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A. INTRODUCTION 

 

I. Cadre général 

 

L‟histoire des plantes à parfums, aromatiques et médicinales « PPAM » est associée à 

l‟évolution des civilisations. Dans toutes les régions du monde, l‟histoire des peuples montre 

que ces plantes ont toujours occupées une place importante dans la vie quotidienne : 

préparations culinaires, médecine empirique puis médecine chimique, médecine curative et 

médecine de bien-être, parfums… 

Les années 90 ont été marquées par une prise de conscience générale en faveur de la 

santé de l‟homme et de la qualité de l‟environnement. L‟agriculture biologique, la 

phytothérapie et l‟aromathérapie ont suscité un regain d'intérêt pour la culture des PPAM pour 

leur utilisation (plante entière) ou encore sous forme d‟huile essentielle ou d‟extrait. 

Les deux rives du bassin méditerranéen possèdent une flore riche et variée dans laquelle 

il existe de nombreuses PPAM qui suscitent de grands intérêts, dans des domaines aussi 

divers que la pharmacie, la cosmétique, la parfumerie ou l‟agroalimentaire, pour leurs 

propriétés thérapeutiques, organoleptiques et odorantes, ou encore pouvant être utilisées 

comme source d‟isolats pour les hémisynthèses. Ces plantes aromatiques sont, donc, à 

l‟origine de produits à forte valeur ajoutée (H.E., extraits, résines…) qui se présentent presque 

toujours comme des mélanges complexes dont il convient d‟analyser la composition avant 

leur éventuelle valorisation. 

A l‟instar de nombreux pays et contrées, l‟Algérie et la Corse possèdent une flore 

abondante, riche et variée dans laquelle il a été dénombré de nombreuses espèces aromatiques 

susceptibles de fournir des huiles essentielles. De même, les hydrolats, sous-produits de 

l‟hydrodistillation des végétaux sont devenus une valeur montante du marché des PPAM au 

vue de leur importance notamment en aromathérapie (1). Depuis quelques années, la 

valorisation des huiles essentielles est devenue un facteur de développement économique. De 

nombreux pays émergents, tentent de pénétrer ce secteur. Dans ce contexte, la tendance 

actuelle du marché international des huiles essentielles va dans le sens d‟une production dont 

la qualité est constante et contrôlée. Il est donc indispensable que le démarrage d‟une activité 

industrielle de ce type se fasse sur des bases solides s‟appuyant sur des données objectives. 
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II. Contexte national et international 

 

Le secteur des PPAM et de la production des huiles essentielles en Algérie est mal 

connue (manque d‟informations et de statistiques), il reste l‟œuvre d‟initiatives personnelles 

(herboristes, distillateurs ambulants…). Mais depuis 2003, la politique agricole de l‟Algérie 

encourage la culture et la valorisation des PPAM par la mise en œuvre de projets de 

développement rural (2). Le secteur PPAM en Algérie est aujourd‟hui en pleine structuration 

et son expansion permettra d‟atténuer l‟exode rural en augmentant le revenu des cultivateurs 

et en générant des emplois pour les habitants de la région. Il doit permettre de résorber une 

forte demande d‟emplois qualifiés. 

Contrairement à l‟Algérie, la France et plus particulièrement la Corse possède des 

organismes bien structurés et expérimentés dans le secteur des PPAM et de la production des 

huiles essentielles originaires de cette région. Dans le cadre d‟une dynamique d‟échange et de 

collaboration entre les pays des deux rives de la Méditerranée, ce travail de thèse qui rentre 

aussi dans le cadre d‟échange interuniversitaire permet un transfert d‟information et surtout de 

compétence autour de la production et de la valorisation des PPAM. Ainsi, outre l‟intérêt de 

ma formation et de mon apprentissage dans le domaine des PPAM, mon travail de thèse 

s‟inscrit dans une dynamique socio-économique et aussi de protection et de gestion de 

l‟environnement. En effet : 

 Il permet la disponibilité et la diffusion d‟informations fiables et objectives relatives à 

l‟identification des plantes à cultiver et aux produits que les « petits » professionnels seront 

amenés à commercialiser. 

 Il favorise l‟émergence d‟une plateforme technique de transfert de technologie et d‟une 

équipe de recherche spécialisée dans ce domaine et, donc, la production d‟un travail 

intellectuel à forte valeur ajoutée. 

 Il comporte un intérêt d‟un point de vue environnemental en contribuant à 

l‟accroissement de l‟utilisation de la biomasse et à l‟étude de la biodiversité végétale. Il 

présente un impact sur l‟aménagement et la valorisation du territoire en favorisant la création 

et le développement, au niveau artisanal voire semi-industriel, d‟unités de production 

délocalisées. 
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III. Rappel du contexte de la coopération et des relations existantes 

 

Créé il y a 25 ans, le laboratoire de Chimie des Produits Naturels de l‟Université de Corse 

Pascal Paoli (CPN-UCPP) a développé la thématique des PPAM. Dans ce secteur, il se 

prévaut, aujourd‟hui, d‟un savoir-faire important en termes de méthodes de caractérisation des 

plantes à travers l‟identification des constituants des huiles essentielles et des extraits. Il 

dispose d‟un plateau technique analytique performant basé, en premier lieu, sur l‟analyse par 

couplage chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie de masse (CPG/SM : 

méthodologie labellisée au niveau international) mais aussi sur l‟analyse spectrométrique par 

résonance magnétique nucléaire (RMN 
1
H et 

13
C, 1D et 2D). Afin d‟approcher la réalité de la 

composition chimique des fractions volatiles en minimisant les altérations hydrothermales, le 

laboratoire dispose des équipements permettant la concentration des volatils par micro 

extraction en phase solide (MEPS) et d‟un désorbeur thermique automatique (ATD). 

 

Le Laboratoire des Substances Naturelles & Bioactives (LASNABIO) de l‟Université 

Abou Bekr Belkaïd de Tlemcen se donne comme objectifs la recherche et le développement 

de la filière PPAM en Algérie. Ses unités se chargent de l‟étude des huiles essentielles et des 

extraits de PPAM ainsi que la mise en place de protocole pour la réalisation de différents 

types d‟activité biologique sur ces dernières, tout en apportant une dimension supplémentaire 

par la synthèse et la modélisation des substrats actifs trouvés dans ces PPAM.  

Dans cette optique, mon travail de thèse à débuté dans le cadre d‟une convention de 

recherche entre les Universités de Corse et de Tlemcen donnant lieu à une thèse en cotutelle 

réalisée au sein des laboratoires CPN et LASNABIO. Ce travail a été financé par l‟Agence 

Universitaire de la Francophonie (AUF) et il s‟est étendu au travers d‟un projet PHC 

TASSILI 2011-2013. L‟intérêt de cette coopération réside dans le fait qu‟elle met en œuvre la 

complémentarité des compétences des deux équipes de recherche des deux pays et des 

potentialités de ceux-ci pour la prise en compte de la filière dans sa globalité : inventaire des 

plantes endémiques, extraction par divers procédés, analyses par plusieurs techniques, étude 

de la variabilité, mesure des activités biologiques, sélection de plants économiquement 

intéressants en vue d‟une mise en culture et optimisation des procédés de production. 
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IV. Problématique de recherche 

 

Les huiles essentielles sont des produits à forte valeur ajoutée utilisées dans des domaines 

aussi divers que la parfumerie, les cosmétiques, l‟agro-alimentaire ou encore l‟aromathérapie 

et la pharmacie. Elles se présentent sous forme de mélanges complexes de plusieurs dizaines 

voire de plusieurs centaines de composés en général terpéniques présents dans des proportions 

variables. La production et la caractérisation des huiles essentielles, le contrôle de leur qualité 

tout autant que la mise en évidence d'une éventuelle spécificité nécessite la mise en œuvre des 

méthodes de préparation et d'analyses les plus modernes.  

Dans ce travail de thèse, trois grands volets ont été développés : le principal volet est 

chimique, il concerne la caractérisation des compositions chimiques des huiles essentielles, 

les deux autres volets sont totalement complémentaires : (i) un volet génétique dont le but est 

d‟établir les séquences génétiques des plantes étudiées et examiner l‟impact du patrimoine 

génétique sur la production de métabolites secondaires (ii) un volet microbiologique basé sur 

la mise en évidence d‟activités antimicrobiennes des huiles essentielles étudiées. Pour cela : 

i) nous avons développé une séquence analytique permettant la caractérisation chimique 

des huiles essentielles, en optimisant tout autant l‟étape de préparation de l‟échantillon que 

l‟étape d‟identification proprement dite. L‟hydrodistillation est la technique de référence pour 

l‟obtention des huiles essentielles, cette étape est délicate et elle nécessite un meilleur 

contrôle. Dans certain cas, elle peut être substituée par des techniques dites alternatives telle 

que la Micro-Extraction en Phase Solide. Cette méthode permet d‟accéder aux composés 

volatils émis par le végétal, composés qui jouent un rôle écologique important. De manière 

conventionnelle, la caractérisation chimique des huiles essentielles est réalisée à l‟aide de 

techniques chromatographiques telles que la Chromatographie en Phase Gaz (CPG) et la CPG 

couplée à la Spectrométrie de Masse (CPG/SM), qui sont les techniques de référence. Nous 

avons développé une méthodologie du laboratoire basées sur l‟utilisation combinée de 

techniques complémentaires pour l‟identification des composés absents des bibliothèques de 

spectres. 

 

ii) différents marqueurs sont utilisés pour étudier la diversité génétique des espèces 

végétales et par la même estimer le polymorphisme et prédire l‟évolution des populations 

végétales. L‟avancée dans la connaissance du génome des plantes a favorisé le développement 

de marqueurs moléculaires ciblant différentes régions des génomes nucléaire, chloroplastique 

et mitochondrial. Le développement de la génomique donne accès aux gènes contrôlant des 
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caractères adaptatifs, très importants pour la gestion des ressources génétiques. Les objectifs 

sont d'évaluer les facteurs génétiques contribuant à la colonisation rapide de nouveaux 

domaines. Dans cette optique, des réponses aux questions suivantes méritent d‟être 

apportées : 

- le polymorphisme peut-il jouer un rôle ? Dans l‟affirmative, dans quelle mesure ?  

- quel est le degré de flux génétique entre les différentes populations ? 

- quelle a été l‟évolution des adaptations végétales ? 

Il existe à l‟heure actuelle un large éventail de stress, destiné à s‟intensifier dans un 

avenir proche, qui menace les populations végétales (3). Ceci va donc influencer les stratégies 

de conservation. Dans les régions tempérées, l‟instabilité climatique attendue et la 

sédimentation des polluants sont des facteurs indirects importants qui influencent à la fois la 

composition des espèces et les fréquences des gènes au sein des espèces, même dans des 

communautés totalement intactes (3). La tâche capitale de la conservation des ressources 

génétiques consiste à préserver le potentiel évolutif/adaptatif des espèces, des communautés et 

des écosystèmes. Ceci est surtout vrai pour les PPAM qui se caractérisent par une distribution 

limitée et fragmentée.  

La conservation des ressources génétiques des communautés autochtones grâce aux 

méthodes in situ, c‟est-à-dire à la préservation du status quo, se base sur le concept suivant : 

les fréquences alléliques les plus adaptées à un environnement donné évoluent dans les 

conditions naturelles. Les populations locales résistent au stress environnemental et aux 

maladies mieux que les autres. Ce concept conduit implicitement à la conclusion que la 

diversité génétique originelle dans son ensemble est la véritable ressource à préserver. Rien 

donc, ne justifie d‟attacher des valeurs à certains caractères dans la mesure où la valeur 

d‟adaptation des caractères est très difficile à évaluer, même des caractères apparemment « 

neutres » ou des allèles rares peuvent prendre de l‟importance face à d‟autres situations 

sélectives.  

En conséquence, la constitution génétique des populations autochtones qui se sont 

développées naturellement devrait être conservée inchangée, car les végétaux ont le grand 

avantage de posséder une extraordinaire plasticité phénotypique. Dans ce cas, les objectifs de 

la conservation semblent relativement simples : sur la base d‟inventaires génétiques, les 

stratégies et les méthodes de conservation doivent être développées de façon à assurer la 

survie des populations localement adaptées et à éviter la disparition des allèles rares.  

 



9 
 

iii) nous avons cherché à mettre en évidence les activités biologiques des huiles 

essentielles étudiées. En effet, le regain d‟intérêt pour l‟utilisation et la consommation de 

produits « bio », a conduit les scientifiques à s‟intéresser aux huiles essentielles et en 

particulier aux activités biologiques de leurs constituants. Ces composés présentent l‟intérêt 

d‟avoir une faible toxicité, d‟être facilement acceptés par les consommateurs et d‟avoir un 

potentiel multi-usage important. En Europe, les huiles essentielles sont surtout utilisées dans 

l‟industrie alimentaire en tant qu‟additifs aromatisants, dans l‟industrie des parfums et dans 

l‟industrie pharmaceutique pour leurs propriétés fonctionnelles. Si les propriétés 

antimicrobiennes sont reconnues depuis la fin du 19° siècle, c‟est plus récemment que des 

études ont montré les activités antivirales, antimitotiques, antioxydantes, antiparasitaires, ou 

encore insectifuges des huiles essentielles (2). Avec la résistance accrue des bactéries aux 

antibiotiques, les constituants des huiles essentielles apparaissent comme des produits de 

substitutions très intéressants. Il est donc indispensable de chercher des agents actifs contre 

les bactéries résistantes. De plus, la sécurité alimentaire est l‟une des plus importantes 

préoccupations en santé publique. Des études montres que 30% de la population des pays 

industrialisés souffrent d‟intoxications alimentaires dues à la présence de micro-organismes 

au sein des aliments (4). Par ailleurs, l‟oxydation des lipides observée pendant le traitement et 

le stockage des produits alimentaires est responsable de la détérioration de la qualité des 

aliments mais surtout est néfaste pour la santé humaine. L‟utilisation d‟antioxydants 

synthétiques, tels que les dérivés du toluène ou de l‟anisole, utilisés pour permettre une 

meilleure conservation de l‟aliment est limitée du fait de leurs propriétés cancérigènes (5). 

Les huiles essentielles peuvent donc jouer un rôle important et nouveau dans la préservation 

de la qualité des produits de l‟industrie alimentaire (6-9). 

 

Afin de mettre en application ces différentes approches, nous nous sommes intéressés à 

l‟étude de quelques espèces et sous-espèces d‟un genre appartenant à la famille des 

Lamiacées : le genre Teucrium. Ce genre est connu pour sa richesse en huiles essentielles, de 

plus il s‟agit d‟un genre très répandu dans le bassin méditerranéen, en particulier en Corse et 

en Algérie. 

Il est à noter qu‟un travail préalable a été mené par l‟équipe du laboratoire CPN de Corse 

sur l‟étude de la composition chimique des huiles essentielles de deux espèces de Teucrium de 

Corse, ainsi mon travail s‟inscrit dans une continuité de cette étude tout en approfondissant et 

élargissant notre recherche aux autres espèces de Teucrium présentes en Corse et leur 
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équivalentes poussant dans l‟ouest algérien. Ces études visent aussi bien les huiles 

essentielles, les hydrolats et les fractions volatiles et ainsi : 

 nous avons étudié la composition chimique de la fraction volatile de plusieurs espèces 

appartenant au genre Teucrium de Corse et de l‟ouest algérien ; 

 nous avons caractérisé et étudié la variabilité chimique et génétique par une approche 

interdisciplinaire chimie/génétique des espèces et sous-espèces du genre Teucrium ; 

 nous avons recherché une valorisation des huiles essentielles étudiées en développant 

une approche pluridisciplinaire chimie/activité biologique au travers de la mise en évidence 

des activités biologiques des huiles essentielles. 

