismes préselaiss les aliments est un souci permanent

et dans ce contexte les huiles essentielles peétuentitilisées comme additifs antibactériens.

Ainsi, a moyen terme, je souhaite m’investir dassdxes preciteés :

e en contribuant a I'optimisation de la méthode digse par I'étude combinée par
CPG/Indices de rétention, CPG/SM (IE et IC) et RMN carbone-13 d’huiles essentielles
complexes. Des études ont déja débuté sur lesshedigentielles d€eucrium scorodonia
Anthemis maritima&t Eryngium maritimunoriginaires de Corse et de Sardaigne,

e en poursuivant I'exploration de la fraction volatémise par les plantes aromatiques,
extraite des jus de fruits et des huiles d'olives MEPS-CPG/SM mais aussi en étendant
mon champ de compétences a l'aide de nouvellesiitpeds d’extraction. Ces techniques
ainsi que la MEPS seront mises en ceuvre pour kEcteaisation des hydrolats produits au
cours de la distillation mais aussi des produitsl’dgro-alimentaire tels que les laits et
fromages, le miel ou encore les boissons alcoaigbgueurs et eaux de vie) produits en
Corse,

* en développant une activité de transfert de tedymes vers des producteurs locaux

afin de leur fournir les données scientifiques\isde mise en culture, suivi de distillation,
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variabilité chimique, procédé de transformationvégétal...) leur permettant de valoriser au
mieux leur produit,

* en participant a la purification et a I'identificat de principes actifs présents dans les
huiles essentielles et les extraits et en contnbamsi a la compréhension des mécanismes

d’action de ces molécules sur les micro-organismes.

V.1. Combinaison des techniques d’analyse.

Comme nous lavons montré précédemment, la condmnai de techniques
chromatographiques (CLC, CPG) et de techniquestrgseopiques (SM-IE, -IC et RMN)
s’est avérée tres performante pour lI'analyse fiaelad composition chimique d’une huile
essentielle. Actuellement, nous poursuivons dewsatra relatifs a la caractérisation
appronfondie de plusieurs huiles essentielles cexasl jai choisi de présenter deux

exemples d’études en cours de réalisation.

Le premier exemple décrit I'intérét de combinerféigéntes techniques d’analyse pour
l'identification des molécules thermosensibles.t@®ail a été réalisé dans le cadre du stage
de Maitrise de Chimie de Franck Mella. L'analyse BMN du Carbone-18e la fraction
hydrocarbonée de I'huile essentielle Tescorodonia a permis de mettre en évidence le
réarrangement thermique du germacréne B (Figure etby-élémene analogue a celui

fournissant led-€lémeéne a partir du germacrene D reporté darisdeature (168).

>
/\

Figure 15 : Réarrangement thermique du germacrene B

En effet, bien que les spectres de RMN soient édans la littérature, les raies de
résonnance dy-élémene n'ont pu étre repérées sur le spectrea deattion alors que ce

dernier était identifié par CPG/SM. L'analyse comé@ a conduit a I'identification de 72
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composeés qui représentent plus de 92% de la cotigroshimique totale. Les composés
majoritaires sont le (E}-caryophyllene (23,2%), &-humulene (8,3%), ti-cubébéne (7,0%)
et le germacrene B (6,1%). Cette étude a donc pedtiidentifier le germacréene B,
sesquiterpénique hydrocarboné thermosensible quitr@ connaissance, est reporté pour la

premiere fois dans I'huile essentielle Wescorodonia.

