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Introduction




Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que les plantes ont
toujours occupées une place importante dans la vie quotidienne. Plus particulierement dans les
domaines de la santé, les plantes ont connu un réel intérét qui s’est perpétué au fil du temps en

donnant naissance a la médecine actuelle.

Les plantes médicinales sont une source incontournable et inépuisable de composés
biologiquement actifs. L atout principal des PAM (Plante Aromatique et Médicinale) consiste
dans le fait qu’elles sont utilisées pour le traitement de diverses pathologies que ce soit sous
forme directe (infusions ou macérations) ou indirecte (extraction d’actifs). Cette polyvalence
est a I’origine de la tendance actuelle visant a leur valorisation économique. L’effort de
recherche porte sur la caractérisation chimique et biologique de métabolites secondaires
contenus dans des extraits aux solvants ou des huiles essentielles qui seront, demain, les

agents actifs susceptibles de faire aboutir un nouveau médicament.

L’intérét croissant aux plantes aromatiques et médicinales a fait naitre un marché
fructueux qui génére des revenus énormes a I’échelle mondiale. Ainsi, les industries du
secteur médical utilisant des PAM connaissent un succes grandissant, et elles ont vu leur
activité augmenter de facon exponentielle au cours de deux derniéres déecennies. Un rapport
récent émanant du CIHEAM et de FranceAgriMer portant sur I’évolution du marché mondial
des plantes aromatiques et médicinales, montre que ce dernier est en augmentation réguliére
avec un taux de croissance annuel de 8% en volume et de 11% en valeur pour la période
1988-2014. En volume, le marché est passé de 200 000 tonnes a plus de 600 000 tonnes et un
chiffre d’affaires de moins d’un milliard en 1988 a plus de trois milliards de dollars en 2014.
Rappelons que ce montant ne porte que sur les plantes et parties de plantes. Si I’on y ajoute la
valeur des huiles essentielles le marché est estimé en valeur a plus de quatre milliards de
dollars en 2014 d’apres la source Comtrade. On obtient alors un marché mondial d’une valeur

de pres de 8 milliards de dollars en 2014 pour ces deux catégories de produits seulement [1].

Constituant I’un des points chauds de la biodiversité mondiale, I’Algérie posséde un
capital floristique tout a fait remarquable a I’échelle de la planéte. Sa flore compte 3139
especes reparties dans pres de 150 familles botaniques parmi lesquelles 653 especes sont

endemiques soit un taux d’endémisme d’environ 12,6%.

CIHEAM : Centre International des Hautes Etudes Agronomiques Méditerranéennes.
FranceAgriMer : L’Etablissement National des Produits de I'Agriculture et de la Mer.
Comtrade : Données internationales des Nations Unies.




Cependant, la problématique majeure émergeante aujourd’hui vise la valorisation de la
richesse biologique qui reste a ce jour quasiment inexistante. Comme en atteste le rapport cité
supra : « L’Algérie quant a elle est totalement absente de la scéne internationale des échanges
de plantes aromatiques et medicinales ». Par contre le taux d’importation dans ce secteur ne
cesse d’augmenter. D’apres le Centre National de I’Informatique et Statistique (CNIS) affilie
aux douanes algériennes, une hausse de 17% en volume et 73% en valeur a été notée pour la
seule année 2013. La progression économique est impressionnante, puisque le secteur
représentait pres de 1 200 000 euros a la fin de I’année 2014 contre 694 000 euros a la méme
période de comparaison I’annee précédente. En volume, cette facture correspond a des
importations qui ont atteint 534 tonnes contre 456 tonnes & la méme période de I’année
précédente.

Il est, me semble-t-il grand temps d’adopter une politique mieux adaptée et
responsable qui s’appuie sur un travail collaboratif entre tous les acteurs de ce secteur
permettant une gestion coordonnée des ressources naturelles et le lancement de nouvelles
productions a haute valeur ajoutée qui peuvent intéresser le marché extérieur et ainsi générer
des revenus importants au pays.

Cette politique de valorisation doit étre initiée par les scientifiques et les laboratoires
de recherche. Ils constituent le premier maillon de la chaine d’industrialisation des PAM. A

leur niveau plusieurs taches peuvent étre effectuées, parmi elles :

= Transformer le savoir-faire traditionnel en une connaissance scientifique confirmée et
validée par des expérimentations rigoureuses en laboratoire de recherche.

= Réaliser des bases de données pour repertorier les différentes plantes et leur
distribution spatiale.

= Rechercher des débouchées d’exploitation pour certaines espéces dont I’offre est
supérieure a la demande en exploitant judicieusement la flore spontanée et en
procédant a la culture intensive des especes locales.

= Maitriser les techniques culturales de la récolte, du conditionnement et de la
commercialisation des espéces connues déja existantes.

= Vulgariser les techniques culturales déja maitrisées par I’intermédiaire des stations
experimentales.

= Transférer le savoir des chercheurs qualifiés par le biais d’une offre de Formation,
(Licence professionnelle, Master, Doctorat mais aussi, séminaires, tables rondes et
stages).
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Le moyen investi par les laboratoires est celui de la recherche universitaire par la
conception, la direction et I’encadrement de projets d’application et de valorisation
d’envergure nationale voire internationale. Les laboratoires prennent en charge I’étude des
matieres premieres (huiles essentielles et extraits végétaux) ainsi que la mise en place de
protocole pour la réalisation de différents types d’activité biologique sur ces dernieres, tout en
apportant une dimension supplémentaire par la synthese et la modélisation des actifs.

Ces données concourent a encourager les investisseurs a se tourner vers I’industrie des
matieres premiéres issus des PAM, telles que les huiles essentielles, les hydrolats, les eaux
florales, les extraits et/ou les molécules pures destinées aux industries de la Chimie fine. Cette
action permet de limiter les importations et mettre en perspective une ouverture vers le
marché international dont la demande est en augmentation permanente.

C’est dans ce contexte que mon travail de these s’inscrit, il s’est réalise dans le cadre
d’une convention de cotutelle établie entre les universités de Corse et de Tlemcen. Mon
doctorat se veut une continuité des travaux inities dans le cadre d’un Partenariat Hubert
Curien « Tassili 2011-2014 » entre le laboratoire de Chimie des Produits Naturels partie
intégrante de I’'UMR-CNRS 6134 SPE de I’Université de Corse (Corte, France) et le
Laboratoire des Substances Naturelles et BlOactives (LASNABIO) de I’Université de
Tlemcen (Algérie) et visant la caractérisation et la valorisation des PAM d’Algérie. Mon
travail s’intéresse a la caractérisation chimique et I’évaluation des activités biologiques des
métabolites secondaires contenus dans trois espéces du genre Eryngium (E. triquetrum, E.
campestre et E. subs mauritanicum) poussant a I’état spontané dans I’Ouest Algeérien. Les
especes qui font I’objet de notre étude ont été sélectionnées sur la base des données de la
littérature qui montrent la faiblesse d’informations relatives aux especes locales et qui

présentent le genre Eryngium comme un reservoir de molécules actives a un grand potentiel.

Le volet chimique de mon travail consiste en I’étude de la composition chimique des
huiles essentielles de trois especes du genre Eryngium. Les huiles essentielles ont été obtenues
a partir de plantes provenant de plusieurs zones d’échantillonnage ; leurs compositions
chimiques ont été étudiées a I’aide de techniques chromatographiques et spectroscopiques
modernes. A partir des compositions chimiques des huiles essentielles de chaque espéce, une
étude de variabilité réalisée a I’aide d’outils statistique, a été menée afin d’identifier les
facteurs environnementaux responsables de la diversité chimique. Le volet biologique
développé dans notre travail s’intéresse a la découverte de champs d’applications pour les
différentes matrices (huiles essentielles, extraits, substances isolées). Ainsi, I’évaluation des
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activités antioxydante et antimicrobienne a été réalisée dans le but de découvrir des
médicaments « verts » et des actifs pour le domaine de la cosmétique. Ces travaux ont été
réalisés au sein des laboratoires CPN (Universite de Corse), LASNABIO et COSNA

(Université de Tlemcen) et le Laboratoire de pharmacognosie (Université de Louvain).

Cet ouvrage s’organise autour de 3 parties présentant successivement une étude
bibliographique, la caractérisation chimique, et I’évaluation biologique des composeés volatils
des trois especes du genre Eryngium d’Algérie.

La partie A est consacrée a I’état de I’art, il concerne les descriptions botaniques et
ethnobotaniques des espéces du genre Eryngium et en particulier des 3 espéces qui font I’objet
de notre étude, i.e., E. triquetrum, E. campestre et E. tricuspidatum subsp. mauritanicum. Par
la suite, nous présentons une synthése des travaux publiés dans la littérature sur les différents
composés et familles chimiques contenus dans les especes du genre Eryngium. Dans un
deuxiéme temps, nous explicitons les méthodes de préparation des huiles essentielles et les
moyens d’analyse appropriés pour la caractérisation de leurs constituants. Ainsi, nous
exposons la méthodologie développée par le laboratoire CPN pour I’analyse des composés
volatils. Il s’ensuit un paragraphe explicite sur I’intérét du fractionnement et de I’outil
statistique dans I’étude des huiles essentielles. Nous nous intéressons aux proprietés
biologiques des especes Eryngium rapportées dans la littérature et nous terminons par une
description de la séquence analytique développée pour mener a bien nos travaux de these.