 

Dans ce manuscrit, après un paragraphe consacrée à l‟étude bibliographique (B), je me 

propose de vous présenter une synthèse des principaux résultats obtenus sur l‟analyse des 

mélanges complexes volatils (huiles essentielles, hydrolats, fraction volatile) (C), l‟apport de 

la génétique dans une approche interdisciplinaire chimie/génétique afin mieux appréhender la 

diversité végétale (D) et la valorisation des huiles essentielles au travers de l‟étude de leurs 

activités biologiques (E). 
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B. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

Le genre Teucrium comprend plus de 300 espèces généralement aromatiques poussant à 

l‟état spontané dans diverses régions du globe. Il est largement présent dans le bassin 

méditerranéen et plus particulièrement en Algérie et en Corse où sont recensées 

respectivement 21 et sept espèces (10, 11). Le genre Teucrium appartient à la famille des 

Lamiaceae ou labiées qui comptent également des végétaux plus communs tels que le thym 

(Thymus herba baronna) et la lavande sauvage (Lavandula stoechas). Il est à noter que les 

Teucrium se différentient généralement par leurs caractéristiques morphologiques communes, 

notamment l‟indumentum et les glandes qui sécrètent des huiles essentielles (ce qui fait des 

Teucrium, un genre riche en huile essentielle), ainsi que par leurs richesses en certaines 

grandes familles de composés chimiques, notamment les diterpènes de squelette 

néoclérodanes caractéristiques de ce genre. Dans ce paragraphe, nous présentons les 

caractéristiques botaniques et les utilisations traditionnelles des espèces étudiées au cours du 

travail de thèse, ainsi qu‟une synthèse bibliographique des travaux relatifs à la caractérisation 

chimique de leur partie volatile. 

 

I. Teucrium massiliense L. 

Germandrée de Marseille est une espèce endémique à la Corse, à la Sardaigne et aux 

Baléares (11, 12). Elle se présente sous la forme d‟un sous arbrisseau d‟une quarantaine de 

centimètre au maximum. Plante vivace très aromatique avec des feuilles persistantes d‟un vert 

un peu grisâtre et des fleurs roses en grappe qui s‟épanouissent depuis le mois de mai 

jusqu‟au mois d‟aout. Elle croit dans les endroits pierreux et boisés. Très rare et très peu 

utilisée, cette plante est considérée comme une plante protégée en Corse (13). Pour cette 

raison cette plante est très peu utilisée en médecine traditionnelle, toutefois la partie aérienne 

est utilisée en décoction pour son effet fébrifuge et anti malarique (11, 14, 15).  

Un seul travail rapporte la composition chimique de l‟huile essentielle de T. massiliense 

originaire de Sardaigne (15) dans laquelle 34 composés ont été identifiés et les composés 

majoritaires sont la 3,7-diméthyloctan-2-one (15,2%), le butyrate de 2-butyle (12,1%), le 

linalol (10,6%) et l‟acétate de linalyle (7,1%). La littérature rapporte aussi l‟identification de 

quelques diterpènes possédant le squellete néoclérodane extraits aux solvants et connus, entre 

autre, pour leur activité antifongique et antimicrobienne (16,17). 
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Figure 1 : Représentation schématique et photo de Teucrium massiliense L. 

 

II. Teucrium marum L.  

Germandrée marine ou Pivarella en Corse, est une espèce endémique à la Corse, à la 

Sardaigne, aux Baléares et aux îles d‟Hyères (11, 12). Elle se présente sous la forme d‟un sous 

arbrisseau d‟une trentaine de centimètre au maximum, qui ressemble fortement au thym d‟ou 

son surnom de thym aux chats. Elle doit également cette appellation au fait qu‟elle entraîne 

une certaine forme d‟ivresse pouvant aller jusqu‟à l‟endormissement chez les félidés (18, 19). 

On la trouve aussi bien au bord de mer qu‟en montagne et elle affectionne les terrains en 

éboulis à roches apparentes aussi bien secs et chauds qu‟humides et ombragés. Elle fleurie du 

début de mois de juin au mois d‟août en donnant de petites fleurs roses disposées à l‟extrémité 

des rameaux. Ses feuilles sont d‟un diamètre d‟un centimètre au maximum, leur face 

supérieure est parsemée de glandes sécrétrices et recouverte sur toute sa surface d‟une fine 

couche de poils qui forme une cuticule blanchâtre à l‟origine de son aromaticité (12, 18,19). 

T. marum est connue pour ses utilisations populaires et notamment en médecine 

traditionnelle. Ainsi, la plante servait autrefois aux bergers à protéger les fromages des 

mouches (20) et elle était utilisée en infusion pour prévenir des rhumes, soulager les maux de 

tête, faire baisser la fièvre et traiter les symptômes de la malaria. Aujourd‟hui, elle est encore 

utilisée en cuisine pour parfumer les plats mais aussi en aromathérapie. 
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Les composés volatils issus de Teucrium marum, ont fait l‟objet de plusieurs travaux dans 

lesquels des phenylpropanoïdes, des diterpènes de la famille des néoclérodanes et des 

iridoides monoterpéniques comme le dolichodial, la teucréine et la dolicholactone ont été 

identifiés. A noter que les iridoïdes sont connus pour posséder de puissantes propriétés 

biologiques à savoir, lacrymogènes, insecticides et bactéricides ou encore psychotropes pour 

les félidés (18, 19,21). Un seul travail décrit la composition chimique de l‟huile essentielle de 

Teucrium marum originaire de Sardaigne obtenue par hydrodistillation dans laquelle les 

composés majoritaires sont l‟isocaryophyllène (20,2 %), le (E)-β-bisabolène (14,7 %), le β-

sésquiphellandrène (11,2 %), l‟α-santalène (10,9 %) et le dolichodial (9,3 %) (22).  

 

  

Figure 2 : Représentation schématique et photo de Teucrium marum L. 

 

III. Teucrium scorodonia L. 

Cette espèce est connue pour posséder plusieurs appellations : Germandrée des Bois, 

Sauge d‟Ail, Large-Leaved Germander… T. scorodonia pousse de façon spontanée en Corse 

et en Algérie, dans les lieux rocailleux. Cette plante est un bon indicateur des sols acides et 

plutôt secs (23,24). Il s‟agit d‟une plante vivace de 20 à 40 cm de hauteur, qui fleurit de juin à 

septembre et que l‟on trouve jusqu‟à une altitude de 1500 m. T. scorodonia est présente, dans 

le basin Méditerranéen, seulement sous forme de deux sous-espèces : T. scorodonia ssp. 



14 
 

scorodonia et T. scorodonia ss. baeticum (10, 11, 12, 25, 26). De façon générale, les fleurs 

font moins de 1 cm de longueur, sont de couleur oscillante entre le jaune et le vert, elles sont 

dotées de poils et possèdent des étamines très longues dépassant largement la corolle pour ce 

qui est de la ssp. baeticum, alors que pour la ssp. scorodonia les poils possèdent des étamines 

moins longues et moins abondantes. Les feuilles quant à elles sont opposées, en forme de 

cœur, dentées, très ridées, vertes sur les deux faces et à longs pétioles. La tige est de section 

carrée. C‟est une plante qui, lorsqu‟elle est froissée, exhale une odeur d‟ail (24). 

Teucrium scorodonia possède plusieurs actions thérapeutiques : il s‟agit d‟une plante 

fortifiante, vermifuge, diurétique, elle est utilisée comme expectorant et en tant que 

spasmolytique. Elle stimule l‟appétit et était autrefois utilisée pour nettoyer et désinfecter de 

vieilles blessures, on la prescrivait également dans le traitement des ulcères. Couramment 

employée en homéopathie, elle est notamment utilisée pour traiter les polypes de la muqueuse 

nasale (24). 

La ssp. scorodonia est présente, entre autre, en Corse, en Espagne et en Italie (11, 12, 26), 

par contre la ssp. baeticum est présente seulement en Algérie et en Espagne (10, 25). 

Concernant la bibliographie, un premier travail décrit la composition chimique des deux sous-

espèces originaire d‟Espagne (25) et un second rapporte celle de la ssp. scorodonia d‟Italie 

(26). Toutes sont caractérisées par une forte présence de sesquiterpènes hydrocarbonés. Les 

compositions chimiques des deux sous-espèces d‟Espagne sont qualitativement semblables et 

différent seulement quantitativement sur les pourcentages des composés majoritaires : on 

distingue pour (i) la ssp. scorodonia : un mélange d‟aristolène et de (E)--caryophyllène 

(12,3–21,0% et 35,1–39,7%, respectivement), l‟aromadendrène (0,9–6,5% et 10,6–14,0%, 

respectivement) et (ii) pour la ssp baeticum : un mélange d‟oxyde de caryophyllène et de 

spathulénol (4,9–13,0% et 5,0–9,1%, respectivement). Pour la ssp. scorodonia d‟Italie, les 

composés majoritaires sont : le germacrène B (26,2%), le (E)--caryophyllène (25,2%), l‟-

humulène (8,0%), l‟-cubebène (8,0%) et le germacèene D (6,3%). Par ailleurs, deux autres 

travaux (27,28) décrivent l‟identification de 3 dérivés furanoditerpéniques possédant un 

squelette néoclérodane. 
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Figure 3 : Représentation schématique et photo de Teucrium scorodinia L. 

 

IV. Teucrium flavum L., 

Il s‟agit de la Germandrée jaunâtre, une espèce très répandue dans le basin méditerranéen 

et plus particulièrement sur les coteaux pierreux de cette région (11). La Corse présente la 

particularité d‟être le seul territoire où l‟on trouve les deux sous-espèces glaucum et flavum. 

En effet, en Italie la ssp. flavum est seulement présente sur le continent alors que la ssp. 

glaucum est présente seulement sur le territoire insulaire (Sardaigne). Ces deux sous-espèces 

se distinguent par des caractères morphologiques différents et une répartition au sein de l‟île 

différente. La ssp. glaucum est la plus répandue, elle présente des feuilles glabres en dessus et 

glauques en dessous, alors que la ssp. flavum est très rare et très localisé et elle présente des 

tiges ligueuses à la base avec des petites feuilles crénelées, velues-cendrées sur les deux faces. 

Les fleurs sont d‟un jaune pâle ou verdâtre, parfois tachées de rouge (11, 12). Cette plante est 

utilisée en générale dans les bordures, ou comme plante semencière pour revégétalisation de 

talus et espaces dégradés. 

Plusieurs travaux ont été réalisés sur les compositions chimiques des huiles essentielles 

de T. flavum originaires de différentes régions du monde. Synthétiquement, on peut dire que 

ces huiles essentielles sont caractérisés par la présence de monoterpènes tels le linalol mais 

surtout des monoterpènes hydrocarbonés tels l‟α et le β-pinène et le limonène. Il existe aussi 



16 
 

quelques travaux qui rapportent comme composés majoritaires des sesquiterpènes 

hydrocarbonés tels le (E)--caryophyllène, le (E)--farnesène, le (E)--bergamotène ou le 

germacrène D, ou d‟autres qui rapportent exclusivement la présence de sesquiterpènes 

oxygénés tels l‟oxyde de caryophyllène et le spathulénol. 

 

  

Figure 4 : Représentation schématique et photo de Teucrium flavum L. 

 

V. Teucrim polium L. 

Elle est connue sous le nom de Germandrée tomenteuse en français ou Djaïda en arabe, 

c‟est une petite plante blanchâtre, cotonneuse, assez commune dans l‟espace méditerrano-

saharienne, très polymorphe, elle croit dans les lieux rocailleux et secs. Cette espèce est 

représentée par de nombreuses sous-espèces dont la détermination reste assez délicate (10). 

En Algérie, pas moins de douze sous-espèces parmi lesquelles la ssp. polium qui est la plus 

répandue, sont recensées. En Corse, seule la ssp. capitatum est décrite. La différence entre les 

deux sous-espèces réside dans le fait que la ssp. polium possède un calice à dents courtes et 

obtuses contrairement à celui de la ssp. capitatum ou les dents sont plus longues. Signalons 

que dans l‟ouest algérien, les fleurs de la ssp. polium présentent la particularité d‟avoir une 

variabilité chromatique corrélée à une fréquence de présence, on distingue des spécimens à 

fleurs mauves très répandus et des spécimens à fleurs blanches beaucoup plus localisés (10). 
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La ssp. capitatum de Corse, présente une plus grande stabilité morphologique, elle est 

caractérisé par des capitules de 1 cm au plus qui sont nombreuse au somment des tiges, avec 

des fleurs blanches et des feuilles en général vertes en-dessus et blanchâtre en dessous. (10, 

11). Cette plante est connue pour ses vertus thérapeutiques, entre autre, anti-inflammatoire, 

astringente, détersif, fébrifuge (paludisme…), hypoglycémiante… 

Concernant la composition chimique des huiles essentielles de T. polium, il est à noter 

que cette espèce est la plus étudiée dans le genre Teucrium nous avons répertorié 22 travaux 

traitant de l‟identification des constituants de son huile essentielle. Deux types d‟huile 

essentielle sont ainsi distinguées : (i) une est riche en composés monoterpéniques tels l‟α et β-

pinène, le limonène, le myrcène, et le linalol, le terpinèn-4-ol et la carvone et (ii) l‟autre est 

dominée par des composés sesquiterpéniques comme le (E)--caryophyllène, le germacrène D 

et l‟α-humulène et l‟oxyde de caryophyllène, l‟α et le τ-cadinol et le spathulènol. 

 

 
 

Figure 5 : Représentation schématique et photo de Teucrium polium L.  
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C. L’ANALYSES DES MELANGES COMPLEXES DES 

VOLATILS DES PLANTES 

 

Les huiles essentielles et la fraction volatile émise par une plante aromatique constituent 

des mélanges complexes de volatils qui suscitent un intérêt permanent. La valorisation de ces 

mélanges passe nécessairement par une étape de caractérisation chimique. Pour cela, il 

apparaît que l‟étape de préparation de l‟échantillon est tout aussi fondamentale que celle de 

l‟analyse proprement dite des constituants (29-32) pour plusieurs raisons : 

 ces mélanges volatils sont généralement des mélanges complexes constitués 

majoritairement de molécules terpéniques (mono- et/ou sesquiterpènes et plus rarement des 

diterpènes), mais aussi de composés non terpéniques (chaînes linéaires, dérivés 

phénylpropanoïques, etc.) (33). L‟identification de ces molécules nécessite donc des 

techniques analytiques fiables et efficaces (32), 

 la complexité des ces mélanges vient également du fait qu‟ils sont constitués de 

plusieurs dizaines, voire plusieurs centaines de composés présents à des concentrations 

parfois extrêmement faibles. Classiquement la concentration perceptible pour les molécules 

odorantes peut être inférieure au nanogramme par litre, en conséquence les procédures 

analytiques doivent présenter des sensibilités extrêmement élevées (34, 35), 

 certaines molécules odorantes présentent une instabilité chimique sous l‟action de la 

lumière, de la température, en condition oxydante ou au cours d‟une étape de transformation 

avant commercialisation. Ainsi, à pression atmosphérique le temps de vie d‟un monoterpène 

soumis à une exposition lumineuse est estimé entre moins de 5 min pour l‟α-terpinène à 3 h 

pour l‟α- et le β-pinène (31). Les procédures de préparation des échantillons doivent être 

adaptées à la nature des constituants de la matrice à étudier, 

 pour les composés volatils générés à partir de sources biologiques, telles que les 

plantes ou les animaux, des difficultés analytiques surgissent du fait de la nature dynamique 

de ces systèmes (36). Le fait que la production et l‟émission des composés volatils d‟une 

plante soient affectées par des facteurs comme la lumière, la température, un stress hydrique, 

une activité enzymatique ou la présence de polluants, introduit des difficultés dans l‟analyse. 