Le deuxiéme exemple montre a nouveau les potdasatie I'ionisation chimique pour
I'identification de plusieurs esters terpéniqueéspnts dans I'huile essentieti®Anthemis
maritimalL. de Sardaigne. Il est réalisé dans le cadrealail de doctorat de Florent Darriet.
Ainsi, 14 esters de la famille des chrysanthénanégté identifiés sur la base de leurs indices
de rétention et de leurs spectres de masse IEeI@BN alors qu'ils étaient tous absents de
notre bibliotheque de spectre « Ardbmes », un séamtid eux était catalogué dans une
bibliotheque commerciale. Les spectres de masseedecomposes enregistrés en impact
électronique ne fournissaient que tres peu d’infdroms si ce n’est une grande similitude
pour certains d’entre eux, nous orientant ainss \a@s couples d’isomeres. Par contre, les
spectres de masse (ICP-gknt permis de différencier les isométesns et cis de chaque
ester par I'observation d’'ions de type [M+H-RCOOHTomme décrit précédemment pour
les esters non terpéniques identifiés danbriquetii (cf. 8111.2.4), 'examen des spectres de
masse ICP-Nklet ICN-NH; ont permis de confirmer les masses moléculairesiéierminer
la nature de la partie ester de chaque composéausss de confirmer la présence des couples

d’'isomeéres.

R= CHs R= N

R= CHz-CHg @) R= |/\
R= " R)I\

Figure 16 : Esters du chrysanthényle identifiessdédmiile essentiellel’Anthemis

maritima.
Au total, 91 composés représentant 91% de I'hugkeetielle ont été identifiés, I'acétate

de transchrysanthényle est le composé majoritaire (63%gst accompagné de plusieurs

esters du chrysanthénol absents de nos bibliotsegudont les données spectrales ne sont
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pas ou que partiellement décrites dans la littéeatéfin de compléter le travail, nous avons
réalisé la synthese des isomeoes et trans de la série d’esters. Huit d’entre eux ont été
séparés et analysés. L'acquisition des données Bafiln cours de réalisation.

V.2. Renforcement de Il'utilisation de la MEPS et ex tension aux autres

méthodes d’extraction d’espace de téte.

Nous avons montré que la Micro-Extraction en Pl&dale associée a la CPG/Ir et a la
CPG/SM, est une technique de pré-concentration salmant nécessitant peu d’échantillon,
rapide, simple d'utilisation et reproductible calgalle nous donner des informations
gualitatives et semi-quantitatives afin de carastérles composés volatils émis par une
plante ou de contréler la qualité de produits dgrbalimentaire tels que les jus d’agrumes ou
les huiles d'olives. Actuellement, nous poursuivanse activité sur ces mémes substrats, les

exemples suivants en témoignent.

Le premier exemple concerne la caractérisationcdegposes volatils émis par la plante
entiére et les organes séparés (fleurs et rameaais) et secsd’Achillea ligustica All.
(Asteraceae) de Corse. Il a été réalisé au laboga@PN dans le cadre du travail de fin
d’étude de M. Pau (Université de Sassari, Sardaidtegallelement, une étude sur les huiles
essentielles obtenues a partir du méme matérigtakg été réalisée. Les premiers résultats
corroborent les conclusions tirées lors du trawveshé suAdenostyles briquet{cf. § 1.2). La
MEPS est une technique de prélevement simple, eapidreproductible qui associée a la
CPGIIr et & la CPG/SM permet de caractériser legposes volatils émis péx. ligustica De
plus, il apparait gqu’il n’y a pas de différencesalipatives significatives entre la composition
de la fraction volatile obtenue a partir de la ptagntiére et celles obtenues a partir des
organes sépareés, et ce aussi bien pour le végaisldue sec. En effet, le camphre (21,0-
25,6%) et le santolina alcool (10,1-16,2%) sonjdors les composés majoritaires, toutefois
guelques différences quantitatives s’observent gdear autres composés en fonction de
'organe et I'état du végétal. Enfin, méme si lanparaison avec I'huile essentielle n'est pas
envisageable directement, il apparait de fortes iligmes entre les profils
chromatographiques des huiles essentielles etraetsohs volatiles étudiées. Ceci, s’explique

vraisemblablement par la forte abondance des mpetes qui sont extraits dans des
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proportions quasi-similaires par hydrodistillatienpar MEPS dans les conditions que nous

avons optimisées et mises en ceuvre pour I'analyse.