La partie B expose les compositions chimiques des huiles essentielles (Parties aériennes,
organes séparés et suivi végétatif) relatives aux trois especes sélectionnées. Les résultats sont
présentés dans trois parties distinctes. Nous décrivons les stratégies analytiques basées sur
I’utilisation de techniques d’analyses complémentaires pour assurer I’identification de
composés absents des bibliotheques de références. Enfin nous étudions la variabilité chimique
des échantillons des huiles essentielles.

La partie C est consacrée a I’évaluation des activités biologiques des différentes matrices
étudiées.

En fin de manuscrit est présentée la partie expérimentale qui reprend les méthodes de
préparation des huiles essentielles et des extraits aux solvants ainsi que les conditions
experimentales des diverses analyses.

En annexe, sont donnés de nombreux éléments intéressants mais qui, a notre sens,

auraient rendu la lecture moins aisée s’ils avaient été insérés dans le manuscrit.
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Partie A

Etude bibliographique




I. Données phytochimiques sur le genre Eryngium

I.1. Descriptions botanique et ethnobotanique du genre Eryngium

Le genre Eryngium appartient a la grande famille des Apiaceae (Synonyme
Ombelliferes) qui comprend 420 genres et prés de 3 000 espéces de plantes dicotylédones
distribuées dans les régions tempérées du globe. C’est une famille relativement homogéne,
caractérisée notamment par son inflorescence de type ombelle. Plusieurs especes du genre
Eryngium fournissent des condiments appréciés comme la carotte, la coriandre, le fenouil et
certaines sont toxiques comme la grande cigué [2].

Avec plus de 250 especes le genre Eryngium L (sous famille Saniculoideae), est le
plus vaste de la famille des Apiaceae sur le plan taxonomique. Les études morphologiques
distinguent cing sous-genres : Eryngium, Monocotyloidea, Fruticosa, Semiaquatica et
Foetida. Le sous-genre Eryngium est le plus commun en Europe, Afrique et Asie, tandis que
les autres sous-genres sont largement répandus en Australie [3], [4]. Néanmoins une analyse
infra-génétique réalisée a partir des données séquentielles d’ADN chloroplastique et
ribosomique nucléaire, a réduit cette classification aux seuls sous-genres Eryngium et
Monocotyloidea [5]. Les espéces du genre Eryngium sont inégalement réparties entre et dans
les hémispheres Est et Ouest: deux centres de diversité sont reconnus dans chaque
hémisphére : I’Ameérique du sud dans I’hémisphére Ouest et, I’ouest de la Méditerranée et
sud-ouest de I’Asie dans I’hémisphere Est. Environ les deux tiers des espéces sont distribuées

dans I’hémisphére Ouest. [6].

Les espéces du genre Eryngium sont des plantes annuelles, bisannuelles ou vivaces,
glabres, épineuses et souvent de teinte verte glauque, bleutée ou violacée a maturité. Elles
possedent des tiges de 5 a 100 cm naissant au cceur de la souche souvent fibreuse et des
feuilles basales, a ramification sympodiale, chague embranchement est terminé par une

inflorescence [7].

Eryngium triquetrum Vahl. est une plante vivace, épineuse, vert glaugue a la base,
bleu-azuré ou améthyste a I’apex, d’une hauteur de 15 a 50 cm, a racines noires et épaisses.
Ces tiges sont rigides, épaisses, tres ramifiées et trés feuillées a rameaux triquétres. Les

feuilles basales en rosette sont coriaces et épineuses. Les inflorescences sont de couleur bleu
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clair, a nombreux pseudocapitules. Les bractées florales semi globuleuses sont plus courtes ou

tout au plus de taille égale aux fleurs [8].

FrinGgium triguetrum
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Figure 1. Eryngium triquetrum Vahl [8].

Eryngium campestre aussi connue sous le nom chardon champétre ou panicaut
champétre, est une plante vivace d’un vert blanchatre, trés épineuse, a souche épaisse. Il s’agit
d’une plante d’une hauteur de 50 a 60 cm qui affectionne les champs incultes, les bords des
chemins et les plaines. La tige est dressée et tres ramifiée. Les inflorescences sont des
ombelles arrondies, entourées d’un involucre blanchatre a 5 ou a 6 bractées et ressemblant &

des capitules. La racine persistante est trés longue (jusqu’a 5 m) et émet de nombreux rejets.




Figure 2. Eryngium campestre [8]

Eryngium tricuspidatum ssp. mauritanicum appelée aussi Eryngium mauritanicum est
une plante endémique du nord-ouest de I’ Afrique plus exactement d’Algérie et du Maroc. Il
s’agit d’une plante vivace, gracile, verte, épineuse, d’une hauteur de 15-90 cm, possédant des
racines épaisses et noires. C’est une plante tres rare qui se présente sous forme de pieds
possédant une tige unique, ces pieds se regroupent en nombre de 5 a 10 par zone. Elle differe
de la sous-espece tricuspidatum par des feuilles caulinaires palmatipartites, plus ou moins
amplexicaules a la base, a lobes larges de 3-6 mm et trinerviés, ainsi que par des bractées plus

larges (2-3,5 mm).




Figure 3. Eryngium tricuspidatum ssp. Mauritanicum [9]

Certaines especes du genre Eryngium ont un usage culinaire [10], [11]. Les graines
d’Eryngium foetidum sont utilisées comme substitut de la coriandre en tant que condiment
[12], les fruits sont couramment consommés au Nigeria [13]. Les feuilles d’E. caucasicum
sont largement utilisées comme condiments en substitution des cornichons, dans la partie nord
de I’lran [14]. Plusieurs espéces d’Eryngium sont couramment utilisées comme plantes
d’ornement y compris pour la confection de bouquets floraux du fait de leur forme et/ou
couleur attraiyantes : E. bourgatii couleur améthyste, E. alpinium variété « Blue star » d’un
bleu profond, E. pandanifolium pouvant atteindre 3 metres de hauteur ou encore E. giganteum
et E. planum appréciées pour la vivacité de leur couleur bleutée et leur caractére rustique ne
nécessitant que peu d’entretien.
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En médecine traditionnelle, de nombreuses espéces d’Eryngium ont été utilisées pour
le traitement de plusieurs maladies humaines telles que I’cedeme, la sinusite, les infections
urinaires, les inflammations mais aussi pour les morsures de serpents ou les piqgdres de
scorpions [14-17]. Il est rapporté que E. creticum a été utilisée comme plante
hypoglycémiante en Jordanie [18]. E. caucasicum est I’une des plantes les plus consommeées
dans la partie nord de I’Iran en raison de ses multiples effets bénéfiques sur la santé humaine
[19-22], tandis que E. elegans Cham. & Schitdl a été utilisée comme agent diurétique en
Argentine [23]. En Turquie, certaines especes du genre Eryngium consommées a I’état frais,
sont utilisées contre I’infertilité et comme cicatrisant [24][25]. L’infusion des parties
aériennes et des racines de E. maritimum est utilisée fréquemment comme antitussif,
diurétique, apeéritif, stimulant et aphrodisiaque [26]. En Italie, E. amethystimum connue sous
le nom de « calcatreppola ametistina » est employée pour ses propriétés diurétiques, laxatives
et digestives, elle est indiquée aussi pour les traitements des maux urinaires, de I’cedéme et
I’acidose [27]. Enfin, une préparation a base de miel et d’E. ilicifolium Lamke est
recommandée dans le traitement des angines [28].

E. campestre est connue en Turquie sous le nom « Bo “gadikeni », ou elle est largement
répandue. L’infusion de ses parties aériennes et de ses racines est utilisée comme antitussif,
stimulant, apéritif et diurétique [24]. L’extrait aqueux de ses racines est utilisé par voie orale
et appliqgué comme un cataplasme contre les pigdres des scorpions [16]. Enfin, E. campestre
est aussi recommandée comme un remeéde contre les inflammations des reins et des voies

urinaires et contre les cedémes [29].

1.2. Les métabolites secondaires du genre Eryngium

A notre connaissance, le genre Eryngium a fait I’objet d’'un nombre important de
travaux phytochimiques et sa grande richesse en composés biologiqguement actifs est
régulierement reportee. Les parties aeriennes des especes du genre Eryngium sont connues
pour contenir principalement des mono- et des sesquiterpénes, des flavonoides et des
saponines, tandis que les racines contiennent des composés acétyléniques, des mono- et des
sesquiterpénes ainsi que des monoterpénes glycosides et des triterpenes saponines, des
polyphénols (flavonoides, acides phénoliques), des coumarines et des oligosaccharides [30].