Ainsi, des procédés analytiques ont été développés permettant l‟échantillonnage in vivo de la 

fraction volatile des plantes (37). 
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Conformément à l‟esprit d‟une thèse soutenue sur article, je me propose de décrire 

dans cette partie une synthèse des résultats obtenus au cours de mes travaux. Ces résultats 

sont extraits de six publications [PT1-6] présentées en fin de document. J‟ai choisi d‟insérer 

les résultats à la suite de l‟inventaire des techniques analytiques généralement mises en œuvre 

pour l‟analyse des mélanges volatils. Je me propose de suivre les différentes étapes de la 

séquence analytique, à savoir, (i) l‟étape de préparation de l‟échantillon avec notamment la 

mise en œuvre de la micro-extraction en phase solide comme méthode complémentaire à 

l‟hydrodistillation, (ii) l‟étape de séparation puis d‟identification proprement dite en insistant 

sur l‟intérêt de combiner plusieurs techniques analyse pour identifier les composés absents de 

nos bibliothèques de spectres, (iii) l‟étape d‟interprétation des résultats en montrant l‟intérêt 

d‟utiliser l‟outil statistique pour montrer la variabilité chimique des échantillons au travers 

d‟une approche interdisciplinaire chimie/génétique et enfin (iv) l‟étape de valorisation au 

travers d‟une approche pluridisciplinaire chimie/microbiologie qui met en évidence le 

potentiel antimicrobien des huiles essentielles analysées. 

 

I. LES METHODES DE PREPARATION DE L’ECHANTILLON 

 

Les méthodes de préparation des échantillons ont fait l‟objet de nombreuses revues 

récentes qui décrivent les potentialités et les limites des procédures généralement mises en 

œuvre pour l‟étude des composés volatils issus de plantes (31, 37-47). Nous distinguerons les 

méthodes d‟extraction produisant des matrices liquides telles que les huiles essentielles et les 

extraits, des méthodes permettant d‟échantillonner les analytes dans la phase gazeuse de 

matrices solides ou liquides. 

 

I.1. Hydrodistillation : Une technique de référence 

 

A l‟échelle industrielle, l'entraînement à la vapeur d'eau est l‟un des procédés les plus 

anciens, d‟extraction ou de séparation de certaines substances organiques, apporté par les 

Arabes au IXe siècle. Cette opération s‟accomplit dans un alambic. La méthode est basée sur 

l‟existence d‟un azéotrope de température d‟ébullition inférieure aux points d‟ébullition des 

deux composés purs pris séparément. Le but est d‟entraîner avec la vapeur d‟eau les 

constituants volatils des produits bruts. La vapeur détruit la structure des cellules végétales, 

libère les molécules contenues et entraîne les plus volatiles en les séparant du substrat 

cellulosique. La vapeur, chargée de l‟essence de la matière première distillée, se condense 
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dans le serpentin de l‟alambic avant d'être récupérée dans un essencier (vase de décantation 

pour les huiles essentielles). Les parties insolubles dans l‟eau de condensation sont décantées 

pour donner l‟huile essentielle surnageant. La partie contenant les composés hydrosolubles est 

appelée eau de distillation (ou hydrolat). (48) 

A l‟échelle du laboratoire, les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation dans 

un appareil de type Clevenger (49), toutefois de nombreuses techniques ont été développées 

dans le but de limiter le temps d‟extraction, la consommation en eau et en énergie, 

d‟augmenter le rendement d‟extraction et d‟améliorer la qualité de l‟huile essentielle en 

évitant les dégradations thermiques et hydrolytiques (50-52). Des méthodes telles que la 

distillation-extraction utilisant un appareil de type Lickens-Nickerson (31), de l‟extraction par 

fluide supercritique (42) et de l‟extraction assistée par micro-ondes (53-55) ont été 

développées, elles ne produisent pas d‟huiles essentielles mais elles permettent d‟obtenir des 

extraits contenant les composés volatils d‟une plante. 

 

I.2. Micro-extraction en phase solide « MEPS » : Un échantillonnage en phase gazeuse 

 

Avec l‟apparition de la CPG dans les années 50 et l‟expansion du pouvoir séparatif des 

colonnes capillaires dans les années 80, les techniques d‟extraction de composés volatils ont 

connu de nombreux développements (56, 57). Nous décrirons plus particulièrement les 

techniques de pré-concentration en « espace de tête » plus connues sous le vocable anglo-

saxon « headspace». L‟abréviation EdT sera utilisée dans la suite du document pour désigner 

l‟« espace de tête ». La première utilisation du terme « headspace » date de 1960 et la 

première application de ce concept combinée à la CPG date de 1958 (43). Au cours des 20 

dernières années, ce procédé d‟extraction a connu un regain d‟intérêt qui coïncide avec le 

succès toujours croissant que connaissent les techniques d‟extractions « vertes » (43). 

L‟extraction par exposition de l‟EdT consiste à prélever les composés volatils contenus dans 

la phase gazeuse en équilibre (ou non) avec une matrice solide ou liquide, avant leur 

caractérisation. Traditionnellement, le prélèvement s‟opère en mode statique ou en mode 

dynamique. 

Le développement de techniques de prélèvement qui augmentent la capacité de 

concentration des analytes dans l‟EdT a permis d‟associer la simplicité, la reproductibilité et 

la facilité d‟automatisation de l‟EdT-statique, à la sensibilité et la sélectivité de l‟EdT-

dynamique (58). Elles permettent l‟accumulation statique ou dynamique de composés volatils 

sur des polymères qui opèrent par absorption ou adsorption, ou plus rarement sur des solvants 
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(43). Ainsi il a été développé pour l‟étude des composés volatils des matrices végétales, 

plusieurs procédés de prélèvement à Haute Capacité de Concentration (HCC) dans l‟EdT, (58-

70), parmi lesquels, la MEPS qui a été la première technique à HCC développée. 

L‟EdT-MEPS est une technique de préparation d‟échantillon sans solvant, simple, rapide, 

sensible, reproductible, peu couteuse et nécessitant une faible quantité d‟échantillon. Elle a été 

développée par Arthur et Pawliszyn en 1990 (71) et appliquée au prélèvement dans l‟EdT en 

1993 (72). Sa combinaison aisée avec des techniques chromatographiques comme la CPG, la 

CPG/SM, la chromatographie liquide haute performance (CLHP), la CLHP/SM ou encore la 

CPG/olfactométrie, explique son succès pour l‟étude des composés polaires et apolaires 

volatils contenus dans des matrices complexes, solides ou liquides d‟origine végétale (36, 39, 

43, 73-77). 

L‟extraction par EdT-MEPS consiste en une adsorption et/ou un partage des molécules 

volatiles sur une fibre de silice fondue revêtue d‟un polymère après leur distribution entre la 

matrice (solide ou liquide) et la phase gazeuse qui constitue l‟EdT. Au pouvoir de séparation 

du polymère est associée la désorption thermique avant l‟analyse. Les phénomènes 

d‟adsorption et/ou de partage mis en jeu ne correspondent pas à une extraction totale des 

composés volatils car l‟extraction par exposition dans l‟EdT est basée sur un phénomène 

thermodynamique qui implique deux équilibres : le premier concerne l‟équilibre entre la 

matrice et la phase gazeuse (EdT) et le second correspond à l‟équilibre entre la phase gazeuse 

et le revêtement de la fibre.  

 

Du fait que la MEPS est une méthode simple de préparation des échantillons, il serait 

réducteur de penser que l‟extraction est un processus simple à réaliser. La nature et la 

concentration des analytes ainsi que la complexité des matrices à partir desquels ils sont 

extraits, détermine le niveau de difficulté du processus d‟extraction (77). Ainsi, quelles que 

soient les matrices végétales étudiées, la mise en œuvre de la EdT-MEPS nécessite une étape 

d‟optimisation des paramètres d‟extraction afin d‟obtenir une bonne reproductibilité et la 

meilleure sensibilité. Les paramètres à examiner sont la nature de la fibre (polymères liquides 

et/ou poreux), le volume d‟échantillon (variable selon la nature solide ou liquide de la 

matrice), les conditions d‟extraction (pH, agitation, ajout de sels), le temps d‟équilibre et 

d‟extraction (variables selon la concentration de l‟analyte et son coefficient de distribution), la 

température, paramètre primordial comme nous montrerons par la suite et enfin, les 

conditions de désorption. 
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L‟influence de ces paramètres a été démontrée sur le rendement qualitatif et quantitatif de 

l‟extraction (73, 78-93). Selon la littérature, il apparaît que le meilleur rendement d‟extraction 

par exposition dans l‟EdT, est obtenu avec les fibres triples constituées d‟une phase liquide, le 

Polydiméthylsiloxane (PDMS) pour les composés les moins polaires et de deux phases solides 

poreuses, le Carboxen (CAR) et le Divinylbenzène (DVB) pour les composés les plus 

polaires. Ce type de fibre permet l‟extraction de composés volatils sur une large gamme, 

s‟étendant de C3 à C20. Pour l‟étude des composés volatils extraits d‟une plante, la préparation 

de l‟échantillon est généralement réalisée à température ambiante (TA) sur du végétal frais, 

coupé en morceau dont le rapport entre la masse de la matrice et le volume de l‟espace de tête 

sont compris entre 0.01 et 0.1 (75, 84-90). Il est à signaler qu‟il existe une grande variation 

dans les conditions de température et de temps d‟équilibre et d‟extraction selon les auteurs et 

la nature de la matrice. 

Nous avons appliqué l‟EdT-MEPS à l‟étude des composés volatils extraits des parties 

aérienne du matériel végétal qui fait l‟objet d‟études. Nous avons choisi de présenter deux 

travaux qui concernent (i) l‟influence des paramètres de la MEPS sur la composition finale de 

la fraction volatile au travers de l‟étude des composés volatils de T. massiliense de Corse 

[PT1] et (ii) la différence entre les compositions chimiques de l‟huile essentielle et de la 

fraction volatile au travers des résultats obtenus lors de l‟étude des constituants volatils de T. 

marum de Corse [PT2]. 

 

La température guide l’extraction des composés volatils en MEPS : L‟optimisation des 

paramètres d‟extraction a été réalisée sur la base de la réponse maximale mesurée en CPG-

FID c‟est à dire la somme des aires de tous les pics chromatographiques intégrés sur le 

chromatogramme. La mise au point du protocole expérimental d‟extraction est une étape 

essentielle qu„il faut appréhender avec méthode. A titre d‟exemple, après avoir fixé la nature 

de la fibre et le volume d‟échantillon, l‟optimisation du temps et de la température 

d‟extraction, a nécessité pas moins de 30 injections en CPG pour l‟étude des composés 

volatils contenus dans les parties aériennes de T. massiliense de Corse. Le tableau 1 met en 

relation les proportions des classes de composés volatils contenus dans le végétal en fonction 

des paramètres MEPS utilisés pour l‟optimisation. 
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Tableau 1 : Paramètres MEPS optimisés pour l‟étude de la fraction volatile des parties 

aériennes de T. massiliense de Corse 

 Paramètres MEPS  

 
Temps d‟équilibre teq min 

(Text= 70 °C - text = 15min) 

Temps d‟extraction text 

min (Text= 70 °C       

teq = 40min) 

Température Text °C 

(text= 30 min - teq = 40 min) 

Classes de composés 20 40 60 80 30 45 30 50 70 90 

Composés hydrocarbonés 33,5 46,9 48,5 36,3 38,7 27,6 19,9 23,7 38,7 33,0 

Composés oxygénés 57,7 49,3 49,0 61,3 57,8 64,1 76,0 72,7 57,8 59,3 

Composés non-terpéniques 53,0 43,6 42,6 53,0 53,2 55,5 70,5 66,7 53,2 53,2 

Monoterpènes hydrocarbonés 6,5 5,7 5,8 6,6 6,1 5,5 8,9 7,2 6,1 4,4 

Monoterpènes oxygénés 7,3 5,4 5,1 7,1 4,3 7,2 5,5 5,8 4,3 5,2 

Sesquiterpènes hydrocarbonés 27,0 41,2 42,7 29,7 32,6 22,1 11,0 16,5 32,6 28,6 

Sesquiterpènes oxygénés 0,9 0,9 1,3 1,1 0,2 1,4 - 0,2 0,2 0,9 

Total identification (%) 91,2 96,2 97,5 97,6 96,5 91,7 95,9 96,4 96,5 92,3 

Aire totale 10
5 
 586 885 802 745 1267 1062 516 706 1267 1192 

 

Afin d‟assurer de la reproductibilité de la méthode, les analyses des différentes fractions 

volatiles ont été systématiquement réalisées trois fois dans les mêmes conditions. La 

reproductibilité de la méthode, exprimée par le coefficient de variation (CV), indique la 

fiabilité des résultats. Le calcul du CV de l‟aire totale du signal CPG-Ir et les CV des aires de 

plusieurs composés représentatifs du mélange ont été systématiquement réalisés et des CV 

toujours inférieurs à 15%, ont permis de valider la reproductibilité de la MEPS dans les deux 

matrices citées. 

Le travail mené sur la fraction volatile émise à partir des parties aériennes et les organes 

séparés de T. massiliense [PT1] confirme que la température d‟extraction est le paramètre le 

plus important à maîtriser et démontre qu‟elle peut être utilisée pour favoriser l‟extraction 

spécifique de classes de composés, ainsi nous obtenons des modifications quantitatives sur les 

classes de composés suivant les conditions choisis : 

 à une température comprise entre 30 et 50°C, les proportions de monoterpènes 

hydrocarbonés et de composés acycliques non terpéniques sont optimales, 

 à une température moyenne (50-70°C), la proportion de sesquiterpènes hydrocarbonés 

augmente, 

 à température élevée (70-90°C), l‟extraction des sesquiterpènes oxygénés est exaltée. 

La MEPS apporte donc des informations qualitatives sur la composition de la fraction 

volatile d‟une plante et ce à partir d‟une quantité de végétal très faible (1 gramme). C‟est une 
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méthode bien adaptée pour obtenir la fraction volatile des plantes qui produisent peu ou pas 

d‟huile essentielle ou des plantes très rares dont la matière végétale est peu disponible comme 

c‟est le cas de T. massiliense. 