Notre contribution a 'amélioration de la qualitésdproduits de I'industrie alimentaire se
poursuit et s’'intensifie par la caractérisation desmnes :

» des jus d’agrumes avec nos partenaires du centrectierche en Agronomie INRA-
CIRAD de Corse. Apres I'examen des arébmes de difitdrhybrides d’agrumes (Mandarine-
Clémentine), nous avons éxaminé l'incidence ddu@page du fruit et du cycle végétatif sur
la qualité du jus produit dans le but d’optimises tonditions de récolte et de production des
jus. Un article est en cours de finalisation. Rasliite nous projetons de réaliser la méme
études sur des limes.

» des huiles d'olives avec le Laboratoire de Biockirat de Biologie Moléculaire du
végétal de 'UCPP. Aprés I'étude des composés l@kamis par la pate d’'olives en fonction
de la maturité du fruits, I'objectif complémentagensiste a analyser les ardbmes produits au
cours de la fabrication de I'huile d’olive et errfpaulier pendant I'étape de malaxage sur des
olives a différents stades de maturité. Ce tradajh débuté sur deux variétés de Corse
(Germaine et Leccing sera extrapolé a deux variétés d'olives Tunisterf@hetoui et
Chemlal).

Nous souhaitons étendre notre contribution a I'esoreion de la qualité des produits de
l'industrie alimentaire en caractérisant les arébmes

 des fromages et des laits, dans le but d'étudigrrégations entre les pratiques
pastorales et les caractéristiqgues chimiques ehbiques des produits fermiers de Corse.
Ce travail qui connait un commencement d’exécusiera entrepris en partenariat avec le
centre de recherches sur le développement de 8g&WRA de Corse qui aura en charge,
notamment I'aspect microbiologique et économique,

* dans les miels, afin de compléter la cartograpblenmue réalisée par le Laboratoire
Miels et Pollens de 'UCPP, par une cartographieratique des miels produits en Corse,

» dans les boissons alcoolisées, comme les ligué¢ugaux de vie afin d’optimiser la
phase de maturation du fruit, phase au cours deeliegles composés volatils sont formeés
avant de se retrouver en quantité suffisante pwarp&rceptible dans les liqgueurs et eaux de

vie. Ce travail sera mené en collaboration avemdustriel local.
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Pour cela, nous combinerons les résultats obteausViiEPS associée a la CPG/Ir et
CPG/SM avec ceux obtenus avec d’autres techniqueséparation d’échantillons permettant
le prélevement de composés volatils dans I'espac&t@, tels I'extraction statique a I'aide
d'une petite barre métallique recouverte d’'un ablgor placée dans la phase gazeuse en
equilibre avec la matrice (72, 73) ou encore lagtion dynamique des volatils par
entrainement sous l'action d’un flux de gaz inetteaccumulation sur un pieége. Dans les deux
cas l'analyse est précédée par une étape de désorpacquisition récente d'un appareil a
désorption thermique couplée a la CPG/FID et/oa EPG/SM a déja donné des premiers
résultats prometteurs sur les jus d’agrumes ethigdes d'olives. De plus, l'objectif
complémentaire est d’apporter des informations tijiaives plus précises, en mesurant
'abondance des composés volatils non plus de manidative mais de maniére absolue par
étalonnage interne aussi bien en CPG/FIG que p&/&M. Au travers, de I'aspect tres
appligué de ce projet, la mise au point des praéscexpérimentaux nécessaires a I'étude de
nouvelles matrices par des techniques nouvellessttoe un travail méthodologique

intéressant a mener.

V.3. Transfert de technologies vers les producteurs et les industriels.

En guise d’extension de notre action auprés dedupteurs et industriels, nous avons
initié une étude destinée a caractériser et valories hydrolats obtenus au cours de la
distillation de plantes aromatiques. Les hydrolatsargés en molécules aromatiques
hydrosolubles ont, notamment des vertus thérapegiocertaines. Leurs compositions
chimiques et leurs propriétés sont différentesalkes des huiles essentielles (169). Dans un
premier temps nous étudions par CPG/SM les hydrebairaits a 'oxyde de diéthyle obtenus
a partir des huiles essentielles les mieux commalkésées par les producteurs locaux. Des
premiers résultats probants ont été obtenus agehylérolatsd’Helichrysum italicumet de
Myrtus communis Nous envisageons dans un futur proche d’appligaerMEPS et
'extraction dynamique pour l'identification et lguantification des constituants de ces

meélanges aqueux.