La figure 4 (a voir page 16) présente quelques composés caractéristiques des
squelettes les plus fréguemment rencontrés dans les huiles essentielles et/ou les extraits du

genre Eryngium.
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1.2.1. Principaux métabolites secondaires identifiés dans les extraits aux solvants
a. Les triterpénes saponines

Le genre Eryngium est connu comme une source de triterpénes saponines. On
dénombre plus d’une trentaine de composes de cette classe, principalement des triterpénoides
de type oléanane hydroxylés tels que Eryngiumgenine A (Figure 4). On retrouve également
d’autres formes, telles la camélagenine A, I’érynginol A et B, I’acide bétulinique, I’acide
oléanolique et la stéganogénine possédant des chaines de glucose, d’acide glucuronique, de
rhamnose, de xylose, de galactose et d’arabinose. Une étude phytochimique menée par Zhang
et coll sur E. yuccifolium a permis la caractérisation de douze nouveaux triterpénoides
saponines polyhydroxylés nommés éryngiosides A-L et deux autres déja décrits dans la méme
espece [31]. On dénombre également cing nouveaux triterpénoides saponines isolés a partir
des racines d’E. campestre [32], [33]. Deux autres nouveaux oléananes saponines
polyhydroxylés nommés éryngioside M et N ont été identifiés dans les racines d’E.
yuccifolium en compagnie de quinze triterpénoides [34]. Deux nouveaux triterpénes saponines
ont été retrouvés dans les racines d’E. kotschi Boiss, une espece endémique de Turquie [35].
D’autres études réalisées sur les racines d’E. planum, ont conduit a I’isolement de trois

nouveaux saponines triterpéniques de type barrigenol [36].

b. Les flavonoides

Les investigations chimiques sur les parties aériennes d’E. campestre ont conduit a la
caractérisation d’un  nouveau flavonol nommé le kaempferol-3-O-B-D-(2’-Z-p-
coumaroylglucoside) (Figure 4) identifé en compagnie de dix autres flavonols [37], [38]. Un
nouveau dérivé du kaemperol, le kaempferol-3-O-(6-O-B-D-glucopyranosyl)-p-D-
galactopyranoside a été identifié dans I’espéce E. planum [39]. A I’aide d’un couplage
UHPLC-ESI-QTOF-MS, une étude a permis I’identification et la quantification d’un certain
nombre de flavonols et de dérivés de flavanone dans E. bourgatii Gouan [40]. Hawas et coll.
[41], ont isolés 11 flavonoides glycosides dans les parties aériennes d’E. campestre. Dans une
étude plus récente réalisée par Khalfallah et coll. [42], cinq flavonoides ont été caractérisés

dans les parties aériennes d’E. triquetrum Vahl.

C. Les coumarines
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Sticher & Erdelmeier [43] ont été les premiers a rapporter la caractérisation de dérivés
de la coumarine a partir d’E. campestre (Benzoate d’aegelinol. Figure 4). Par la suite, Pinar et
coll [44] ont identifié le tiglate de marmesine dans E. ilicifolium.

d. Les acides phénoliques

Les investigations phytochimiques menées sur les racines d’E. alpinum ont conduit a
la caractérisation de I’acide chlorogénique, de I’acide R-(+)-rosmarinique (Figure 4) et de
I’acide R-(+)-3’-O-B-D-glucopyranosyl rosmarinique par la combinaison de deux méthodes
chromatographiques CLMP (Chromatographie liquide moyenne Pression) et CLHP [45]. En
outre, la présence récurrente des acides rosmarinique et de ses dérivés dans plusieurs especes
du genre Eryngium permet de suggérer une classification chimiotaxonomique sur la base de
ces composés [30]. On note également I’identification de deux nouveaux acides caféiques
présents dans E. yuccifolium [31]. Des deérivés de I’acide cinnamique, de I’acide benzoique, et
d’autres acides organiques ont été identifiés dans E. bourgatti [40]. D’autres composés
comme I’acide catéchique, épicatéchique, chlorogénique, gallique et rosmarinique ont été
quantifiés dans les racines d’E. palmatum et dans E. bornmuelleri [46].

e. Les polyacétylenes

Les polyacétylenes constituent une famille caractéristique du genre Eryngium, puisque
plusieurs dizaines de composés acétyléniques ont éte isolés a partir de différentes especes de
ce genre. Ainsi en plus de la falcarinone, de la falcarinolone et du falcarinol (Figure 4), les
isomeres Z et E du 6-pentyl-2-[2-oxobutin-(3)-yliden]tétrahydropyrane ont été isolés dans les
racines et les parties aériennes d’E. bourgatti [47].Un nouveau polyacétylene, le yuccifolol
(nonadéc-1,11-adien-4,6,8-triyne-3,10-diol) a été isolé a partir de I’extrait hexanique des
parties aériennes d’E. yuccifolium [48]. L’extrait éthanolique d’E. agavifolium contient le
(8E)-heptadéc-1,8-adien-4,6-diyne-3,10-diol et les isomeéres (Z) et (E)-15-hydroxyheptadéc-
9,16-adiéne-11,13-diyn-8-one. L’étude des extraits d’E. triquetrum a permis I’identification
de deux nouveaux polyacétylénes : le triquetridiol (Figure 4) et le trans-époxytriquetrol [49].
Les polyacétylénes se retrouvent également dans les huiles essentielles du genre Eryngium ;
en particulier le falcarinol, I’un des constituants des huiles essentielles des parties aeriennes et
racines d’E. barrelieri et E. glomeratum [50], E. planum [51], E. yuccifolium [52], et E.
foetidum [53].

1

3

=



1.2.2. Principaux métabolites secondaires identifiés dans les huiles essentielles

Le genre Eryngium a fait I’objet d’une cinquantaine de publications décrivant la
composition chimique des huiles essentielles de 36 espéces, ainsi que leurs activités
biologiques. A notre connaissance, les compositions chimiques des huiles essentielles d’E.
tricuspidatum ssp. mauritanicum et E. triquetrum n’ont fait I’objet d’aucune étude, en
revanche quatre publications decrivent la composition chimique des huiles essentielles des

parties aériennes d’E. campestre.

L’huile essentielle d’E. campestre originaire d’Egypte est riche en sesquiterpénes
hydrocarbonés, les composes majoritaires sont: I’a-curcuméne (8,6%), I’a-cadinen-15-al
(23,3%), le spathulénol (10,7%) et I’acide octanoique (9,8%) [17]. Deux échantillons d’ltalie
contiennent respectivement : (i) du germacréne D (13,8%), de I’allo-aromadendréne (7,7%),
du spathulénol (7,0%), du lédol (5,7%) [54] et (ii) du germacréne D (49,5%), de I’apiol
(19,5%) et de I’a-himachalene (15,1%) [55]. Enfin, les échantillons d’huiles essentielles
provenant de différentes régions d’Espagne ont montré la présence du germacrene D (30,3-
40,3%). du p-curcumene (0,7-22,2%), du myrceéne (3,0-21,7%) et de I’(E)-B-farnéséne (0,1-
19,0%), [56]. Les auteurs suggerent que la nature du sol semble exercer une influence sur la
composition chimique des huiles essentielles et ainsi étre a I’origine d’une variabilite

chimique intra-spécifique.

Les donnees issues de la littérature démontrent I’existence d’une variabilité
interspécifique des huiles essentielles du genre Eryngium. En effet, les composes majoritaires
de I’huile essentielle d’E. amethystinum L. de la Croatie sont le B-caryophylléne (19,7 %), I’a-
bisabolol (7,9 %) et le 2,3,6-triméthylbenzaldéhyde (7,9 %) [57] alors que celle originaire
d’Italie contient du Germacrene D a plus de 50% [54].

Ainsi, sur un ensemble de 86 échantillons provenant de différentes especes et de
differentes régions du globe, il est possible d’établir une répartition des huiles essentielles des
especes du genre Eryngium en deux groupes selon la nature des constituants moléculaires
dominants : celui des composés terpéniques hydrocarbonés et celui des composés oxygénés
dominé par les sesquiterpénes et les composés non terpéniques. Tous les composés detectés

avec une abondance relative supérieure a 4% sont rapportés dans I’annexe 1.
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a. Les huiles essentielles caractérisées par des terpénes hydrocarbonés

Les huiles essentielles de 45 échantillons sur 86, rapportent des terpéenes
hydrocarbonés comme composés majoritaires. Dans 28 eéchantillons, cette classe de composés
représente plus de 50 % de la composition chimique. Des sesquiterpénes tel le germacréne D,
I’a-muuroléne et le B-sesquiphellandréne, ont été trouvés dans les huiles essentielles des
parties aeriennes d’E. amethystinum [54] L. et E. billardieri F. Delaroche [58], dans les
feuilles d’E. caucasicum Trautv [59] et dans les racines d’E. aquifolium [60]. La présence de
monoterpenes hydrocarbonés est relevée dans les huiles essentielles des parties aériennes d’E.
caeruleum M.B [61], [62], notamment du myrcéne dans les huiles essentielles des fleurs, des
tiges et des feuilles d’E. campestre [56] et de 1’a-pinene dans les inflorescences d’E.
thorifolium Boiss. [63]. De méme, un diterpene, le phyllocladéne, est présent dans les huiles
essentielles des différentes parties d’E. bourgatti Gouan [64] et E. glaciale Boiss. [65] ainsi

que dans les racines d’E. aquifolium [60] et d’E. corniculatum [66].

b. Les huiles essentielles riches en composés oxygénés

Quarante et un échantillons d’huiles essentielles sur les 86 listés dans la littérature
possédent une composition chimique dominée par des sesquiterpenes et des composés non
terpéniques oxygénés. Plus précisément, les échantillons d’huiles essentielles (17 au total)
provenant des parties aériennes d’E. campestre L. [67], E. duriaei subsp. juresianum (M.
Lainz) M. Lainz [68], E. maritimum L. [16], E. planum L. [69], E. glomeratum [50], E.
tricuspidatum L. [70], E. barrelieri Boiss [50], E. floribundum [71], des racines d’E.
glomeratum, et des tiges d’E. rostratum [72], sont dominés par la classe des sesquiterpénes
oxygenés, representée par I’y-cadinén-15-al, le spathulénol, le sesquicinéole, et I’a-bisabolol.