 

La question qui se pose légitimement est celle de la corrélation entre les compositions 

chimiques des mélanges complexes des volatils obtenus par hydrodistillation et ceux extraits 

par MEPS. Il est difficile d‟établir une corrélation directe puisque la première technique est 

une technique d‟épuisement de la matrice alors que la seconde est régie par un double 

équilibre et une compétition entre les molécules interférentes au niveau des sites de fixation. 

La MEPS permet de donner une composition de la fraction volatile pour une température 

donnée. En fait la meilleure réponse est donnée par l‟étude de l‟influence de la température 

d‟extraction sur l‟abondance relative des différentes familles de composés. La température 

optimale d‟extraction est seulement un compromis basé sur la quantité maximale d‟analyte 

absorbée. Dans le cas de T. massiliense, les compositions chimiques de l‟huile essentielle 

obtenue par hydrodistillation et de la fraction volatile obtenue par MEPS, sont très peu 

différentes, seules des différences quantitatives sont à remarquer sur certain constituant. C‟est 

un constat totalement différent que nous avons fait au cours de l‟étude des composés volatils 

de T. marum de Corse. 

 

La MEPS comme méthode de préparation de l’échantillon complémentaire : L‟ 

analyse de l‟huile essentielle de T. marum de Corse a permis l‟identification de 93 composés 

représentant 92.2 % de la composition chimique. Cette dernière est dominée par une forte 

proportion de composés oxygénés (plus de 60 %), parmi lesquels 26,8 % de composés non 

terpéniques, 18,3 % de sesquiterpènes et 14,0 % de monoterpènes. Les constituants 

majoritaires sont : l‟oxyde de caryophyllène (9,8 %), le (E)-α-bergamotène (8,2 %), le β-

bisabolène (7,5 %), l‟ (E)-β-caryophyllène (5,3 %), le β-sesquiphéllandrène (3,7%) et le 

(3Z,6E,10E)-α-springène (3,2 %). La composition chimique de l‟huile essentielle de T. 

marum de Corse diffère de celle de la Sardaigne (22) dans laquelle il a été identifié deux 

iridoïdes caractéristiques de la plante : le dolichodial et son épimère, l‟épi-dolichodial 

(respectivement 9,1 et 2,0 %) alors que dans les échantillons originaires de Corse, ces 

composés n‟ont jamais été repérés. 

Par contre, il est intéressant de signaler que l‟étude de la fraction volatile extraite par 

MEPS à partir du même matériel végétal a révélé la présence du dolichodial et de son épimère 

dans les 25 stations étudiées. Le dolichodial est toujours le composé majoritaire, il dépasse le 



25 
 

plus souvent 50% de la composition totale de la fraction volatile. Nous concluons donc que 

cet iridoïde, dialdéhyde pentacyclique, est bien présent comme composé volatile dans T. 

marum mais qu‟il est absent dans son huile essentielle. 

L‟hypothèse avancée pour expliquer l‟absence du dolichodial dans l‟huile essentielle et sa 

présence dans la fraction volatile, est basée sur la probable perte du dolichodial par 

transformation chimique sous l‟effet de la chaleur et du pH acide qu‟impose 

l‟hydrodistillation. Ainsi, au cours de l‟extraction, les deux fonctions aldéhydes du 

dolichodial sont hydratées et la forme di-hydrate produite est alors transférée dans l‟hydrolat. 

C‟est pour cette fraction aqueuse que l‟hydrate a vraisemblablement une plus grande affinité. 

Cette hypothèse est confortée par (i) le calcul du Log P à l‟aide d‟un logiciel de simulation 

ACD/Labs V11.02 (© 1994-2012 ACD/Labs) (+1.45±0.37) pour le dolichodial et (-

1.27±0.56) pour sa forme hydrate confirmant le caractère lipophile du premier et la forte 

affinité pour l‟eau du second (ii) la présence du dolichodial, de la dolicholactone et de l‟épi-

dolichodial, identifiés en tant que composés majoritaires dans l‟extrait d‟hydrolat obtenu par 

extraction liquide/liquide à l‟éther à partir de l‟hydrolat (iii) la présence du dolichodial et de la 

dolicholactone, identifiés en tant que composés majoritaires dans l‟extrait héxanique de la 

plante et (iv) l‟absence de protons aldéhydiques dans le spectre de RMN du proton enregistré 

dans un mélange hydrolat/l‟eau deuterrée confirme l‟absence de la forme aldéhydique du 

dolichodial [PT2]. 

Il apparait donc important de bien maitriser l‟étape de préparation de l‟échantillon et ce 

travail démontre la nécessité d‟adapter une stratégie de préparation de l‟échantillon pour la 

caractérisation complète des composés volatiles d‟une plante. De plus, dans l‟optique de 

déterminer de nouveau types chimiques ou de caractériser les volatils d‟une plante non encore 

étudiée, il peut être intéressant de mettre en œuvre au moins deux méthodes de préparation de 

l‟échantillon. 

 

II. LES METHODES D’IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS DES 

MELANGES COMPLEXES DE VOLATILS 

 

L‟analyse d‟un mélange complexe de volatils s‟effectue classiquement par le couplage 

« en ligne » d‟une technique chromatographique, généralement la CPG, avec une technique 

d‟identification spectrale, généralement la SM ou, quelques fois, la Spectrométrie Infrarouge 

par Transformée de Fourier (IRTF). Cette procédure est privilégiée lors de la réalisation 

d‟analyse « de routine » d‟un échantillon dont les constituants ne présentent pas de difficultés 
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d‟identification (30, 32). Dès lors que l‟étape d‟identification se complexifie, la procédure 

nécessite un fractionnement de l‟échantillon par chromatographie liquide sur colonne (CLC) 

ou mieux encore en utilisant la chromatographie flash automatisée (CFA), qui peut se 

poursuivre jusqu‟à la purification d‟un constituant. L‟objectif étant d‟aboutir à son élucidation 

structurale par les techniques spectroscopiques usuelles : RMN-
1
H et 

13
C, SM, IRTF, etc. 

 

II.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

 

La CPG est une méthode d‟analyse par séparation qui s‟applique aux composés gazeux 

ou susceptibles d‟être vaporisés par chauffage sans décomposition (91). C‟est la technique de 

séparation la plus utilisée car elle permet d‟effectuer l‟individualisation des constituants à 

partir d‟échantillons de l‟ordre du milligramme voire du microgramme. La séparation a lieu 

dans des colonnes capillaires qui possèdent un fort pouvoir résolutif parfaitement adaptée aux 

mélanges complexes volatils. 

Chaque constituant est caractérisé par des indices calculés à partir d‟une gamme 

d‟alcanes ou plus rarement d‟esters méthyliques linéaires, à température constante (indice de 

Kováts IK) ou en programmation de température (indices de rétention, Ir). Cependant, la 

comparaison des indices de rétention avec ceux de la littérature ne suffit pas à identifier 

formellement un composé. Le développement des phases stationnaires chirales (colonne de 

cyclodextrines) et de la CPG multidimensionnelle a permis de surmonter certaines difficultés 

de séparation et d‟identification des composés volatils (92). La CPG, est aujourd‟hui, un outil 

incontournable pour l‟analyse des composés volatils en mélange. 

 

II.2. Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de masse (CPG/SM) 

 

Depuis 1975, les performances du couplage en ligne n‟ont cessé d‟évoluer ; nombreux 

sont les domaines d‟application : agroalimentaire (aliments, eau), produits pétroliers 

(carburants, matières synthétiques), produits naturels (parfumerie, cosmétique, médecine). 

L‟analyseur de masse le plus fréquent pour l‟analyse des composés volatils est le 

« quadripôle » qui utilise la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le rapport 

masse sur charge m/z (93). Les détecteurs les plus courants sont les channeltrons 

(multiplicateurs d‟électrons) et les photomultiplicateurs ; ils convertissent les impacts 

ioniques en signaux. Le multiplicateur de photons permet la détection des ions positifs et, 
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dans certains cas, des ions négatifs. L‟ordinateur enregistre les signaux visualisés sous forme 

de pics d‟intensités variables, rangés sur une échelle de masses. 

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse 

(CPG/SM) permet d‟effectuer simultanément la séparation et l‟analyse des différents 

constituants d‟un mélange complexe. Pour l‟analyse des huiles essentielle, le spectromètre de 

masse fonctionne selon deux méthodes d‟ionisation : l‟ionisation par impact électronique (IE) 

et l‟ionisation chimique (IC). Dans ce dernier cas, deux modes sont distingués : L‟ionisation 

chimique positive (ICP) et l‟ionisation chimique négative (ICN). 

 

II.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

 

C‟est la technique de choix pour la caractérisation des molécules organiques ; elle permet 

l‟accès à des informations concernant le squelette et la fonctionnalisation des molécules. Dans 

cette optique les données de la littérature constituent une base intéressante permettant la 

comparaison avec les valeurs des déplacements chimiques du carbone 13 des composés 

absents de nos bibliothèques de données, mais aussi elles proposent les valeurs de 

déplacements chimiques de molécules « modèles » à partir desquelles des reconstitutions de 

spectres sont possibles. 

 

III. METHODOLOGIE D’ANALYSE 

 

Au laboratoire CPN, l‟identification des constituants d‟une huile essentielle ou de la 

fraction volatile extraite d‟une matrice d‟origine végétale est réalisée par des techniques 

d‟analyses conventionnelles. Celle-ci est basée sur l‟utilisation conjointe de la CPG/Ir et de la 

CPG/SM-IE (figure 1). 

 

Le mélange complexe des volatils (fractionné ou non dans le cas des huiles essentielles) est 

analysé simultanément par CPG/Ir et CPG/SM-IE. Le calcul des Ir, polaires et apolaires, et la 

quantification des composés s‟effectuent par CPG/Ir. L‟analyse par CPG/SM permet d‟obtenir 

les spectres de masse des divers constituants qui, à l‟aide d‟un logiciel, sont ensuite comparés 

à ceux répertoriés dans des bibliothèques, dont une élaborée au laboratoire et les autres, 

commerciales, en éditions traditionnelles ou informatisées [Jennings et Shibamoto (94) 

Joulain (95, 96), Wiley (97, 98), Adams (99), Nist (100)]. Afin de rendre performante 

l‟identification, il est préconisé de posséder une bibliothèque riche mais surtout adaptée au 
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domaine d‟investigation (30). La bibliothèque « Arômes » construite au laboratoire, est 

élaborée à partir de spectres de masse enregistrés dans les mêmes conditions opératoires que 

celles utilisées pour l‟analyse des mélanges complexes, assurant ainsi une fiabilité accrue dans 

l‟identification. Elle contient actuellement les indices de rétention sur deux colonnes de 

polarité différentes et les spectres de masse de plus de 1000 composés volatils dont plus de 

700 molécules terpéniques. Cette bibliothèque a été constituée à partir de molécules 

disponibles dans le commerce et elle est enrichie continuellement par des molécules isolées 

par fractionnement à partir des huiles essentielles ou encore obtenues par hémi-synthèse et 

dans tous les cas, identifiées par RMN. 

 

Chaque proposition du logiciel de comparaison des spectres de masse est assortie d‟une 

note de concordance qui reflète la validité de la structure proposée. Si la note de concordance 

est correcte, les indices de rétention du constituant proposé sont comparés à ceux présents 

dans la bibliothèque élaborée au laboratoire, ou dans les bibliothèques commerciales 

[Jennings (94), Joulain (95, 96), Adams (99)], ou encore répertoriés dans la littérature. 

Toutefois, se limiter à la note de concordance n‟est pas suffisant; il faut systématiquement 

procéder à l‟examen du spectre de masse du composé recherché afin d‟en tirer les principales 

informations : masse de l‟ion moléculaire, fragmentations caractéristiques ou encore mise en 

évidence de co-élutions. A ce stade, trois approches différentes (a, b, et c) sont envisagées 

(figures 6 et 7) : 

 (a), le spectre de masse du constituant et ses indices de rétention correspondent à ceux 

d‟un composé présent dans la bibliothèque élaborée au laboratoire. L‟identification du 

constituant est réalisée sans ambiguïté. Cette démarche est systématiquement mise en œuvre 

quelque soit la nature du mélange complexe (huile essentielle, extrait au solvant ou fraction 

volatile extraite par MEPS). 

 (b), les données spectrales et les indices de rétention du constituant ne correspondent à 

ceux d‟aucun composé de la bibliothèque du laboratoire mais correspondent à ceux d‟un 

composé présent dans les bibliothèques commerciales (ou dans la littérature). Dans ce cas 

nous vérifions, par l‟étude des fragmentations principales, si le spectre de masse du produit 

proposé est bien en accord avec la structure de ce dernier. Cette approche mécanistique peut 

être complétée, lorsque cela s‟avère possible, soit par une étape d‟hémi-synthèse suivie de 

l‟exploitation de l‟analyse du composé synthétisé, soit par le recours à la RMN 
13

C dans le cas 

de l‟analyse d‟une huile essentielle 
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 (c), les données spectrales et les indices de rétention du constituant ne correspondent à 

ceux d‟aucun composé d‟aucune bibliothèque. Dans ce cas deux stratégies, uniquement 

envisageables pour l‟analyse des constituants d‟une huile essentielle, sont imaginables : 

o soit le composé est présent dans les bibliothèques RMN 
13

C (auquel cas il est identifié 

sans ambiguïté), 

o soit le composé est absent des bibliothèques RMN 
13

C, auquel cas nous n‟avons 

d‟autre ressource que le schéma classique de purification du constituant dans l‟optique d‟une 

étude structurale. 

 

Afin de palier les limites analytiques du couplage CPG/SM-IE, l‟ionisation chimique a été 

utilisée pour l‟identification des constituants des huiles essentielles (101-121). Il s‟agit d‟un 

mode d‟ionisation plus doux que l‟impact électronique dans lequel il est recherché des 

réactions ions-molécules entre les molécules de l‟échantillon en phase gazeuse et les ions d‟un 

plasma obtenus à partir d‟un gaz réactant. La réaction plasma/molécule produit des ions 

positifs ou négatifs qui sont repérés sur des spectres de masse plus simples et surtout plus 

informatifs que ceux obtenus en IE (114-117). L‟ionisation peut se faire par transfert de 

proton, réactions d‟association ou formation d‟adduits, perte ou abstraction d‟un hydrure ou 

échange de charge (115-121). La contribution à chacune de ces réactions d‟ionisation dépend 

de la nature de la substance à analyser et du gaz réactant. 