Parallelement aux travaux décrits ci-dessus, neossadébuté I'étude d’huiles essentielles
s’insérant dans les différents programmes de rebkefinterreg, coopération décentralisée,

conventions avec des producteurs ou des universagsnaires) auxquels nous participons.
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Au dela de l'aspect attrayant de la recherche @isd\analyse et la description de la
composition chimique d’huiles essentielles non emamnnues, I'objectif est de participer a
la formation par la recherche de chercheurs natiowa étrangers mais aussi de valoriser la
filiere Plantes a Parfums Aromatiques et MédiciaglRPAM) en contribuant a un transfert de
technologies vers les producteurs locaux ou extéyieLes travaux menés s’inscrivent
parfaitement dans une dynamique socio-économiqu® anasi de protection et de gestion de
'environnement. Pour cela, en fonction de lintéde chaque partenaire, nous pouvons
réaliser :

* la recherche des criteres de définition de la tfuales produits et le contrble de la
gualité (analyse fine des huiles essentielles,eétlrl la variabilité chimique intra et inter
stations, suivi de la composition chimique au calurycle végétatif),

» optimiser les conditions technologiques de leurdpobion (suivi des modes de
cultures, d’extraction et de séchage du végétaleldppement de nouvelles techniques
d’extraction...). Le défi des années a venir consistgasser de I'espéce poussant a I'état
spontanée a l'espéce cultivée en préservant lat@udd son huile essentielle. Pour cela,
l'étape de mise en culture qui devient indisperesabpbur des raisons écologiques et
économiques, doit étre totalement maitrisée notamper un contréle de la qualité de 'huile
essentielle produite.

V.4. ldentification de principes actifs et comprehe nsion de leur mécanisme

d’action.

Les premiers résultats obtenus avec nos collegueshiologistes de 'UCPP et de
'Université de Tlemcen nous conduisent a pourguirotre action dans cette voie. Il est
évident que ce travail est générateur de retomb@ssrtantes au plan de la santé publique en
générale et au plan de la sécurité alimentairpaeticulier.

L’enjeu majeur de la recherche des principes aptiésents dans les huiles essentielles, a
pour objectif la compréhension des mécanismesidiades ces principes actifs afin de lutter
contre les multi-résistances que développent lesoatrganismes. Un des phénomeénes mis
en jeu par les micro-organismes pour développéde gésistance aux antibiotiques est le
mécanisme d'efflux a travers de la membrane caélulafin de rejeter I'antibiotique a

I'extérieur et se protéger de ce dernier (170)trdmail en cours de réalisation, engagé avec la
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Faculté de Médecine de I'Université de la Méditeéea (Marseille-France) met en évidence la
présence de molécules susceptibles d’inhiber dacties pompes a efflux Ehterobacter
aerogenesimportant pathogéne résistant aux antibiotiquesug antiseptiques, dans I'huile
essentielled’Helichrysum italicumde Corse. La séparation et I'identification dedéuoles

responsables de cette activité est en cours deataih.

De plus, les plantes ont de tous temps, été w@iisgn médecine traditionnelle pour le
traitement de nombreux troubles (171, 172). Avahaire synthétique » des années 1990,
80% des meédicaments étaient extraits a partir demes, écorces et feuilles de plantes.
Malgré le développement de la chimie de synthessepfoduits naturels restent une source
importante de molécules biologiques actives pui€ifi¥é des anticancéreux et 70% des anti-
infectieux usités de nos jours proviennent de pteduaturels (173). Un grand nombre de
travaux ont été menés pour identifier les principegifs responsables des activités
pharmacologiques des plantes communément utiles®esédecine traditionnelle. Une grande
majorité des molécules biologiguement actives swiées a partir de la fraction lourde des
plantes, a moyen terme nous proposons d’étendmechkerche de nouveaux principes actifs

dans les extraits végétaux obtenus aux solvants.
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