Les huiles essentielles des 22 autres echantillons ont des compositions chimiques dont
le composé majoritaire est un composé non terpénique oxygéné. Il s’agit souvent d’aldéhydes
linéaires comme le (E)-2-dodécénal, I’hexanal ou d’isomeéres du triméthylbenzaldéhyde. Ces
molécules se trouvent dans E. foetidum L. [54], [74]-[78], dans les parties aériennes d’E.
caeruleum M.B [78], E. creticum Lam [63] et E. corniculatum Lam [66] mais aussi dans les
racines d’E. corniculatum Lam [66], E. planum L. [51], [79], et E. barrelieri Boiss
[50].D’autres composés oxygénés non terpéniques sont présents dans ce groupe

d’échantillons :
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Des acides linaires tel I’acide-2-dodécanoique dans E. foetidum du Vietnam [53] et
I’acide n-hexadécanoique dans E. caeruleum M.B. d’lIran [78]

Des cyclohexadienes comme le 2-formyl-1,1,5-triméthylcyclo-hexa-2,5-dien-4-ol
présent dans les racines d’E. foetidum L. de Malaisie [75] et d’Inde [76].

Des polyacétylénes comme le falcarinol dans les parties aériennes d’E. yuccifolium
d’Allemagne, les racines d’E. foetidum L. du Vietnam [53] et d’E. planum L de
Pologne et du Serbie [51], [79].
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Préparation et analyse des huiles essentielles

Les huiles essentielles suscitent un intérét tout particulier pour les industries des
parfums, des cosmétiques et de I’agroalimentaire. Ces matrices volatiles sont définies comme
« des produits obtenus a partir d’une matiére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit
par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation a sec.
L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procedés physiques » [80].

Ce sont géneralement des mélanges complexes de métabolites chimiques constitués
majoritairement de composes terpéniques. Les terpenes sont construits a partir d’une ou de
plusieurs entités isopréniques, formant une famille tres diversifiée tant au niveau structural
que fonctionnel. On rencontre principalement des monoterpénes (10 atomes de carbone) et
des sesquiterpénes (15 atomes de carbone) et plus rarement des diterpénes (20 atomes de
carbone). Les constituants des huiles essentielles peuvent étre des hydrocarbures aliphatiques
ou aromatiques terpéniques ou non, des composés oxygénés terpéniques ou non, tels que les
esters, les aldéhydes, les cétones et les alcools, ou encore des composés azotés et soufrés [81].

Par ailleurs, les huiles essentielles sont des produits fragiles et trés sensibles aux
agressions extérieures. 1l a été démontré que la production et I’émission des composés volatils
d’une plante sont affectés par des facteurs extérieurs comme I’exposition, la température, le
stress hydrique ou encore la présence de polluants. L’étude de la composition chimique de ces
matrices ne s’avere donc pas chose facile, elle nécessite des appareils analytiques performants
et des méthodes adaptées capables d’identifier les composés sans causer d’altérations ou de
modifications sur leurs structures. En outre, il est indispensable de maitriser I’ensemble des
étapes de la séquence analytique, de I’échantillonnage jusqu’a la conservation dans I’objectif

d’applications futures.

11.1. Echantillonnage du matériel végétal

L’échantillonnage est une étape primordiale dans I’étude phytochimique, elle est plus
particulierement capitale pour I’étude des constituants de la fraction volatile du fait de leur
sensibilité aux facteurs environnementaux. Ces derniers peuvent influencer considérablement
la quantité mais aussi la qualité des métabolites secondaires des végétaux. Plusieurs études
ont montré I’influence du climat, de I’exposition lumineuse, des conditions édaphiques (liés a
la nature du sol) ou encore de I’état végétatif de la plante. A titre d’exemple, Figueiredo et al

[82] ont demontré que la composition chimique des huiles essentielles d’Achillea millefolium
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varie selon le stade de développement des fleurs. Cette variation s’observe au travers de la
couleur des huiles essentielles produites durant le cycle de maturité des fleurs, couleur qui
varie selon le taux de chamazulene. 1l est donc indispensable d’étre particulierement vigilant
quant a la determination botanique, a la phénologie, a la période de récolte et au recueil
d’informations relatives a I’environnement afin d’étre en mesure d’expliquer les éventuelles

variations de composition en métabolites volatils.
11.2. Préparation des huiles essentielles

Il existe dans la littérature plusieurs procedés et techniques pour I’obtention des huiles
essentielles. A [I’échelle du laboratoire les huiles essentielles sont obtenues par
hydrodistillation (Water Distillation), dans un appareil de type Clevenger [83]. La méthode
est basée sur I’existence d’un azeotrope de température d’ebullition inférieure aux points
d’ébullition de I’eau et des composés de I’huile essentielle pris separément. Ainsi, les
composés volatils et I’eau distillent simultanément a une température inférieure a 100 °C sous
pression atmosphérique normale. En conséquence, les produits volatils sont entrainés par la
vapeur d’eau sans subir d’altérations majeures [84].

Toutefois de nombreuses techniques ont été développées dans le but de limiter le
temps d’extraction, les consommations en eau et en énergie, d’augmenter le rendement
d’extraction et d’améliorer la qualité de I’huile essentielle en évitant les dégradations
thermiques et hydrolytiques. Des méthodes telles que la distillation-extraction simultanée a
I’aide d’un appareil de type Lickens-Nickerson [85], I’extraction par fluide supercritique [86]
ou encore I’extraction assistée par micro-ondes [87] ont été développées, elles ne produisent
pas d’huiles essentielles proprement dite mais elles permettent d’obtenir des « extraits »
contenant les composeés volatils d’une plante.

L’extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau est de loin la
technique la plus utilisée de nos jours. La distillation par entrainement a la vapeur d’eau
(Steam Distillation) est la méthode la plus adaptée a I’échelle industrielle. Le matériel végétal
n’est pas directement au contact avec I’eau. Il est placé sur une grille perforée au travers de
laquelle passe la vapeur d’eau. La vapeur endommage la structure des cellules végétales et
libere ainsi les molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette
méthode apporte une amélioration de la qualité de I’huile essentielle en minimisant les
altérations hydrolytiques (particulierement sur des esters) [84]. Dans le cas particulier des
agrumes (Citrus sp.), les huiles essentielles sont le plus souvent extraites de I’épicarpe par des

procédés mécaniques, on parle alors d’expression a froid. Cette méthode se fait sans
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chauffage, elle consiste a soumettre la substance végétale a une forte pression a I’aide d’une

presse hydraulique.

11.3. Analyse des huiles essentielles

Les méthodes conventionnelles pour I’identification et le dosage des composes volatils
présents dans les huiles essentielles s’appuient sur la chromatographie en phase gazeuse
associée a un détecteur a ionisation de flamme (CPG-DIF) ou la CPG couplée a la
spectrométrie de masse (CPG/SM). Ces méthodes présentent I’avantage de combiner la forte
capacité de séparation des colonnes capillaires avec la sensibilité de la spectrométrie de

masse.

11.3.1. Chromatographie en phase gazeuse

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composes
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition [88]. C’est la
technique de séparation la plus utilisée car elle permet d’effectuer I’individualisation des
constituants a partir d’échantillons de I’ordre du milligramme voire du microgramme. La
séparation a lieu dans des colonnes capillaires qui possedent un fort pouvoir de résolution
parfaitement adaptée aux mélanges complexes volatils.

Chaque constituant est caractérisé par des indices calculés a partir d’une gamme
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante (Indices de
Kovats IK) ou en programmation de température (Indices de rétention, Ir). Cependant, la
comparaison des indices de rétention avec ceux de la littérature n’est pas suffisante pour
identifier formellement un composé. Le développement de 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 [88]. La CPG est,

aujourd’hui, un outil incontournable pour I’analyse des composés volatils en mélange.

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

Le couplage en ligne de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de
masse (CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et I’analyse des différents
constituants d’un mélange complexe. Depuis 1975, les performances du couplage en ligne

n’ont cessé d’évoluer permettant de conquérir plusieurs domaines tel que I’agroalimentaire,
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I’environement (pesticides), la chimie lourde (carburants, matieres synthétiques) et la chimie
fine avec en particulier les produits naturels destinés a la parfumerie, la cosmétique et la
médecine.

Pour I’analyse des huiles essentielles, le spectrométre de masse procede selon deux
méthodes d’ionisation : I’ionisation par impact électronique (IE) et I’ionisation chimique (IC).
Dans ce dernier cas, deux modes sont distingués : L’ionisation chimique positive (ICP) et
I’ionisation chimique négative (ICN).

a. CPG/SM en mode « Impact Electronique » (CPG/SM-IE)

En mode impact électronique (IE), I’ionisation des substances sortant de la colonne
capillaire se fait par bombardement a I’aide d’un faisceau d’électrons d’énergie de 70 eV
provenant d’un filament chauffé. Les fragments ioniques positifs ainsi obtenus, dont
éventuellement I’ion moléculaire, forment le spectre de masse du composé. Les spectres de
masse ainsi obtenus sont comparés avec ceux des produits de référence contenus dans des

bibliotheques informatisées commerciales riches de plusieurs milliers de composés [89].

b. CPG/SM en mode « lonisation Chimique » (CPG/SM-IC)

Par définition, I’ionisation chimique comprend I’ensemble des réactions ions-
molécules entre les molécules de I’échantillon en phase gazeuse et les ions d’un plasma
obtenus a partir d’un gaz reactif. Cette technique a trouvé de nombreuses applications
chimiques et biochimiques dans les domaines de la chimie de I’environnement et de la
médecine.

Afin de pallier les limites analytiques du couplage CPG/SM-IE, I’ionisation chimique
a été utilisée pour I’identification des constituants des huiles essentielles. Il s’agit d’un mode
d’ionisation « plus doux » (15 eV). 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 [90]. 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
[91]. La contribution a chacune de ces réactions d’ionisation dépend de la nature de la
substance a analyser et du gaz réactant.