 

Le grand avantage de cette technique est sa flexibilité. En effet, en faisant varier les 

conditions expérimentales, à savoir la nature du gaz réactant, la pression et la température de 

la source, il est possible d‟observer l‟ion quasi-moléculaire des molécules (114). La faible 

quantité d‟énergie transférée lors de l‟ionisation limite les fragmentations et permet ainsi une 

meilleure différenciation des isomères (195, 116). De plus, la sensibilité de l‟IC peut être 

particulièrement affectée par le choix du gaz réactant, phénomène qui peut permettre de 

résoudre des problèmes de co-élutions observés en CPG/SM-IE lors d‟analyse de mélanges 

complexes (104).  
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Figure 6 : Identification des constituants de mélanges complexes de volatils par 

combinaison les techniques CPG et CPG/SM 
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Figure 7 : Analyses complémentaires mises en œuvre pour l‟identification des constituants 

d‟une huile essentielle. 
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C‟est cette méthodologie que nous avons mis en œuvre pour l‟analyse des huiles 

essentielles et des fractions volatiles des différentes espèces de Teucrium. Du fait de la 

complexité des mélanges volatiles issus des espèces du genre Teucrium, nous n‟avons 

pratiquement pas eu recours à l‟analyse « de routine » qui est généralement réalisée pour 

l‟étude des mélanges de volatils dont l‟identification des constituants ne présente pas de 

difficultés majeures. Elle est réalisée conjointement par CPG et CPG/SM sans fractionnement 

sur colonne pour les huiles essentielles. L‟identification des constituants du mélange est 

réalisée, pour la plupart d‟entre eux, à partir des données spectrales présentes dans la 

bibliothèque d‟indices de rétention et de spectres de masses « Arômes » construite au 

laboratoire. Le plus souvent cette méthode est plus dédiée au suivi de la qualité des huiles 

essentielles commerciales. Dans le cadre du présent travail, seules les fractions volatiles 

obtenues par MEPS ont été analysées directement par contre toutes les analyses des huiles 

essentielles produites ont été réalisées par combinaison des techniques chromatographiques et 

spectroscopiques. 

 

L‟analyse par combinaison des techniques associe le pouvoir de séparation des techniques 

chromatographiques (CLC, CPG) à la puissance d‟identification des techniques 

spectroscopiques (SM et RMN) dans le but d‟optimiser la performance de notre méthodologie 

d‟analyse. Cette combinaison est généralement mise en œuvre pour l‟analyse des huiles 

essentielles dont l‟identification des constituants est difficile, notamment lorsque les limites 

d‟identification de la bibliothèque du laboratoire sont atteintes. Au travers de plusieurs 

exemples, nous illustrerons les démarches analytiques complémentaires basées sur 

l‟utilisation conjointe de la chromatographie sur colonne (CLC), l‟ionisation chimique (IC), la 

RMN du carbone-13 et la synthèse organique afin d‟identifier les composés absents de nos 

bibliothèques. 

 

 La chromatographie liquide sur colonne (CLC), une dimension analytique 

supplémentaire. 

Le fractionnement par CLC des huiles essentielles est une opération réalisée de manière 

fréquente au laboratoire. Cette séparation est mise en œuvre en fonction de la quantité 

essentielle dont nous disposons et surtout en fonction de la complexité du mélange. Dans tous 

les cas, le fractionnement permet d‟améliorer le rendement quantitatif mais surtout qualitatif 

de l‟identification. Le mélange binaire n-pentane/éther diéthylique est le mélange le plus utilisé 
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pour le fractionnement des huiles essentielles. Dans le tableau 2, nous avons regroupé le nombre 

de composés identifiés et le pourcentage d‟identification avant et après fractionnement. 

 

Tableau 2 : Apport de la CLC à l‟identification des constituants d‟huiles essentielles. 

  

Fractions 

obtenues 

par CLC 

Nombre de composés 

identifiés et taux 

d‟identification 

  

avant 

CLC 

après 

CLC 
% 

T. scorodonia ssp. baeticum 2 43 51 98,8 

T. scorodonia ssp. scorodonia 6 64 80 98,2 

T. flavum ssp. glaucum 2 76 81 94,9 

T. polium ssp. capitatum 12 49 86 92,7 

T. massiliense 16 78 137 93,3 

T. marum 26 46 93 95,5 

 

Il est opportun de séparer les grandes familles de composés (analyse des huiles essentielles 

de T. scorodonia ssp. baeticum, T. scorodonia ssp. scorodonia et T. flavum ssp. glaucum) ou 

de manière plus fine de concentrer un composé dans une fraction (analyse des huiles 

essentielles de T. massiliense, T. marum et T. polium ssp. capitatum). La chromatographie sur 

colonne permet de simplifier le mélange complexe initial en concentrant les composés 

minoritaires dans les fractions. Ainsi, après une simple partition des composés hydrocarbonés 

et oxygénés de l‟huile essentielle T. massiliense de Corse [PT1], l‟analyse par CPG/Ir et 

CPG/SM de la fraction apolaire a permis l‟identification de 11 alcanes acycliques présents à 

l‟état de trace dans le mélange complexe. 

La CLC permet également de s‟affranchir de certains cas de co-élution. En effet, la 

partition sur colonne, à l‟aide d‟un éluant de polarité croissante : C5H12/Et2O (98/2) et (95/5), 

de l‟huile essentielle de T. massiliense de Corse permet de séparer un oxyde (théaspirane I) 

d‟un aldéhyde ((E,E)-2,4-décadienal), deux composés qui co-éluent sur la colonne apolaire 

utilisée en CPG [PT1]. 

 

 Bibliothèques de données commerciales : Un savoir faire à acquérir 

Si l‟identification d‟un constituant d‟un mélange complexe volatil est réalisée de manière 

non ambiguë par comparaison de ses indices de rétention et de ses spectres de masse avec 

ceux de molécules de référence contenues dans la bibliothèque « Arômes », l‟identification à 

partir des bibliothèques commerciales nécessite une attention particulière. Les bibliothèques 

commerciales que nous utilisons présentent un niveau de performance inégal car elles sont 
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construites dans des conditions expérimentales non standardisées (nature du quadripôle, 

conditions d‟ionisation, balayage de masses variables…) et différentes de celles utilisées au 

laboratoire. Les bibliothèques commerciales informatisées telles que NIST (100) et Wiley (97, 

98) sont construites par compilation de différentes collections de données d‟origines variées, 

qui renferment les spectres de masse de plusieurs milliers de molécules organiques dont le 

taux de réplicas relativement important limite inévitablement la pertinence de l‟identification 

(126, 127). Par contre, les bibliothèques commerciales informatisées Joulain (95, 96) et 

Adams (99) sont plus performantes et sont directement exploitables. Elles contiennent certes 

un nombre moins élevé de spectres de masse (respectivement plus de 1200 et plus de 1600) 

mais qui correspondent tous à des molécules volatiles identifiées dans des huiles essentielles. 

De plus, les spectres de masse répertoriés ont tous été enregistrés dans des conditions 

expérimentales voisines de celles utilisées au laboratoire. Enfin, ces deux bibliothèques 

présentent l‟énorme avantage de lister les indices de rétention des composés mesurés, en 

programmation de température, sur des colonnes apolaire respectivement de type DB-5 et 

CpSil 5 : conditions chromatographiques voisines de celles utilisées au laboratoire. Toutefois, 

c‟est l‟analyste qui, en dernier ressort, valide la proposition à partir de la note de concordance 

fournie par le logiciel de comparaison, de la prise en compte des indices de rétention de la 

littérature et de l‟examen du spectre de masse. A titre d‟exemple, le germacrène B, qui est un 

des composés majoritaire dans l‟huile essentielle de T. scorodonia ssp. scorodonia de Corse 

est identifié à l‟aide de la bibliothèque de données Joulain [PT3]. De même, l‟isovalérate de 

benzyle est identifié dans l‟huile essentielle de T. marum de Corse à l‟aide de la bibliothèque 

de données Adams [PT2].  

Certes, les bibliothèques Joulain (95, 96) et Adams (99) apparaissent comme les plus 

pertinentes en termes d‟identification. Cependant, les autres bibliothèques commerciales 

peuvent apporter des informations essentielles à l‟identification d‟un constituant d‟une huile 

essentielle.  

 

 L’apport de la résonance magnétique nucléaire du carbone-13 

La RMN du carbone-13 est la technique d‟identification par excellence car elle permet 

d‟accéder aux valeurs de déplacements chimiques de chaque carbone de la molécule. Par 

ailleurs, il est fort aisé de comparer les valeurs de déplacements chimiques avec celles décrites 

dans la littérature et ainsi identifier des structures partielles « modèles » utilisables pour 

effectuer une reconstitution de spectre. 
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L‟identification du (3Z, 6E, 10E)-α-springène dans l‟huile essentielle de T. marum de 

Corse est un bon exemple pour illustrer l‟apport de la RMN du carbone-13 pour 

l‟identification des composés absents de nos bibliothèques. L‟identification du (3Z, 6E, 10E)-

α-springène a été réalisée par comparaison de ses valeurs de déplacements chimiques avec 

celles de deux molécules choisies comme modèles : le (Z, E)-α-farnesène et le (E)-β-

farnesène. La procédure de reconstitution de ce diterpène hydrocarboné peu commun dans le 

règne végétal, est présentée dans la figure 8 [PT2]. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 8 : Reconstitution de spectre du (3Z, 6E, 10E)-α-springène. 

 

 Apport de l’ionisation chimique et de la synthèse. 

Les informations fournies par les bibliothèques commerciales peuvent contribuer à la 

décision d‟hémisynthèses afin d‟accéder aux données spectrales de composés absents des 

bibliothèques. Dans certain cas on peut même arriver à faire de la synthèse quand 

l‟hémisynthèse n‟est pas possible. C‟est précisément la procédure analytique qui a été mise en 

œuvre pour identifier le composé majoritaire de T. massiliense [PT1]. 

A la suite de l‟analyse préliminaire le composé majoritaire reste non identifié car il est 

vraisemblablement absent de nos bibliothèques. Seule la bibliothèque Wiley suggère la 3,7-

diméthyloctan-2-one. Rappelons qu‟en ce qui concerne la composition chimique de l‟huile 

essentielle de T. massiliense, un seul travail a été réalisé sur un échantillon originaire de 

Sardaigne dans lequel la 3,7-diméthyloctan-2-one a été identifiée en tant que composé 

majoritaire (15). Sur le spectre de masse enregistré en impact électronique, l‟ion moléculaire 
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n‟est vraisemblablement pas visible et nous observons le pic de base à m/z 43 qui suggère un 

composé contenant une fonction acétate. 

Un fractionnement sur CLC, avec un gradient de solvants n-pentane/éther diéthylique 

(98:2) a permis de concentrer le composé majoritaire de l‟huile essentielle dans une fraction 

(52,7%) riche en ester, ce qui confirme que cette molécule est un ester. L‟examen des spectres 

de masse en ionisation chimique positive avec comme gaz ionisant le méthane et l‟ammoniac 

permet d‟observer respectivement les ions pseudomoléculaires à m/z 113 [M + H-RCOOH]
+
 

en ICP-CH4 et à m/z 190 [M + NH4]
+
 en ICP-NH3 et de déduire la masse moléculaire du 

composé [M= 172 u]. 

Les spectres RMN du carbone-13 et DEPT de la fraction permettent d‟obtenir les valeurs 

de déplacements chimiques ainsi que la multiplicité des 10 signaux constitutifs de la 

molécule. Ces informations nous laissent supposer la présence d‟un acétate ramifié de formule 

C10H20O2. Cette hypothèse est confirmée par réduction en présence de LiAlH4 de la fraction 

contenant le composé majoritaire de l‟huile essentielle, réduction qui conduit à une molécule 

identifiée dans l‟huile essentielle, le 6-méthylheptan-3-ol. Ce résultat nous oriente donc vers 

l‟acétate correspondant. L‟identification de l‟acétate de 6-méthyl-3-héptyle a été réalisée par 

comparaison de ses données spectrales avec celles de la molécule synthétisée. En 

collaboration avec le Dr Nicolas Baldovini de l‟Université de Nice, le composé majoritaire de 

l‟huile essentielle de T. massiliense a été obtenu à partir de la séquence suivante : 

 

 

 

Figure 9 : Séquence de synthèse de l‟acétate de 6-méthyl-3-heptyle 

 

IV. QUANTIFICATION DES CONSTITUANTS DES HUILES ESSENTIELLES 

 

Le développement qui touche le secteur des huiles essentielles fait que les professionnels 

tels que les firmes pharmaceutiques, agro-alimentaires, cosmétiques ou encore les parfumeurs 

souhaitent connaître la teneur vraie en principes actifs dans les huiles essentielles. Ainsi 

l‟exigence de connaitre les concentrations exactes des différents constituants est demandée, 

O

MgBr
OH O

O

Et2O 

Et3N, Ac2O 

DMAP, CH2Cl2 
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c‟est ce que nous appelons la quantification vraie (122). Si dans son principe, la quantification 

des constituants d‟un mélange est simple, il en va autrement de son application aux huiles 

essentielles. En effet, il est irréaliste de réaliser la quantification vraie de tous les constituants 

d‟une huile essentielle par manque des standards correspondant. Nous verrons que des 

approches permettent de palier à ce défaut. 

 

Les aspects quantitatifs de l‟analyse des huiles essentielles ne sont pas faciles à traiter, 

non seulement parce que la quantification a longtemps été considéré comme moins importante 

que l‟élucidation de la structure de nouveaux odorants, mais aussi parce que plusieurs aspects 

de quantification ont été et le sont encore, ambiguës. L‟approche quantitative de la plus part 

des huiles essentielles est rapportée dans la littérature en termes de rapport d‟abondance 

relative de pourcentage, bien que malheureusement cette approche est d‟une valeur limitée. 

 

En effet, la composition des huiles essentielles est généralement donnée par des 

pourcentages relatifs à l‟aide d‟un Détecteur à Ionisation de Flamme (DIF). Ce dernier 

restitue une réponse sous forme d‟un signal électrique qui est ensuite convertie par un 

électromètre en un signal digital analysable par l‟ordinateur. A partir de ce signal, chaque 

composé est désigné par un pic dont l‟aire est proportionnelle à la quantité de matière. 

L‟équation de base de toute méthode chromatographique étant masse injectée = Aire du pic x 

facteur de réponse (RF), il apparait que le détecteur idéal serait celui qui a un facteur de 

réponse égal à 1 pour toutes les classes de composés. Dans le cas du DIF, les facteurs de 

réponse peuvent varier jusqu‟à 60% selon la nature et la structure du produit chimique 

détecté. Pour l‟utilisation du DIF de la CPG à des fins de quantifications il devient plus 

judicieux d‟établir des RF pour chaque classe de composés. 

 

Pour cela, nous avons constitué trois solutions mères à partir des 30 composés listés dans 

le tableau 2. Chaque solution mère comprend 10 composés, regroupés en fonction de leur 

masse molaire, à des concentrations identiques (2.10. 10
-4 

mol.L
-1

). Les solutions mères sont 

ensuite diluées de manière à obtenir un rapport de concentration entre les standards et l‟étalon 

interne qui, lui, est introduit de façon similaire quelle que soit la dilution de la solution. Dans 

notre cas, le tridécane a été choisi comme étalon interne car il possède un temps de rétention 

situé dans une zone où les co-élutions sont peu probables. Préalablement, il faut s‟assurer de 

son absence dans l‟huile essentielle. Enfin, il doit être introduit à une concentration proche 

des autres constituants, concentration qu‟il faut optimiser. Les composés choisis pour l‟étude 
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sont sélectionnés en fonction des standards disponibles mais aussi de manière à être 

représentatifs des familles chimiques (voir tableau 3) présentes usuellement dans les huiles 

essentielles. 