Le grand avantage de cette technique est sa flexibilité. En effet, en faisant varier les
conditions expérimentales, a savoir la nature du gaz réactant, la pression et la température de
la source, il est possible d’observer I’ion quasi-moléculaire des molécules [92]. La faible
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quantité d’énergie transferée lors de I’ionisation limite les fragmentations et permet ainsi une
meilleure différenciation des isomeres [90]. De plus, la sensibilit¢ de I’IC peut étre
particulierement affectée par le choix du gaz réactant, phénomene qui peut permettre de
résoudre des problemes de co-élutions observés en CPG/SM-IE lors d’analyse de mélanges

complexes [93].

La performance d’un couplage CPG/SM est trés associée a la nature de I’analyseur et
du détecteur mis en ceuvre. L’analyseur de masse le plus fréquent pour I’analyse des
composeés volatils est I’analyseur quadripdlaire qui sous I’action de champs électrique utilise
la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le rapport masse/charge (m/z) [94]. Les
détecteurs les plus courants sont les channeltrons (multiplicateurs d’électrons) et les

photomultiplicateurs qui convertissent les impacts ioniques en signaux amplifiés.

11.4. Séparation des constituants préalablement a leur identification

La séparation des constituants d’un mélange est une opération essentielle en vue de
I’identification des composés absents des bibliothéques de références. L’opération consiste a
fractionner le mélange initial afin de concentrer le constituant a identifier dans des fractions
moins complexes ou de le purifier. Différentes techniques chromatographiques telles que la
Chromatographie sur Colonne, la Chromatographie sur Couche Mince et les
Chromatographies liquides et/ou gazeuses préparatives, existent pour atteindre I’objectif de
simplification du mélange voire de purification d’un constituant. Cette opération s’est avéree
particulierement efficace pour identifier des composés minoritaires d’un mélange complexe et
ainsi améliorer le taux d’identification de la composition chimique des huiles essentielles. A
titre d’exemple, Darriet et al. [95] ont mis en ceuvre cette procédure pour identifier 88
constituants représentant pres de 94% de la composition chimique de I’huile essentielle de
chamaemelum mixtum. Le fractionnement conduit sur une colonne ouverte de silice, a permis
la purification d’une cétone aliphatique a 17 atomes de carbone dont la structure a été élucidée

pour la premiére fois a I’aide d’une combinaison de techniques spectroscopiques.

11.5. Outils statistiques

De fagon constante, les travaux de recherche actuels visant I’étude de la biodiversité
integrent I’analyse des parametres responsables de la variabilité chimique. Cette analyse

apporte une importante information en vue de valorisations futures de la biodiversité. Comme
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indiqué précédemment, la composition chimique d’une huile essentielle peut étre affectée par
de nombreux parameétres biotiques et abiotiques. Ainsi des corrélations entre la nature des
métabolites présents dans les plantes et les différents parameétres de variation (nature de
I’habitat, polymorphisme morphologique, polymorphisme génétique) permettent d’établir des
groupes d’échantillons localisés liés entre eux par des traceurs chimiques ou génétiques
communs. Pour cela on procede par traitement statistique de la matrice constituée par les
pourcentages normalisés et standardisés des constituants des mélanges volatils. Ce traitement
nécessite I’utilisation de deux outils: I’Analyse en Composante Principale (ACP) et la
Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) [96]. Les deux analyses sont les plus
fréquemment utilisées, ils permettent d’avoir une vision synthétique, des similitudes ou des
différences au sein d’un ensemble d’échantillons.

L’ACP est un outil permettant de convertir un nuage de points d’un espace multivarié
en un nuage de points dans un espace a 2 dimensions. Les points et les différentes variables de
cet espace sont projetés selon les 2 axes perpendiculaires, les plus représentatifs de I’ensemble
du nuage [97]. Concrétement, dans notre domaine d’étude, les variables sont généralement les
constituants du mélange tandis que les points sont les diverses stations de prélévement.

La CAH est une méthode d’agglomération de différents points dans un espace varié.
Tout d’abord la dissimilarité entre chaque point via des calculs de distance est établie, ensuite,
le systeme choisi agglomeére les points entre eux de fagcon itérative et aboutit a la formation de
plusieurs groupes. Les agglomeérations 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 I’importance de la dissimilarité entre
chaque rameau de I’arbre [96].

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

propositions du traitement statistique.
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Méthodologie d’analyse pour I’identification des constituants volatils
d’un mélange complexe :

Au laboratoire Chimie des Produits Naturels (CPN), une méthodologie d’analyse a été
développée en vue d’identifier les constituants d’une huile essentielle ou d’une fraction
volatile émise par une matrice d’origine végétale. La stratégie adoptée est basée sur
I’utilisation conjointe de la CPG/Ir et de la CPG/SM-IE assortie ou non d’analyses
complémentaires (figures 5 et 6).

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 composes s’effectuent par CPG/Ir. L’analyse par CPG/SM
permet d’obtenir les spectres de masse (SM-IE) des divers constituants qui, a I’aide d’un
logiciel, sont ensuite comparés a ceux répertoriés dans diverses bases de données, dont une
élaborée au laboratoire, « Ardmes » et les autres, commerciales, en éditions informatisées
[Jennings et Shibamoto [98], Joulain [99], [100], Wiley [101], Adams [89], Nist [102]].

Il est primordial de disposer d’une bibliotheque adaptée au domaine de recherche et la
plus riche possible. La bibliotheque « Arbmes » a été élaborée a partir (i) des indices de
rétention calculés sur colonnes polaire et apolaire et (ii) des spectres de masse enregistrés
dans des conditions standardisées. Cette bibliothéque construite dans les mémes conditions
opératoires que celles utilisées pour I’analyse des mélanges complexes assure une fiabilite
accrue dans I’identification. Il y a été référencé pres de 1100 composes volatils dont environ
800 molécules terpéniques. Elle a été constituée a partir de molécules disponibles dans le
commerce et enrichie continuellement par le rajout de molécules isolées a partir d’huiles
essentielles ou encore obtenues par hémi-synthése et dont les structures ont eté
rigoureusement contr6lées. Chaque proposition du logiciel de comparaison est assortie d’une
note de concordance qui reflete la validité de la structure proposée.

A ce stade, trois approches différentes (a, b, et ¢) sont envisagées :

a) Les caractéristiques du constituant (spectre de masse du constituant et indices de
rétention) correspondent a ceux d’un composé present dans la bibliotheque« Ardmes»

(figure 5). L’identification du constituant est réalisée sans ambiguité. A toute fin utile,

la similitude avec les données des bibliotheques commerciales peut étre vérifiée. Cette

démarche est systématiquement mise en ceuvre quelle que soit la nature du melange

complexe (huile essentielle, fraction volatile ou encore extrait au solvant). Dans le cas
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contraire, si les caractéristiques du constituant ne correspondent a aucune des

références d’« Ardmes », d’autres possibilités sont envisagées.

b) Pour un constituant absent des références de la bibliotheque « Arémes » et dont les
caractéristiques correspondent a celles d’un composé présent dans les bibliotheques
commerciales ou dans la littérature (figure 6). Dans ce cas, nous procédons a une
étude des fragmentations principales complétée, lorsque cela s’avere possible, par
I’analyse des spectres de masse en lonisation chimique positive et/ou négative, par une
analyse en RMN du Carbone-13 du constituant purifié par fractionnement ou encore
par une hémisynthése suivie de I’exploitation de I’analyse du compose ainsi
synthétisé. Ces vérifications faites, le composé est introduit dans la bibliotheque
« Arémes ».

c) Pour un constituant absent des références de la bibliotheque « Arémes » et dont les
caractéristiques ne correspondent pas valablement a celles d’un composé d’aucune
bibliotheque a notre disposition (figure 6). Dans ce cas deux stratégies sont
envisageables :

e soit les données spectrales de RMN du carbone-13 du composé sont décrites
dans la littérature, auquel cas le compsé est identifié sans ambiguité,

e soit les données spectrales de RMN du carbone-13 du composé ne sont pas
décrites dans la littérature, auquel cas nous n’avons d’autre ressource que le
schéema classique de purification du constituant dans I’optique d’une étude
structurale.

La RMN est la technique de choix pour la caractérisation des molécules organiques ;
elle permet I’accés a des informations concernant le squelette et la fonctionnalisation des
molécules [103]. 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 étudiés mais aussi elles proposent les valeurs de déplacements
chimiques de molécules « modéles » a partir desquelles des reconstitutions de spectres sont
possibles.

La RMN bidimensionnelle [104], conduit a des spectres de corrélation proton-proton
(COSY et NOESY) et proton-carbone (HSQC et HMBC) et permet de mettre en évidence des
interactions (directes et indirectes) entre les noyaux. Elle fournit des renseignements tres
précis sur la structure moléculaire. La sequence HSQC permet de savoir a quel carbone est lié
chaque proton (couplage 1JCH). En complément, les séquences COSY (3JHH) et HMBC
(2JCH-4JCH) autorisent la construction du squelette de la molécule. La séquence NOESY
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peut fournir de nombreuses informations sur I’orientation spatiale des protons et donc sur la

stéréochimie relative de la structure.