 

Le rapport des concentrations [tridécane/composé] varie de 0,5 à 80 ce qui est 

représentatif des variations possibles de concentrations d‟un composé dans une huile 

essentielle. Les solutions ainsi obtenues sont analysées par CPG. Les courbes de calibration 

issues du rapport des aires [tridécane/composé] en fonction du rapport des concentrations ont 

été établies (figure 10). 

 

Figure 10 : Courbes de calibration et droites de corrélation correspondantes à 10 

composés. 

Les coefficients de corrélation (R²) ont été définis pour chacune des courbes, de manière 

à vérifier la linéarité sur l‟ensemble des concentrations. La figure 3 montre les droites 

obtenues pour dix composés d‟une solution mère. L‟ensemble des courbes établies pour 30 

composés sélectionnés sont linéaires sur toute la gamme de concentration. Le tableau 2 donne 

les coefficients de corrélation. 

Les facteurs de réponses pour l‟ensemble des 30 composés sont calculés à partir de 

l‟équation ci-dessous établie par Costa et Coll. (124) :  
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     anal te    a s anal te  a s i s     i s     (124) 

 

Avec : RF : facteur de réponse ; Canalyte : concentration du composé ;   Aabs analyte  : aire du 

pic du composé ; Ci.s : concentration du standard interne ;  Aabsi.s : aire pic du standard interne. 

 

Les valeurs des RF obtenues sont mentionnées dans le tableau 2. Les valeurs moyennes 

des facteurs de réponse sont très proches de celles trouvées dans la littérature (122, 124). 

Ainsi à partir des RF moyens des différentes familles de composés, il est possible de 

quantifier un composé dont on ne dispose pas le standard en lui appliquant le RF moyen de la 

famille auquel il appartient. Au préalable, il faut s‟assurer que le composé quantifié et celui 

auquel on fait référence possède la même formule brute. 

Signalons enfin, que l‟utilisation d‟un étalon interne contribue à standardiser les résultats 

d‟une série d‟échantillon. En effet, lorsqu‟on souhaite comparer des compositions chimiques 

et mettre en œuvre l‟outil statistique en vue d‟examiner la variabilité chimique des huiles 

essentielles, il est indispensable que la matrice de données soit standardisée par l‟ajout d‟un 

étalon interne à une concentration donnée dans tous les échantillons. Il est alors possible de 

calculer des pourcentages relatifs normalisés et standardisés d‟après la méthodologie décrite 

par Bicchi et col. (122). C‟est précisément ce que nous avons réalisé dans les études des 

compositions chimiques des huiles essentielles de Teucrium qui ont fait l‟objet d‟une étude 

statistique [PT2-PT6]. 
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Tableau 3 : Coefficients de corrélation R
2 

des courbes de calibration et les facteurs de 

réponses RF des 30 composés sélectionnés. 

 

  
Courbe de 

calibration 
Facteur de réponse 

  Composés R² RF Moyenne 

  néo-allo-ocimène 0.999 1.00±0.01   

 
α-pinène 0.999 1.04±0.01   

Monoterpènes 

hydrocarbonés 
β-pinène 0.997 1.08±0.01 1.01±0.05 

  γ-terpinène 0.998 1.01±0.01   

  limonène 0.999 0.94±0.01   

Aromatiques 

hydrocarbonés 
p-cymène 0.999 0.93±0.04 0.93±0.04 

  β-caryophyllène 0.999 0.98±0.01   

Sesquiterpènes 

hydrocarbonés 
α-humulène 0.997 1.01±0.01 1.00±0.03 

  aromadendrène 0.999 1.03±0.01   

  nérol 0.991 1.31±0.02   

 Monoterpènes et 

sesquiterpènes 
lavandulol 0.994 1.32±0.02   

Alcools trans-3-hexèn-1-ol 0.999 1.40±0.02 1.34±0.04 

  cédrol 0.999 1.31±0.02   

  globulol 0.997 1.34±0.02   

Monoterpènes et 

sesquiterpènes  
acétate de pentyle 0.999 1.53±0.01   

Esters acétate de néryle  0.999 1.54±0.01 1.55±0.03 

  
acétate de trans-

myrtènyle 
0.991 1.53±0.01   

  acétate de cédryle  0.997 1.59±0.01   

  artemisia cétone 0.999 1.30±0.01   

Cétones monoterpéniques 

et non terpéniques 
décan-2-one 0.999 1.28±0.03   

  camphre 0.998 1.31±0.01 1.30±0.02 

  jasmone 0.999 1.32±0.01   

  
oxyde d‟isobornyle et de 

méthyle 
0.999 1.25±0.01   

Oxydes monoterpéniques 1,8-cinéole 0.999 1.25±0.03 1.24±0.01 

  
oxyde de carvacryle et 

de méthyle 
0.999 1.23±0.01   

Oxydes sesquiterpéniques oxyde de caryophyllène 0.999 1.59±0.01 1.59±0.01 

  trans-hex-2-ènal 0.999 1.39±0.01   

Aldéhydes non 

terpéniques 

trans-trans-décadièn-

2,4-al 
0.994 1.42±0.01 1.40±0.02 

  trans-décén-2-al 0.999 1.40±0.01   
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Parallèlement, une méthode basée sur l‟utilisation des RF a été décrite par Costa et al. 

(124), dans laquelle les auteurs réalisent une semi-quantification des constituants des huiles 

essentielles dont les concentrations sont exprimées en gramme pour 100 grammes d‟huile 

essentielle. Cette procédure est à rapprocher de la quantification vraie dans le sens où elle 

fournit une concentration, toutefois son inconvénient majeure, c‟est qu‟elle est peu utilisée et 

par conséquent elle rend difficile la comparaison avec les données de la littérature exprimées 

en pourcentages. Les concentrations des constituants des huiles essentielles collectives de T. 

massiliense [PT1], T. scorodonia [PT3], T. flavum [PT4] et T. polium [PT5] ont été calculées 

à partir de l‟équation suivante : 

 

 VOC       a s VOC  a s i s    i s        oil         (124) 

 

Avec : CVOC est la concentration en g/100g du composé quantifié ; Aabs VOC représente 

l‟aire du pic de ce même composé et Woil est la masse de l‟huile analysée en g ; Ci.s : 

concentration du standard interne ; RF : facteur de réponse. 

 

V. OUTILS STATISTIQUES 

 

Les travaux de recherche actuels sur les compositions chimiques des huiles essentielles et 

des fractions volatiles pré-concentrées par MEPS, intègrent de plus en plus des variations de 

composition chimique induites par les critères environnementaux (altitude, nature du sol,…), 

physiologiques (morphologie du végétal) ou encore génétiques. Pour étudier cette variabilité 

chimique de l‟huile essentielle ou de la fraction volatile d‟une plante, il est indispensable 

d‟effectuer un traitement statistique de la matrice constituée par les pourcentages normalisés 

et standardisés des constituants des mélanges volatils. Pour cela, les deux outils les plus 

fréquemment utilisés sont l‟Analyse en Composante Principale (ACP) et la Classification 

Ascendante Hiérarchique (CAH) (125). Ces deux outils permettent d‟avoir une vision 

synthétique, des similitudes ou des différences au sein d‟un ensemble d‟échantillons. Sans 

entrer dans les théories régissant les statistiques, nous allons montrer le parti que le chimiste 

peut en tirer. 

 

L‟ACP est un outil permettant de convertir un nuage de points d‟un espace multivarié en 

un nuage de points dans un espace à 2 dimensions. Les points et les différentes variables de 
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cet espace sont projetés selon les 2 axes perpendiculaires, les plus représentatifs de l‟ensemble 

du nuage (123). Concrètement, dans notre domaine d‟étude, les variables sont généralement 

les constituants du mélange tandis que les points sont les diverses stations de récolte. 

 

La CAH est une méthode d‟agglomération de différents points dans un espace varié. Tout 

d‟abord la dissimilarité entre chaque point via des calculs de distance est établie, ensuite, le 

système choisi agglomère les points entre eux de façon itérative et aboutit à la formation de 

plusieurs groupes. Les agglomérations successives sont représentées sous forme 

d‟arborescence sur le dendrogramme issu de la CAH. Ceci permet ainsi de classer les 

échantillons selon plusieurs groupes, en fonction de l‟importance, de la dissimilarité entre 

chaque rameau de l‟arbre (125). 

 

L‟utilisateur doit faire preuve de prudence dans les conclusions tirées des représentations 

issues de son échantillonnage géographique. Dans une ACP, il est important que les deux axes 

choisis aient un pourcentage de représentation suffisamment élevé pour que l‟ACP soit jugée 

pertinente. Si le pourcentage est trop faible, les conclusions qui découlent de la représentation 

sont erronées. De même, la CAH, bien que permettant d‟établir différents groupes, ne fournit 

strictement aucune information concernant les affinités de ces groupes avec les diverses 

variables utilisées.  

 

Dans notre cas, nous avons systématiquement établi les groupes les plus représentatifs en 

CAH et confirmé ces groupes en ACP. Une fois les groupes et leur composition fixés, les 

affinités de chaque groupe avec les composés discriminants ont été déterminées par l‟ACP. In 

fine, et selon la classification ainsi faite, chaque échantillon a été confronté aux données de la 

matrice afin d‟éviter les aberrations toujours possibles en ACP. A titre d‟exemple, nous avons 

choisi de présenter les résultats de l‟étude de la variabilité chimique des huiles essentielles de 

T. scorodonia de Corse et d‟Algérie. La composition chimique de la ssp. scorodonia de Corse 

est très semblable de celle d‟Italie présente dans la littérature (26), les composés majoritaires 

sont : le (E)--caryophyllène (17,3–25,2%), l‟-cubebène (6,2–11,3%), le germacrène D 

(4,6–10,1%), le germacrène B (4,2–8,8%), l‟-humulène (4,6–8,3%) et le - élémène (2,6–

5,7%). De même, la composition chimique de l‟huile essentielle de la ssp. baeticum d‟Algérie 

est très semblable à celle originaire d‟Espagne décrite dans la littérature (25), les composés 

majoritaires sont : le (E)--caryophyllène (31,5–37,1%), le germacrène D (18,1–26,8%), l‟-
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humulène (7,2–10,2%), l‟oxyde de caryophyllène (2,15–6,8%) et le linalol (2,1–6,2%). Cette 

analyse a permis de déceler une forte présence de sesquiterpènes hydrocarbonés toujours 

supérieure à 70% de la composition chimique des huiles essentielles des deux sous-espèces. 

L‟outil statistique a permis de distinguer deux groupes de compositions chimiques. Le groupe 

I (10 échantillons) regroupe les échantillons originaires de Corse et le groupe II (17 

échantillons) inclut les échantillons d‟Algérie (voir figure 11). L‟élément discriminant est la 

présence du germacrène B et -élémène comme composés majoritaires dans la ssp. 

scorodonia mais jamais détectés dans la ssp. baeticum. Cette étude montre l‟impact du facteur 

environnemental sur la variation des compositions chimiques des huiles essentielles. En effet, 

il est possible de relier la production des sesquiterpènes hydrocarbonés au pH et à la 

composition élémentaire du sol sur lequel le végétal se développe [PT3].  

 

 

Figure 11 : ACP de la représentation des échantillons d‟huiles essentielles des deux sous-

espèces scorodonia et beaticum de T. scorodonia de Corse (TSC-10) et d‟Algérie TPS (1-17). 
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D. L’APPROCHE INTERDISCIPLINAIRE 

CHIMIE/GENETIQUE 

 

I. APPORT DE LA GENETIQUE 

 

La conservation in situ permet aux plantes de se développer dans leur milieu naturel par 

la genèse de processus évolutif, source de diversité génétique, essentielle à leur capacité 

d'adaptation. Pour cette raison, la conservation in situ peut être considérée comme un système 

dynamique qui permet de préserver la capacité d‟adaptation. Sans être figée, cette diversité 

évolue en fonction des mutations et des flux de gènes (à l'intérieur et entre les populations). 

Le rôle de la recherche dans la conservation, la caractérisation et l'utilisation de la 

diversité génétique végétale est primordiale. La caractérisation détaillée de la diversité, 

dépendante ou indépendante de l'environnement, peut être obtenue grâce aux différentes 

méthodes permettant d‟analyser l'ADN. 

L‟étude de la variabilité génétique a été menée, dans une première approche, en utilisant 

le polymorphisme des zones non codantes de l‟ADN chloroplastique (ADNcp). Ce choix 

présente l‟avantage de ne considérer que la lignée maternelle, écartant, d‟une part, les 

phénomènes de recombinaison et d‟autre part, limitant les flux géniques par la faible 

dissémination des graines. Cette approche a été développée à l‟aide de deux types de 

marqueurs chloroplastiques, TRNL-TRNF et RPL32-TRNL. 

De la même sorte, et pour l‟étude de l‟ADN nucléique, un type de marqueur nucléique à 

été sélectionné, il s‟agit du marqueur ITS (ITS1 et ITS4). A noter que le choix de ces trois 

marqueurs est dicté par leur neutralité vis-à-vis des facteurs environnementaux. 

 

Comment aborder une analyse génétique des PPAM ? 

Différents types de marqueurs moléculaires ont été utilisés pour répondre à cette question 

par l‟analyse des polymorphismes, tout d'abord en utilisant des isoenzymes (technique de 

faible coût), puis par l‟analyse de l‟ADN (avec les techniques RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), ISSR (Inter-Simple 

Sequence Repeats) et séquençage…). Celles-ci permettront une large analyse des génomes et 

l'identification d‟une empreinte caractéristique de chaque espèce.  
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L‟analyse des isoenzymes est une méthode robuste et reproductible, marqueurs 

codominants, ils sont utilisables pour estimer tous les paramètres de génétique des 

populations. La limitation majeure de l‟analyse des isoenzymes est le faible nombre de 

marqueurs utilisables, du fait de l‟absence de tests biochimiques permettant leur détection. Un 

autre inconvénient des isoenzymes est leur relation avec le phénotype et donc influençables 

par les facteurs environnementaux. Les différences de développement de la plante peuvent 

ainsi affecter l‟interprétation des résultats. En revanche, les marqueurs de l‟ADN permettent 

de surmonter ces inconvénients et de distinguer différents génotypes (128). 

 

L‟AFLP est basée sur la révélation du polymorphisme de position des sites de restriction. 

Suivant le génome étudié, la taille des fragments obtenus peut varier en jouant sur la 

combinaison des enzymes de restriction. 

L‟ADN génomique est dans un premier temps hydrolysé par un couple d‟enzymes de 

restriction, à sites de reconnaissance de 6 et 4 paires de bases. Deux adaptateurs d‟une 

vingtaine de paires de bases sont ensuite flanqués aux fragments obtenus. Dans un deuxième 

temps, les fragments subissent une amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) en 

utilisant des amorces correspondant à la séquence des adaptateurs, plus 1 ou 2 bases sélectives 

arbitraires en 3‟ (vers l‟intérieur du fragment à amplifier). 

Le polymorphisme est révélé à la fois par les enzymes de restriction et les bases 

sélectives, la plupart des fragments correspondent à des positions uniques dans le génome. 