Figure 5. Analyses complémentaires mises en ceuvre pour I’identification des constituants

d’une huile essentielle.
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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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IV. Activités biologiques

L utilisation des plantes dans le traitement des troubles de santé est connue depuis la
plus haute antiquité. Jusque dans les années 90, 80% des remedes étaient préparés a partir de
plantes. Celles-ci restent encore aujourd’hui une source incontournable de molécules d’intérét
pouvant agir d’une maniéere efficace comme agents anticancéreux ou anti-infectieux [105].
L’étude des activites biologiques des huiles essentielles est I’un des principaux moyens de

valoriser commercialement les principes actifs issus des plantes.

V.1 Données de la littérature sur le genre Eryngium

Certaines espéces appartenant au genre Eryngium, possedent une activité
antimicrobienne contre des bactéries gram positif et gram négatif, des levures et des
champignons. Ainsi, une fraction enrichie en alcools et aldéhydes sesquiterpéniques de type
cadinane et muurolane, isolée de I’huile essentielle des parties aériennes d’E. maritimum a été
évaluée pour son activité antimicrobienne contre L. monocytogenes et E. coli par
détermination de la CMI et par la méthode des disques. Les résultats montrent un pouvoir
antimicrobien sur les deux souches avec un diameétre d’inhibition supérieur a 15 mm et une
valeur de CMI inférieur a 90 pg/ml [106]. Les fractions polaire et apolaire de I’extrait
méthanolique d’E. maritimum, ont montré une forte activité antimicrobienne contre plusieurs
souches isolées d’aliments, telles P. aeruginosa et P. fluorescens (1-2 pg/ml) [107]. Une autre
étude récente menée par Ndip et coll., a montré que I’extrait méthanolique de feuilles d’E.
foetidum posséde une activité modérée vis a vis de six souches d’Helicobacter [108]. L huile
essentielle des parties aériennes et des racines d’E. thorifolium a été testée contre neuf
souches cliniques de S. aureus résistantes a la méthicilline, les diamétres d’inhibition obtenus
sont comparables aux deux contréles d’antibiotique : I’huile d’oregano et la vancomycine
[63].

L’huile essentielle d’E. duriaei a été évaluée pour son activité antifongique contre 7
champignons dermatophytes et 5 Candida. L’huile ne possede aucune activité contre les
souches Candida par contre elle est efficace contre les champignons dermatophytes (CMI :
0.16-0.32 uL/mL). L’isocaryophyllén-14-al (16,2 %), 14-hydroxy-B-caryophylléne (13,4 %),
I’oxyde de caryophylléne (7,6 %) et I’(E)-B-caryophyllene (6,3 %), reportés en tant que

composés majoritaires, sont désignés par les auteurs comme responsables de I’activité [68].
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L’eryngiosides J et L et le saniculasaponin Ill, trois triterpenoides saponines trouves
dans E. yuccifolium, ont manifesté une bonne activité cytotoxique et une Glso qui varie entre
3,54 et 16,02 uM contre des cellules cancéreuses A-549 du poumon et des cellules normales
MRC-5. Ces composés ont également montré une véritable inhibition de la prolifération des
cellules cancéreuses PANC-1 du pancréas [34]. Les extraits méthanoliques des parties
aeriennes et des racines d’E. campestre, E. maritimum et E. kotschyi ont révélé une activité
anti-inflammatoire et antinociceptive trés prometteuses et cela sans causer des dommages
gastriques sur les rats [16]. Certaines espéces comme E. alpinum [45], E. caucasicum [22], E.

maritimum [107], E. billardieri [109] montrent une forte activité antioxydante.

D’autres activités biologiques plus spécifiques ont été réalisées sur les especes
d’Eryngium, par exemple les extraits aqueux des racines et des feuilles d’E. creticum, ont
révélé une forte inhibition de I’activité hémolytique des venins de serpent et de scorpion, ce
qui valide leur utilisation traditionnelle en Jordanie [110]. Une decoction aqueuse d’E.
creticum administrée par voie orale chez des rats hyperglycémiques, réduit de maniere

significative le taux de glucose dans le sang [111].

V.2 Meéthodes d’évaluation des activités biologiques des huiles essentielles
1VV.2.1. Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles sont recherchées pour leurs propriétés bactériostatiques, c’est-a-
dire, leur capacité a inhiber la croissance bactérienne, ou pour leurs propriétés a provoquer la
mort des bactéries c’est a dire I’effet bactéricide. Le principal probleme a surmonter lors de
I’utilisation des huiles essentielles est lié a leur insolubilité dans les milieux biologiques qui
sont aqueux. Pour résoudre ce probléme plusieurs auteurs suggérent I’utilisation des solvants
organiques comme I’acétone, le DMSO, le DMF, ou I’utilisation des produits émulsifiants
comme le tween 20 ou tween 80. Les deux méthodes les plus usitées pour les eévaluer sont la

diffusion sur gel et la dilution en milieu liquide.
a. Meéthode de diffusion sur gel

Des disques de papier buvard imprégneés des matrices a tester, sont déposés a la
surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a
étudier. Des I’application des disques, la matrice diffuse de maniére uniforme si bien que sa

concentration est inversement proportionnelle a la distance du disque. Aprés incubation, les
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disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondant a une absence de culture.
Pour les tests standards, nous considérons qu’une huile essentielle, fraction ou molécule est
active contre une souche donnée si le diamétre d’inhibition (D.l.) est supérieur ou égal a 15
mm [112].

Cette technique est la plus couramment mise en ceuvre en tant que méthode de
screening, elle présente les avantages d’étre rapide, d’une grande simplicité de mise en
ceuvre et de nécessiter une faible quantité de matrice. S’agissant des inconvénients de la
méthode, les huiles essentielles trés visqueuses souffrent d’un probleme de diffusion sur le
gel, en conséquence le diametre d’inhibition sera faible voir nul méme si elles possédent un

fort pouvoir bactéricide.

b. Meéthode de dilution en milieu liquide

Cette méthode consiste & mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de
concentrations croissantes de matrice a tester, selon une progression géométrique de raison 2.
L’inoculum bactérien est distribué de fagon égale dans une série de tubes (méthode de
macrodilution) contenant la matrice testée. Apres incubation, la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) est indiquée par le tube qui contient la plus faible concentration de matrice
ou 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 a 1000 pg/ml [112].
Cette technique, complémentaire de la méthode de diffusion, donne directement la CMI mais,
par rapport a la méthode précédente, elle présente I’inconvénient d’étre chronophage et

grande consommatrice de matrice.

1V.2.2.Activité antioxydante

La mesure du potentiel antioxydant est abordée généralement en déterminant les
produits résultant de I’oxydation ou en évaluant I’aptitude a piéger des radicaux de modeles
réactionnels. Le premier mode, necessite une connaissance prealable des composés issus de
I’oxydation. En effet ces méthodes recherchent certains groupements fonctionnels (aldéhydes,
cétones, dicarbonylés...) dans les dérivés des constituants d’origine. Le second relie la
quantité de radicaux piegés a celle d’antioxydant utilisé. Les antioxydants peuvent réduire les

radicaux primaire par deux mecanismes : par transfert d’électron singulet ou par transfert
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d’atome d’hydrogéne. Les méthodes ABTS+ et DPPH jouent sur le transfert I’électron

singulet, alors que la méthode ORAC joue sur le transfert d’un atome d’hydrogene [113].

Séquence analytique

Dans le cadre de nos travaux de thése, nous avons mis en place une séquence
analytique constituée de plusieurs étapes permettant d’aborder les potentialités et les limites
des techniques analytiques utilisées pour I’étude des constituants volatils d’une plante. Nous
nous sommes intéressés a la caractérisation de la composition chimique des huiles essentielles
de trois especes appartenant aux genres Eryngium : E. triquetrum, E. mauritanicum et E.
campestre. L approche analytique que nous avons développée est basée sur :

Un échantillonnage permettant d’avoir une vision globale du végétal. Pour cela nous
avons procéde a un echantillonnage rigoureux dans 25 a 37 localités représentatives de la
répartition des espéces sélectionnées sur la zone nord-ouest de I’Algérie. Par ailleurs, une
station « témoin » a été choisie pour réaliser I’étude des composeés volatils contenus dans les
organes séparés et I’évolution de ces derniers tout au long du cycle végétatif.

L’etape d’echantillonnage est suivie par la phase de préparation de I’échantillon
chimique. Cette étape consiste en la production des huiles essentielles de parties aériennes
destinées a I’étude de la variabilité chimique et du suivi végétatif mais aussi la préparation des
huiles essentielles des organes séparés. Le matériel végétal a été hydrodistillé a I’aide d’un
appareil de type Clevenger dans le respect des recommandations de la pharmacopee
europeenne. Par ailleurs, des extraits héxanique ont été prépares a des fins de recherche et
d’identification de composés non-identifiés dans les huiles essentielles.

Afin d’identifier les constituants volatils de nos huiles essentielles, une démarche
analytique basée sur la méthodologie décrite supra a été mis en place. Les huiles essentielles
de chaque station sont soumises a une analyse de routine. Par un regroupement d’échantillons
individuels, une huile essentielle dite « collective » est obtenue pour chaque espéce. Cette
huile essentielle collective est soumise a une étude détaillée des fractions obtenues par un
fractionnement chromatographique. Au sein de notre laboratoire, ce procédé est réalisé a
I’aide d’un systéme chromatographique automatisé qui réunit a la fois rapidite, précision et
efficacite permettant d’aboutir a des fractions contenant des composes concentrés. Cette
procedure s’avere particulierement efficace pour accéder a I’identification des composes dont
les données spectrales sont absentes des bibliotheques de références, ainsi les substances

purifiées seront analysées par RMN afin d’elucider leurs structures.
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L’etude de la variabilité¢ chimique des huiles essentielles a été réalisée par un
traitement statistique a I’aide d’Analyses en Composantes Principales (ACP) et de
Classifications Hiérarchique Ascendante (CAH).

L’evaluation des activités biologiques des extraits ou des fractions obtenues par
chromatographies est un moyen de valorisation de la ressource vegétale. Les tests biologiques
ont été développés afin d’identifier des champs d’application pour les extraits étudiés. Ainsi,
les huiles essentielles, les extraits et quelques molécules purifiées ont été soumises a des tests
biologiques afin d’évaluer les activités antimicrobienne, antioxydante. Ce travail a été réalisé
en collaboration avec I’équipe de Microbiologie du Laboratoire LAMAABE de I’Université

de Tlemcen.
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Partie B

Etude chimique




Dans cette partie, nous nous intéresserons a la description des compositions
chimiques des huiles essentielles des trois espéces d’Eryngium. Pour cela, nous avons
développé une approche analytique basée sur la séquence analytique présentée dans le

chapitre 1.

Suite a une analyse préliminaire, les huiles essentielles ont été soumises a des
chromatographies successives sur gel de silice pour aboutir a des melanges moins complexes
voire a des molécules purifiées. Toutes les fractions ont été analysées par CPG-Ir et CPG/SM.
L’identification des constituants est réalisée par comparaison de leurs données spectrales avec
celles contenues dans la bibliotheque « Arémes » du laboratoire CPN. Cependant, pour les
constituants absents des bibliotheques, nous avons eu recours a des analyses complémentaires
intégrant la RMN a une ou a deux dimensions. Afin d’avoir une vision aussi étendue que
possible du végétal, nous nous sommes intéressés a I’étude des huiles essentielles des organes
séparés et a I’évolution de leur composition chimique tout au long du cycle de vie du végétal.
Enfin, nous avons cherché a identifier les parameétres impliques dans une éventuelle variabilité

chimique des huiles essentielles.
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. Chapitre |
Eryngium triguetrum d’Algérie, une possible
source du Falcarinol. Etude chimique

des composes volatils



A notre connaissance, nous décrivons pour la premiere fois la composition
chimique de I’huile essentielle d’Eryngium triquetrum originaire d’Afrique du nord. Les deux
études antérieures trouvées dans la littérature concernent la caractérisation des métabolites
secondaires issus d’extraits aux solvants. La premiére décrit la présence de flavonol glycosides
[42] et la seconde a permis I’identification de deux nouveaux composes polyacetyléniques

nommeés triquetridiol et trans-époxy triquetrol [49].

L’étude réalisée sur les compositions chimiques de plusieurs huiles essentielles
d’E. triquetrum récoltée dans I’Ouest Algérien (Tlemcen) a mis en évidence une proportion
élevee de falcarinol dans les différents organes de la plante, nous laissant penser que la plante
peut constituer une source naturelle de ce polyacétylene aux propriétés biologiques

intéressantes
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I.1. Analyse préliminaire de I’huile essentielle d’E. triquetrum

Les parties aériennes d’E. triquetrum ont éte récoltées dans 25 localités de la région de
Tlemcen, ou elle pousse de fagon spontanée et en abondance. Le matériel vegétal frais a été
soumis a une hydrodistillation a I’aide d’un appareil de type Clevenger et les huiles

essentielles ont été préparées avec des rendements variables de 0,01 a 0,11%.

L analyse préliminaire des 25 huiles essentielles individuelles a permis d’obtenir des
profils chromatographiques qualitativement similaires se différenciant toutefois par les
proportions des composés majoritaires. Par conséquent, et afin d’effectuer une analyse
détaillée, les 25 échantillons d’huile essentielle ont été rassemblés pour produire un
échantillon collectif noté HEcoll (pour huile essentielle collective). Cet échantillon a été
soumis a un fractionnement par Chromatographie sur Colonne (CC), ce dernier a conduit a

I’obtention de 76 fractions qui ont toutes éte analysées par CPG-Ir et CPG/SM.

L’analyse de I’huile essentielle collective a permis I’identification de 24 composes
représentant 95,6 % de la composition chimique du mélange. L’huile collective est dominée
par des composeés linéaires oxygénés qui représentent 92,6 %. Les composés majoritaires dont
les structures sont présentées a la figure 7, sont le falcarinol (23, 71.2 %), I’octanal (4, 9,1 %)
et le nonanal (8, 2,5 %). Ainsi, 20 composés ont eté identifies par comparaison de leurs
indices de rétention et leurs spectres de masse avec ceux enregistrés dans la bibliothéque
« Aromes ». Quatre composés ont été identifiés a partir de la comparaison de leurs indices de
rétention et de leurs spectres de masse avec ceux contenus dans les bibliotheques
commerciales. Parmi eux, I’identification du falcarinol a été assurée par comparaison de ses
valeurs de déplacements chimiques de RMN du carbone-13 avec ceux issus des données de la
littérature [114]. Les 17 raies de résonance de cet alcool polyacétylénique ont été observées et
les différences des valeurs des déplacements chimiques mesurées dans I’échantillon et issues

de la littérature n’exceédent jamais plus de 0,09 ppm (Tableau 1).

Tableau 1. Données spectrales de la littérature et expérimentales du falcarinol (6, ppm dans
CDCI3) en RMN du Carbone-13 :

S [114] 8 HE Int. AS (ppm)
136,2 136,21 36 0,01
133,1 133,14 4,2 0,04
121,9 121,94 4,2 0,04
117,3 117,06 4.4 -0,24
80,3 80,33 2,6 0,03
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74,2 74,26 2,2 0,06

71,3 71,35 2,2 0,05
64,0 64,05 2,2 0,05
63,5 63,59 4,5 0,09
29,2 29,21 10,8 0,01
29,1 29,09* 4,4 -0,01
27,2 27,21 7,3 0,01
22,6 22,68* 4,8 0,08
17,7 17,72* 4,8 0,02
14,1 14,1 3,9 0,00

8 [114] : Valeurs des déplacements chimiques de RMN du carbone-13 du falcarinol issus de la
littérature [114] (en ppm).

& HE : Valeurs des déplacements chimiques de RMN du carbone-13 du falcarinol mesurés dans
I’échantillon S1.

Int. : Intensités des raies de résonnance mesurées dans I’échantillon S1.

SA : différences des valeurs des déplacements chimiques mesurées dans I’échantillon et issues
de la littérature

*: deux carbones suerposes

OH

\
\
\

Figure 7. Structures des composés majoritaires de I’huile essentielle d’E. triquetrum
d’Algérie

1.2. Etude de la composition chimique des huiles essentielles des organes separeés et

des parties aériennes durant le cycle végétatif de la plante

La composition chimique des huiles essentielles des organes séparés a été établie en
période de pleine floraison (Tableau 2). Les échantillons ont été récoltés sur la station de
Bouhanak (S1) (Annexe 2). Les fleurs constituent I’organe « le plus aromatique » avec un
rendement en huile essentielle de 0,1 % contre 0,05 % pour les tiges et les racines. Toutefois,
E. triquetrum semble produire deux types d’huiles essentielles selon I’organe étudié : les

huiles essentielles des tiges et des fleurs contiennent principalement du falcarinol (39,6 % et
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36,5 % respectivement) et de I’octanal (28,5 % et 32,7 % respectivement), tandis que I’huile

essentielle des racines est dominée par le falcarinol a 91,5 %.

Afin d’étudier les processus de production des métabolites secondaires au cours du
cycle végétatif du végétal, i.e. du début de croissance jusqu’a la floraison, nous avons suivi
I’évolution de la composition chimique des huiles essentielles produites du mois de mai au
mois de juillet. Les échantillons des parties aériennes ont été recoltés sur la station Bouhanak
(S1) a quatre dates distinctes d’approximativement 15 jours d’intervalle (1*: 05/05/2016.
2°Me : 20/05/2016. 3°™ ; 15/06/2016. 4°™ : 01/07/2016) (Tableau 2).

Durant la phase de début de croissance (05 mai), le falcarinol (90,6 %) est ultra
dominant dans I’huile essentielle puis sa proportion relative décroit au cours du cycle
végétatif pour atteindre 39,2 % en pleine floraison. La diminution progressive de la proportion
de falcarinol est corréelée a I’augmentation progressive de I’octanal durant cette méme période
(14,1 % a 34,0 %). La production des métabolites secondaire d’E. triquetrum semble étre liée
a I’écologie de la plante : sachant que le falcarinol est connu pour étre un pesticide naturel
[115], sa production durant la phase de croissance pourrait étre considérée comme un moyen
de défense contre les attaques des predateurs. En revanche, en période de floraison, la plante
inverse sa stratégie et produit préférentiellement des composés aliphatiques trés volatils tel
I’octanal qui agit comme attracteur d'insectes indispensable dans le processus de pollinisation
[116].
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Tableau 2. Composition chimique de I’huile collective d’E. triquetrum (HEcoll) et des huiles essentielles préparées a partir du matériel végétal
récoltés au cours du cycle végétatif et des organes séparés (fleurs, tiges et racines) provenant de la station Bouhanak (S1).