Les avantages de cette technique sont les suivants : 

- seule une faible quantité d‟ADN est nécessaire, 

- à l‟inverse de la RAPD, qui utilise des amorces arbitraires avec une faible 

température d‟hybridation pendant la PCR et conduit à des résultats peu 

reproductibles, les conditions de haute stringence en AFLP et l‟utilisation de deux 

amorces, correspondant à des adaptateurs, permettent d‟obtenir une bonne 

reproductibilité, 

- de nombreux fragments amplifiés peuvent être révélés en changeant le couple 

d‟enzymes de restriction ou les bases sélectives, 

- aucune connaissance particulière de l‟ADN génomique n‟est requise. 

 

L‟ISSR est une technique s‟appuyant sur la présence de nombreux microsatellites dans 

les génomes végétaux. Les microsatellites sont des séquences de 2 à 5 paires de bases répétées 

en tandem. 
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Le polymorphisme est déterminé par le nombre d‟unités de répétitions. La technique 

ISSR consiste à révéler en masse des microsatellites. Les amorces sont constituées d‟une 

partie d‟une séquence de microsatellite (4 à 6 répétitions selon sa taille) et d‟1 à 3 bases 

arbitraires sélectives en 3‟ ou en 5‟. L‟amplification par PCR va révéler de nombreux 

fragments flanqués de part et d‟autre du même microsatellite en orientation inversée. Le 

polymorphisme dépend ici du nombre d‟unité de répétitions ; il est très élevé pour une 

technicité et un coût faible. L‟avantage de cette technique est qu‟elle ne nécessite pas, comme 

l‟AFLP, de connaissance particulière des séquences d‟ADN et que les cibles des amorces sont 

très abondantes dans le génome des plantes (129). 

Les séquences nucléaires ITS (ITS1 et ITS4) des ARN ribosomial (ARNr) 18S, 5.8S et 

28S présentent chez les plantes un polymorphisme permettant des études phylogénétiques au 

niveau intraspécifique et interspécifique. Les gènes ribosomiaux existent en plusieurs 

centaines de copies répétées en tandem sur plusieurs chromosomes. Ces copies d‟ADNr 

évoluent le plus souvent de la même façon et accumulent donc les mêmes mutations montrant 

ainsi une séquence identique (130). 

L'analyse comparée des variations des séquences de l'ADN chloroplastique (ADNcp) est 

une méthode de plus en plus utilisée pour estimer les relations phylogénétiques chez les 

végétaux. L'analyse de certaines régions non codantes, caractérisées par des taux de mutations 

plus élevés que les régions codantes, permet d'étendre le domaine d'utilisation de l'ADNcp à 

des niveaux taxonomiques hiérarchiquement bas. L‟avantage de l‟ADNcp réside dans son 

mode de transmission uniparental permettant l‟étude phylogénétique par filiation unique. 

 

Le plus souvent la transmission de l‟ADNcp se fait par voie maternelle. Le 

polymorphisme de l‟ADNcp peut être analysé par le séquençage de zones non codantes par 

PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) et par l‟analyse de microsatellites 

(131). 

L‟étude précise de microsatellites nucléaires nécessite une bonne connaissance du 

génome et donc un immense travail en amont avec l‟établissement de cartes génétiques. Ceci 

a été réalisé pour beaucoup de végétaux présentant un intérêt économique mais pas encore 

pour les PPAM. 

Très utilisés jusqu‟à présent, les marqueurs décrits succinctement ci-dessus ne reflètent 

qu‟une partie infime du génome des plantes. A juste titre, leur interprétation pourrait être 

critiquée. L‟utilisation de gènes codants uniques, d‟origine biparentale, constituerait un 

avantage précieux dans la connaissance de la diversité génétique. L‟identification de ces 
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gènes végétaux est actuellement en plein essor comme le montre le nombre croissant de 

séquences contenues dans différentes bases de données génétiques. L‟utilisation de cette 

information permettra dans les années à venir de mieux préciser la structure, l‟évolution et les 

relations des génomes végétaux. Cette information sur l‟expression génétique constitue une 

première base pouvant, dans un proche avenir, être complétée et utilisée dans la mise en place 

de différentes actions de sélection variétale. 

Les études actuelles se sont focalisées sur les corrélations entre diversité génétique, 

structure du paysage, perturbation de l'habitat, ainsi que des rapports génétiques entre espèces 

et sous-espèces. En dehors de cet aspect scientifique, le but est également de contribuer à 

appliquer des mesures de conservation ainsi qu‟à l'établissement de programmes 

d'amélioration génétique à des fins commerciales.  

 

II. APPLICATION AU GENRE TEUCRIUM 

 

En collaboration avec l‟équipe de génétique de l‟Université de Corse, l‟étude des 

séquences génétiques, de tous les échantillons des différentes espèces de Teucrium a été 

réalisée à l‟aide de trois marqueurs : deux marqueurs chloroplastiques (TrnL-F et RPL32-

TRNL) et un marqueur nucléique (ITS). L‟analyse des séquences génétiques a donné lieu à 12 

publications dans la banque de données GenBank. Les études comparatives, ont été établies 

entre les séquences des différentes sous-espèces d‟une même espèce, notamment pour T. 

scorodonia [PT3], T. flavum [PT4] et T. polium [PT5]. Nos objectifs étaient de corréler les 

empreintes génétiques avec les compositions chimiques des H.E. de chaque Teucrium. Cette 

approche est plutôt originale et n‟est pas souvent réalisée. De nos jours, encore très peu 

d‟étude font ce type de corrélation (3, 132-135) et les résultats trouvés sont très intéressants. 

Dans le paragraphe précédant, nous avons présenté la variabilité chimique de l‟huile 

essentielle des deux sous-espèces de T. scorodonia originaires de Corse et d‟Algérie. L‟étude 

de la diversité génétique de ces 2 sous-espèces par l‟intermédiaire de trois marqueurs choisis, 

conduit à un résultat qui est en accord avec celui de la chimie. Elle renseigne sur le fait que la 

variabilité chimique des huiles essentielles étudiées dépend autant du facteur génétique que 

des facteurs environnementaux. 

En complément, il nous a semblé intéressant de présenter l‟étude de la variabilité 

chimique des huiles essentielles et de la diversité génétique de deux sous-espèces de T. flavum 

présentent un même environnement, limitant de fait l‟impact du facteur environnemental dans 

l‟éventuelle variabilité chimique de l‟huile essentielle. La Corse est le seul territoire du bassin 
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méditerranéen qui présente la particularité de posséder les deux sous-espèces flavum et 

glaucum de T. flavum. Les compositions chimiques des deux sous-espèces sont 

qualitativement semblables, elles diffèrent quantitativement par les proportions de leurs 

composés majoritaires. Pour la ssp. glaucum les majoritaires sont le limonène (21,1 - 31,8 %), 

l‟α-pinène (8,5 - 17,6 %), le β-pinène (9,7 - 12,4 %), le (Z)-β-ocimène (2,4 - 8,1 %) et le (E)-

phytol (2,4 - 5,5 %) alors que pour la ssp. flavum les majoritaires sont l‟α-pinène (19,8 - 21,5 

%), le limonène (21,9 - 22,3 %), le β-pinène (16,4 - 18,1 %) et le (Z)-β-ocimène (14,5 - 17,0 

%). L‟analyse statistique des données issues de l‟analyse chimique conduisent à considérer 

deux groupes faiblement discriminés (notés respectivement I et II) dans lesquels on retrouve 

respectivement les échantillons des sous-espèces glaucum et flavum. Par contre 

l‟établissement des séquences génétiques permet de distinguer, de manière beaucoup plus 

évidente, l‟existence de ces deux groupes avec des distances génétiques importantes entre les 

deux populations constituées des échantillons des deux sous-espèces. Par ailleurs, l‟approche 

chimie-génétique montre une corrélation directe des résultats avec la répartition géographique 

des deux sous-espèces sur le territoire insulaire. La large répartition des échantillons du 

groupe I est en accord avec la répartition de la sous-espèce glaucum et à l‟inverse la 

localisation restreinte des échantillons du groupe II est en accord la localisation restreinte des 

échantillons de la sous-espèce flavum uniquement répertoriée par les botanistes dans la région 

de Porto-Vecchio. Les résultats chimie/génétique montrent que les différences observées dans 

la composition chimiques des huiles essentielle des T. flavum ssp. glaucum et T. flavum ssp. 

flavum dépendent plus du facteur génétique que du facteur environnemental. 

 

Le troisième exemple concerne l‟espèce T. polium, connue pour être très fortement 

polymorphe [PT5]. Nous avons comparé les diversités chimiques et génétiques des espèces 

capitatum poussant en Corse et polium poussant dans l‟ouest algérien. Le polymorphisme de 

cette espèce se traduit notamment par des caractères morphologiques qui attribuent aux 

spécimens de la sous-espèce polium de l‟ouest algérien deux couleurs de fleurs que l‟on peut 

relier à une répartition géographique : on retrouve des spécimens à fleurs mauves sur le 

littoral et en montagne alors que ceux à fleurs blanches sont localisés uniquement dans la 

région montagneuse de Beni Senous. 

L‟examen des compositions chimiques des huiles essentielles deux sous-espèces au 

travers du filtre statistique (ACP, CHA) révèle l‟existence de deux groupes (respectivement 

notés I et II) constitués respectivement par les échantillons de Corse et d‟Algérie. Signalons, 

qu‟au sein des échantillons algériens, deux sous-groupes d‟échantillons (IIa et IIb) avec des 
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compositions chimiques différentes se distinguent. Les composés majoritaires de la sous-

espèce capitatum de Corse (groupe I) sont l‟-pinène (20,2-28,5 %), le -pinène (8,1-10,1 

%), l‟-thujène (6,1-10,3 %), le terpinèn-4-ol (5,1-6,3%), le limonène (4,2-5,9 %), le sabinène 

(3,7-5,2 %) et le p-cymène (2,6-4,7 %). Concernant la sous-espèce polium d‟Algérie, le 

groupe IIa est caractérisé par un fort taux de sesquiterpène tels le germacrène D (21,8-35,8 

%), le bicyclogermacrène (1,4-17,9 %) et le spathulénol (4,4-16,7 %), alors que le groupe IIb 

est caractérisé par une forte proportion de monoterpènes hydrocarbonés tels le -pinène (20,8-

40,5 %), le limonène (6,4-14,2 %) et le myrcène (2,4-9,1 %). Signalons que les données 

chimiques ne permettent pas d‟établir une corrélation directe entre les compositions des huiles 

essentielles, les caractères morphologiques et les paramètres environnementaux. On distingue 

dans le même sous-groupe IIb, des spécimens à fleurs mauves et blanches et des échantillons 

récoltés sur le littoral et en montagne. 

L‟établissent des séquences génétiques a permis de différencier les échantillons des deux 

sous-espèces de Corse et d‟Algérie et surtout elle confirme le regroupement d‟échantillon 

obtenu à partir des données de la chimie. On remarque une faible distance génétique entre les 

spécimens du sous-groupe IIb alors que morphologiquement ils diffèrent par la couleur de 

leurs fleurs. Cette différence peut être attribuée à une différence de la nature du sol. Dans le 

cas de T. polium deux observations sont établies : 

(i) les différences observées dans la composition chimique des huiles essentielle de T. 

polium ssp. polium de l‟ouest algérien et T. polium ssp. polium de Corse dépendent plus du 

facteur génétique, 

(ii) par contre les différences observées dans les compositions chimiques des échantillons 

de la sous-espèce polium récoltés dans trois grandes zones d‟étude (littorale, montagne et 

montagne de Beni Senous) sont plus a relier à des facteurs environnementaux qu‟au facteur 

génétique [PT5]. 
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E. VALORISATION DES HUILES ESSENTIELLES : 

ACTIVITE BIOLOGIQUE 

Ce travail a été réalisé dans le cadre d‟une collaboration avec nos collègues 

microbiologistes de l‟UCPP. Il est évident que ce travail est générateur de retombées 

importantes sur le plan de la santé publique en général et sur le plan de la sécurité alimentaire, 

en particulier. 

De plus, les plantes ont de tous temps, été utilisées en médecine traditionnelle pour le 

traitement de nombreux troubles (136, 137). Avant « l‟aire synthétique » des années 1990, 

80% des médicaments étaient extraits à partir des racines, écorces et feuilles de plantes. 

Malgré le développement de la chimie de synthèse, les produits naturels restent une source 

importante de molécules biologiques actives puisque 60% des anticancéreux et 70% des anti-

infectieux usités de nos jours proviennent de produits naturels (138). Un grand nombre de 

travaux ont été menés pour identifier les principes actifs responsables des activités 

pharmacologiques des plantes communément utilisées en médecine traditionnelle.  

 

L‟étude des activités biologiques des huiles essentielles est l‟un des principaux moyens de 

valoriser commercialement ces dernières ou d‟expliquer son utilisation en médecine 

traditionnelle. Les activités biologiques les plus couramment observées sont les activités 

antibactériennes. Les deux méthodes les plus usitées pour les évaluer sont la diffusion sur gel 

et la dilution en milieu liquide (139). 

 

I. METHODE DE DIFFUSION SUR GEL 

 

Des disques de papier buvard imprégnés des matrices à tester, sont déposés à la surface 

d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche à étudier. 

Dès l'application des disques, la matrice diffuse de manière uniforme si bien que sa 

concentration est inversement proportionnelle à la distance du disque. Après incubation, les 

disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant à une absence de culture. 

Pour les tests standards, nous considérons qu‟une huile essentielle, fraction ou molécule est 

active pour une souche donnée si le diamètre d‟inhibition (D.I.) est supérieur ou égal à 15 mm 

(140). 

Cette technique est la plus couramment utilisée dans le domaine de recherche des huiles 

essentielles, elle présente l‟avantage d‟être rapide, d‟une grande simplicité à mettre en œuvre 
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et de nécessiter qu‟une faible quantité de matrice. S‟agissant des inconvénients, une huile très 

visqueuse, voire une huile qui cristallise, aura un diamètre d‟inhibition faible ou nul même si 

elle est fortement bactéricide. Cela est dû, dans ces cas à un problème de diffusion sur le gel.  

 

II. METHODE DE DILUTION EN MILIEU LIQUIDE 

 

Cette méthode consiste à mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de 

concentrations croissantes de matrice à tester, selon une progression géométrique de raison 2. 

L'inoculum bactérien est distribué de façon égale dans une série de tubes (méthode de 

macrodilution) contenant la matrice testée. Après incubation, la Concentration Minimale 

Inhibitrice (CMI) est indiquée par le tube qui contient la plus faible concentration de matrice 

où aucune croissance n'est visible. 

Pour les tests standards, nous considérons qu‟une huile essentielle, fraction ou molécule est 

active pour une souche donnée pour une CMI inférieure à 1000 µg/mL (140). 

Cette technique, complémentaire de la méthode de diffusion, donne directement la CMI 

mais, par rapport à la méthode précédente, présente l‟inconvénient d‟être grande 

consommatrice en temps d‟expérience et en quantité de matrice nécessaire. 

 

III. HUILES ESSENTIELLES DES DIFFERENTS TEUCRIUM 

 

Nous avons évalué le potentiel antibactérien des huiles essentielles des espèces du genre 

Teucrium poussant Corse : T. marum (TM), T. massiliense (TMC), T. polium subsp. 

capitatum (TP), T. flavum subsp. glaucum (TFG), T. scorodonia subsp. scorodonia (TSC) et 

T. chamaedrys (TCH). L‟objectif complémentaire est de mettre en évidence une corrélation 

entre leurs compositions chimiques et l‟effet d‟inhibiteur observé sur les souches étudiées. 

Pour cela six souches ont été sélectionnées : Staphylococcus aureus (CIP 53.156), 

Staphylococcus epidermidis (CIP 53124), Listeria innocua (CIP 80.11), Campylobacter jejuni 

(CIP 107370), Enterobacter aerogenes (CIP 60.86) et une souche multi-résistante 

Enterobacter aerogenes (EAEP289) [PT6]. 

 

Les D.I. mesurés pour des différentes huiles essentielles affichent de grandes variations 

selon l‟espèce de Teucrium étudiée mais ils restent généralement beaucoup plus faible que 

celles des antibiotiques, excepté pour C. jejuni qui est sensible aux huiles essentielles de TM, 

TMC, TP et TFG avec des D.I. supérieurs à 39 mm (vs. 42 mm pour l‟antibiotique). 
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Les mesures de CMI montrent que :  

 S. aureus est sensible aux huiles essentielles de TM, TMC, TP et TFG et 

modérément sensible aux huiles essentielles de TSC et TCH, 

 S. epidermidis est sensible aux huiles essentielles de TMC et TFG. Cette souche 

n‟a été que modérément sensible à l‟huile essentielle de TP, et n‟est pas sensible 

aux huiles essentielles de TM, TSC et TCH, 

 L. innocua est sensible aux huiles essentielles de TMC et TFG et est modérément 

sensible aux huiles essentielles de TM, TP et TCH, par contre elle n‟est pas 

sensible à TSC, 

 La souche EAEP289 est particulièrement sensible à toutes les huiles essentielles 

des Teucrium sauf celle de TCH. Le même profil a été observé avec E. aerogenes. 

En effet toutes les huiles essentielles sont actives sur cette souche à l‟exception de 

TMC qui est modérément active, 

 Enfin l‟agent pathogène d‟origine alimentaire C. jejuni est très sensible pour les 

H.E de TP et TFG, et est aussi sensible à toutes les autres huiles essentielles. 

L‟activité d‟une huile essentielle est directement liée à sa composition chimique, on 

considère que les huiles essentielles riches en composés oxygénés sont celles qui donnent les 

meilleures activités et à l‟inverse celles riches en hydrocarbonés ont une activité modérée (4). 

Une analyse statistique menée sur les données des compositions chimiques de huiles 

essentielles a permis d‟établir l‟existence de deux groupes d‟échantillons : le premier est 

caractérisé par un fort taux de composés hydrocarbonés, on trouve les huiles essentielles de 

TFG, TP, TCH et TSC et le second est caractérisé par un fort taux de composés oxygénés 

caractéristique des huiles essentielles de TMC et TM. 

Dans le but de corréler la composition chimique des huiles essentielles et l‟activité 

enregistrée sur les différentes souches, l‟analyse statistique réalisée en intégrant les données 

de la microbiologie a permis de distinguer deux groupes : le premier inclus les échantillons de 

TSC, TCH et TM qui sont modérément actives voir pas actives sur la plupart des souches 

étudiées et le deuxième inclus les échantillons de TMC, TP et TFG qui semblent être actives 

sur toutes les souches. On remarque que ce classement ne confirme pas la relation composés 

oxygénés/forte activité puisque les huiles essentielles de TP et TFG sont très riches en 

composés hydrocarbonés et malgré ça elles donnent de très bonnes activités et à l‟inverse 

l‟huile essentielle de TM est riche en composés oxygénés mais elle ne donne pas une bonne 
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activité. Cela peut s‟expliquer par la nature des composés oxygénés minoritaires qui 

contribuent à l‟activité du mélange [PT6]. 

 

L‟enjeu majeur de la recherche des principes actifs présents dans les huiles essentielles, a 

pour objectif la compréhension des mécanismes d‟action des ces principes actifs afin de lutter 

contre les multi-résistances que développent les micro-organismes. Un des phénomènes mis 

en jeu par les micro-organismes pour développer cette résistance aux antibiotiques est le 

mécanisme d‟efflux à travers de la membrane cellulaire afin de rejeter l‟antibiotique à 

l‟extérieur et se protéger de ce dernier (145). Un travail en cours de réalisation, engagé avec 

nos collègues microbiologistes de l‟UCPP met en évidence la présence de molécules 

susceptibles d‟inhiber l‟action des pompes à efflux d‟Enterobacter aerogenes, important 

pathogène résistant aux antibiotiques et aux antiseptiques, dans l‟hydrolat de Teucrium 

marum de Corse. La séparation et l‟identification des molécules responsables de cette activité 

est en cours de réalisation. 
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F. CONCLUSIONS 

 

La richesse de la flore de Corse et de l‟ouest algérien n‟est plus à démontrer. Le bassin 

méditerranéen est l‟un des « points chauds » ou hotspot dans lesquels se trouve concentrée la 

biodiversité. A l‟instar des autres zones rouges régionales, ces deux régions sont caractérisées 

par une richesse spécifique, un taux d‟endémisme élevé mais aussi par des menaces 

anthropiques fortes et en augmentation rapide. 

Ce travail de thèse repose sur l‟étude des huiles essentielles et des fractions volatiles de 9 

espèces et sous-espèces du genre Teucrium: Teucrium marum, Teucrium massiliense, 

Teucrium chamaedrys, Teucrium scorodonia subsp. scorodonia, Teucrium scorodonia ssp. 

baeticum, Teucrium polium subsp. capitatum, Teucrium polium ssp. polium, Teucrium flavum 

subsp. glaucum, Teucrium flavum subsp. flavum. Notre objectif est de contribuer à 

l‟amélioration des connaissances des ressources naturelles issues de la biomasse végétale en 

fournissant des informations scientifiques objectives. Ce travail de thèse a été l‟occasion de 

développer un travail méthodologique et appliqué totalement complémentaire : 

 Aspect méthodologique :(i) optimiser la méthodologie d‟analyse du laboratoire tant au 

niveau de la préparation des échantillons que de l‟analyse de leurs constituants et 

enrichir les bases de données et les bibliothèques scientifiques en molécules, (ii) de 

développer une interdisciplinarité d‟étude Chimique/Génétique, en établissant une 

corrélation entre les diversités chimiques des huiles essentielles et génétiques des 

espèces végétales étudiées, 

 Au niveau appliqué : (i) de permettre la diversification des sources de produits naturels 

susceptibles d‟être valorisés afin d‟élargir les gammes commerciales à travers l‟étude 

de leur spécificité et de la biodiversité, (ii) apporter une dimension supplémentaire à la 

valorisation des huiles essentielles par l‟étude de leur activité biologique. 

 

L‟étude menée sur T. massiliense a confirmé l‟intérêt de mettre en œuvre la MEPS en 

tant que méthode d‟extraction simple et rapide pour accéder aux composés volatils d‟une 

plante produisant peu ou pas d‟huile essentielle. Cette méthode permet d‟obtenir à partir 

d‟une très faible quantité de matière végétale, l‟empreinte volatile d‟une plante dont la 

composition est proche de celle de l‟huile essentielle. Le travail mené sur les composés de T. 

marum met en défaut cette observation puisque les deux mélanges de volatils (l‟huile 

essentielle et la fraction volatile) diffèrent dans ce cas fortement. Ce travail a permis de 
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signaler la vraisemblable transformation du dolichodial au cours de l‟hydrodistillation et donc 

l‟importance de la maitrise de l‟étape de préparation des échantillons. 

 

Parallèlement, signalons la présence de l‟acétate de 6-méthyl-3-heptyle, composé 

majoritaire de l‟huile essentielle de T. massiliense, décrit pour la première fois comme 

composé naturel et l‟identification du (3E, 6E, 10E)-α-springène, diterpène hydrocarboné de 

l‟huile essentielle de T. marum est décrit pour la première fois dans le genre Teucrium. 

L‟identification de ces deux composés absents de nos bibliothèques de spectres a été réalisée 

par combinaison des techniques, CPG, CPG/SM, RMN du carbone-13 et synthèse. 

 

De manière plus originale, nous avons développé une approche interdisciplinaire 

chimie/génétique qui a permis d‟évaluer la diversité chimique des huiles essentielles et la 

génétique d‟une partie du génome de T. scorodonia, T. flavum et T. polium. Nous avons mis 

en évidence que selon le cas, la production des métabolites secondaires peut être influencée 

par des facteurs environnementaux mais plus souvent liée à la diversité génétique du végétal. 

 

Enfin, les huiles essentielles des différentes espèces du genre Teucrium ont fait l‟objet 

d‟un criblage biologique. Les tests ont été menés sur des microorganismes impliqués dans des 

infections nosocomiales et alimentaires. Une corrélation composition chimique des huiles 

essentielles/activité biologique a été discutée, les résultats ont démontré le potentiel 

intéressant des huiles essentielles de Teucrium sur plusieurs pathogènes alimentaires. 
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[PT6] : Teucrium activités biologiques 

Djabou, N., Guinoiseau, E., Giuliani, M.C., Andreani, S., Lorenzi, V., Bolla, J.M., Costa, J., 

Berti, L., Luciani, A., Muselli, A. “Phytochemical composition and antibacterial activity of 

Teucrium essential oils from Corsica” Food Chemistry, 2012. 
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 ملخـــص
إن ثــــراء المـحــٌـط الـنــبــاتً بــجــزٌـــرة كــورســٌــكــا و كــذلك مـنـطــقــة الــغـرب الــجــزائـــري غــنــً 

 .عـن الـــتــعـرٌــف
الأمــاكــن الـســاخــنــة الـذي ٌــتــواجــد فـٌــه مـخـتـلـف إن حــوض بـحــر الأبـٌـض الـمـتــوسـط ٌـعـتـبـر مـن 

الـنـبــاتــات ذات ثــــراء خـــاص ودائـــم، غــٌــر أنـــه مــهـــدد بالإنــقــداد الـنــاتـج عـن عــدة عــوامــل مـنـهــا 
 .تـمــرالأخــطار الـخــارجٌــة عـن الـمـحـٌـط و الـذي هــو فً تــزاٌــد مـسـ

إن الــزٌـــوت الــهــامــة مـنـتــوج ذات جــودة عــالـٌــة مــستـعـملـة فً إطــار إنـتــاج الـعـطـور، وأدوات الـتـجـمـٌـل و 
 .الـزٌـنـة و كــذلك فً التــغـدٌــة الـزراعــٌـة و ذلك فً مـجــال الـصٌـدلـة

ـون مــن الـعـشــرات بل الـمئــات الـتـراكٌـب عـامــة تـربـٌـنٌــك مــوجــودة هــً مـشــكــلــة مـثل خـلـٌـط مـعـقـد و مـكــ
 .بـكـمـٌـة غٌـر مــسـتقـــرة

ر إن إنـتــاج الــزٌـــوت الـهـامــة، رقـــابــة الــجــودة تــبـرهــن عــلى مــدى إسـتـعـــمــال الأدوات الـعـامة فً تـحـضـٌــ
 .لٌلٌــةبـطرق حـضـرٌــة ة تـحـ

)teucrium هــذا الـعـمـل ٌـدخــل فً إطــار دراســـة الــزٌـــوت الـهــامــة و أجــنــاس مـن نــوع  الـمــوجـــودة فً  

.كــورسـٌــكـا و كــذلـك غــرب الـجــزائـــري) جــزٌـــرة  
ـخــاصـة ٌالثــروة النـبــاتـٌــة الـمـوجــودة فً  إن هـــدفــنــا هــو الـمـســاهــمــة فـً تـطــوٌــر المــعـلــومــات ال

 الغــطـاء الـنــبـــاتً بـطرٌـقـــة عــلـمــٌــة حـــدٌــثـــة و فــعــــالـــة
. النشاطات البٌولوجٌة –الشفرة الجٌنٌة  –الزٌوت الهامة  –توكرٌٌوم : الكلمات المفتاحية   

 

Résumé 

La richesse de la flore de Corse et de l‟ouest algérien n‟est plus à démontrer. Le bassin méditerranéen est l‟un 

des « points chauds » ou hotspot dans lesquels se trouve concentrée la biodiversité. A l‟instar des autres zones 

rouges régionales, ces deux régions sont caractérisées par une richesse spécifique, un taux d‟endémisme élevé 

mais aussi par des menaces anthropiques fortes et en augmentation rapide. 

Les huiles essentielles sont des produits à forte valeur ajoutée utilisées dans des domaines aussi divers que la 

parfumerie, les cosmétiques, l‟agro-alimentaire ou encore l‟aromathérapie et la pharmacie. Elles se présentent sous 

forme de mélanges complexes de plusieurs dizaines voire de plusieurs centaines de composés en général 

terpéniques présents dans des proportions variables. La production et la caractérisation des huiles essentielles, le 

contrôle de leur qualité tout autant que la mise en évidence d'une éventuelle spécificité nécessite la mise en œuvre 

des méthodes de préparation et d'analyses les plus modernes.  

Ce travail de thèse repose sur l‟étude des huiles essentielles et des fractions volatiles de 9 espèces et sous-

espèces du genre Teucrium, poussant en Corse et à l‟ouest algérien.Notre objectif est de contribuer à 

l‟amélioration des connaissances des ressources naturelles issues de la biomasse végétale en fournissant des 

informations scientifiques objectives. Ce travail de thèse a été l‟occasion de développer un travail méthodologique 

et appliqué totalement complémentaire. Ainsi trois grands volets ont été développés : Le principal volet est 

chimique, il concerne la caractérisation des compositions chimiques des huiles essentielles, les deux autres volets 

sont totalement complémentaires : (i) un volet génétique dont le but est d‟établir les séquences génétiques des 

plantes étudiées et examiner l‟impact du patrimoine génétique sur la production de métabolites secondaires (ii) un 

volet microbiologique basé sur la mise en évidence d‟activités antimicrobiennes des huiles essentielles étudiées. 

Mots clefs : Teucrium, Huiles essentielles, Diversité génétique, Activités biologiques 

 

Abstract 

Corsican and western Algerian flora is rich and well known. The Mediterranean basin is one of the 

Hotspot where biodiversity is concentrated. Like other regional red areas, these two regions are characterized by 

high richness endemism but also by strong anthropogenic threats growing rapidly. 

Essential oils are high value added products used in fields as diverse as perfumes, cosmetics, food 

processing or aromatherapy and pharmaceuticals. It is present generally in the form of complex mixture of several 

tens or even hundreds of terpene compounds in variable proportions. Production and characterization of essential 

oils, the quality control as well as the identification of a possible specificity requires the implementation of modern 

methods of preparation and analyzes. 

This work is based on the study of essential oils and volatile part of nine species and subspecies of 

Teucrium genius, growing in Corsica and western Algeria. The aim of this work is to contribute to improve 

knowledge of natural resources from plant biomass by providing objective scientific information. Three major 

axes have been developed: the main stand concerns the characterization of chemical compositions of essential oils; 

the other two stands are fully complementary: (i) a genetic axe that aims to establish the genetic sequence of 

Teucrium plants and examine the impact of the genetic information to production of secondary metabolites (ii) a 

microbiological demonstration based to antibacterial activity of essential oils studied. 

Keywords: Teucrium, Essential oils, Genetic diversity, biological activities. 