Cycle végétatif' Organes®
N.* Composés lithr,® 1r,® 1, HEcoll® - . Identification”
D2 D3 D4  Fleurs Tiges Racines
1 Heptane 700 703 700 0,5 01 14 21 2 tr tr 0,1 Ir, SM
2 Hexanal 770 774 1055 0,3 02 03 tr 01 06 04 - Ir, SM
3 Heptanal 876 877 1187 0,9 tr 09 09 tr 1,7 2,3 0,1 Ir, SM
4 Octanal 980 979 1531 91 1,0 141 22,8 340 285 327 0,6 Ir, SM
5 (E)-2-Octénal 1036 1039 1416 1,2 tr tr  tr tr tr tr tr Ir, SM
6  1-Octanol 1058 1063 1394 tr 01 11 tr tr tr tr tr Ir, SM
7 Nonan-2-one 1070 1077 1388 0,4 01 tr 02 01 tr tr tr Ir, SM
8 Nonanal 1083 1081 1394 25 02 14 13 17 59 23 0,1 Ir, SM
9 (E)-2-Nonénal 1136 1133 1530 0,9 03 11 13 4 1,5 2 0,2 Ir, SM
10 (2)-2-Nonén-1-ol 1158 1155 1688 0,1 04 14 22 18 1,5 tr tr Ir, SM, Ref
11 Acide octanoique * 1173 1174 1866 1,1 tr 05 05 0,3 tr tr 0,4 Ir, SM
12 1-Décen-3-ol 1172 1181 1643 1,7 tr 02 03 01 tr tr tr Ir, SM
13 Décanal 1185 1183 1498 0,1 02 tr 01 05 1,0 05 tr Ir, SM
14 3-Dodécen-1-yne* 1120 1214 - 0,7 tr 06 10 25 37 09 0,5 Ir, SM
15 Carvone 1222 1225 1739 0,2 tr 10 16 17 tr tr tr Ir, SM
16 (E)-2-Décanal 1248 1251 1652 1,1 02 03 04 08 20 22 0,3 Ir, SM
17 (E,E)-2,4-Décadiénal 1290 1289 1820 tr 03 04 tr tr tr tr tr Ir, SM
18 B-lonone 1466 1454 1936 0,2 02 02 06 09 23 02 0,1 Ir, SM
19 3,4-Diméthyl-5-pentyl-5H-furan-2-one* 1481 1486 1495 1,1 10 16 17 22 2,3 85 0,3 Ir, SM, Ref
20 y-Undécalactone* 1533 1524 2266 0,7 02 02 03 tr 0,2 tr 0,2 Ir, SM
21 Acide dodécanoique * 1556 1547 2474 05 tr 04 01 0,3 tr 0,1 tr Ir, SM, Ref
22 Acide hexadécanoique* 1962 1968 2330 0,4 08 39 36 41 06 02 1,4 Ir, SM
23 Falcarinol 2028 2026 3086 71,2 90,6 59,6 495 39,2 396 365 915 Ir, SM, Ref

@



24 o-Kauréne 2046 2049 2389 07 03 04 04 04 02 04 01 Ir, SM
Identification % 956 96,2 91,0 90,9 96,7 916 892 959
Composés oxygénés 92,6 948 87 857 896 854 794 949
Composés hydrocarbonés 3,0 14 40 52 71 6,2 9,8 1,0
Composés non-terpénique 945 957 89,4 883 93,7 891 886 957
Rendement (%) 0,02 0,05 0,04 0,09 0,1 0,05 0,05

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

® Indices de rétention sur colonne apolaire issus de la littérature
¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

¢ Pourcentages d’identification donnés sur colonne apolaire de I’huile collective des parties aériennes d’E. triquetrum HEcoll. tr = trace

(<0,05%).

"Huiles essentielles obtenues au cours du cycle végétatif (station S1): Dates de récoltes: D1 : 05/05/2016, D2 : 20/05/2016, D3 : 15/06/2016,

D4 : 01/07/2016.

9 Huiles essentielles préparées a partir des organes séparés : Fleurs, Tiges, Racines. (Station S1).
"Ir: Indices de rétention; SM: Spectre de Masse en impact électronique. Ref: Composés identifiés & I’aide de bibliothéques commerciales [99].
Les constituants avec un astérisque (*) ont été identifiés dans les fractions obtenues suite au fractionnement puis leur présence a été vérifiée dans

I’huile essentielle collective.
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1.3. Analyse des 25 huiles essentielles individuelles d’E. triquetrum

La composition chimique des 25 échantillons d’huiles essentielles obtenues a partir
des parties aériennes récoltées dans différentes localités de I’ouest Algérien a été analysée afin
d’étudier une éventuelle chimiovaraibilité. L’opération d’échantillonnage a été réalisée durant
une période d’un mois (5 mai-4 juin) au cours de laquelle nous avons pu observer des
changements phénologiques de la plante. Ainsi trois groupes d’échantillons ont été
distingués : 7 échantillons (S1-S7) ont été recoltés durant la phase de croissance et avant la
floraison, 9 eéchantillons (S8-S15) collectés en début de floraison et 9 échantillons (S16-25)
ont été prélevés en pleine floraison (Annexe 3). Les échantillons sont répartis sur une aire

géographique étendue selon la disponibilité du végetal (Figure 8).

Les analyses des compositions chimiques des 25 échantillons révelent une variation
dans les pourcentages normalisés des composes majoritaires. Toutefois, la corrélation des
lieux de récolte et des compositions chimiques des échantillons individuels montre qu’il est
difficile d’attribuer ces variations a des facteurs environnementaux. En effet, les similitudes
de compositions chimiques des échantillons préparés a partir de matériel végétal récolté dans
des localités différentes montrent que des paramétres comme I’altitude, la composition du sol
ou encore les conditions climatiques ne peuvent étre a I’origine de la variabilité chimique. En
revanche, trois groupes d’échantillons se distinguent selon I’état végétatif de la plante. Les
échantillons du groupe | (S1-S7) obtenus a partir du végétal pris en début de croissance
possedent des teneurs élevés en falcarinol (83,6-90,6 %) et des faibles proportions d’octanal
(1,0-2,5%). Les proportions de cet aldéhyde augmentent dans les échantillons du groupe Il
(3,7 = 7,7 %) et atteignent un maximum dans les échantillons du groupe Il (10,4 — 12,8 %).
Cette augmentation corréle clairement avec une diminution des proportions en falcarinol qui
n’atteint plus que des teneurs de I’ordre de 63,5 a 69,7 % dans les échantillons du groupe IlI,
huiles essentielles préparées a partir de végétaux en pleine floraison. Ainsi quel que soit
I’origine géographique de I’échantillon, la variation de la composition chimique des huiles
essentielles d’E. triquetrum d’Algérie semble étre uniquement liée aux stades de maturité de

la plante.
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Figure 8. Localisation géographique et periode de récolte des échantillons d’huile essentielle (S1-S25) de I’ouest Algérien

. " GPS ¢
NP oot de raenlta®  roitos i Lo A
S1 Bouhanak 35°08'16.22"N 1°25'20.67"0 313
S2 Ouled bouayad ~ 35°13'24.16"N 1°28'33.50"0 189
S3 Bni boublene 34°51'58.21"N  1°23'28.45"0 806
S4 El abed 34°28'17.03"N  1°40'51.06"0 1304
S5 Avant floraison Souk lethnin 35°10'52.87"N 1°32'50.97"0 291
S6 5-9 mai Ouled bouayad ~ 35°11'49.55"N 1°27'13.03'0 60
S7 Ain leftouh 34°40'40.15"N 1°31'14.91"0 654
S8 Ain fezza 34°52'37.96"N 1°14'07.62"0 853
S9 Souk lekhmiss 1 35°10'52.87"N 1°32'50.97"0 289
S10 Ouchba 34°5223.11"N  1°10'12.52'0 788
S11 El khmiss 34°38'02.70"N 1°33'53.48"0 848
S12 Borj arima 35°04'59.59"N 1°33'19.41"0 251
S13 Début de floraison  Sidi 3mar 35°07'27.99"N 1°36'47.82"0 533
S14 14.23 mai Boukio 34°59'45.07"N  1°33'45.00"0 225
S15 mafrouch 34°50'59.19"N  1°17'46.06"0 1125
S16 Mefrouch 34°50'59.19"N  1°17'46.06"0 1108
S17 Bensekrane 35°04'34.44"N 1°13'33.81"0 319
s18 Remchi 35°04'05.16"N 1°25'41.41"0 175
S19 Bab elaassa 34°58'04.95"N 2°02'04.08"0O 395
S20 Bab el aassa 34°58'48.03"N  2°01'58.04"0 1380
s21 Pleine floraison Nedroma 35°00'38.53"N  1°45'11.01"0 356
S22 28 mai-4 juin Amir abdekader ~ 35°12'25.18"N 1°23'39.01"0 94
S23 Bni aad 34°52'01.31"N 1°11'03.84"0 858
S24 Sekkak 35°06'18.69"N 1°05'49.63"'0 288
S25 Ain el kbira 35°02'32.70"N  1°40'09.43"'0 437

3 Code d’échantillon. ® Périodes d’échantillonnage. ¢ Localités de récolte. ® GPS. © Altitudes (m).
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1.4. Etude comparative sur la présence du falcarinol dans les huiles essentielles

Le falcarinol est considéré comme un principe actif possédant un potentiel cytotoxique
remarquable [117], des propriétés anti inflammatoire [118] et antibactérienne [119], [120], et
une tres forte capacité antifongique [121]. Il a également un effet protecteur sur la protéine -
amyloide, le constituant central des plaques séniles dans la maladie d’Alzheimer [122]. Du
fait de la difficulté de synthese énantiosélective de cet alcool polyacétyléniques a 17 atomes
de carbone qui nécessite plusieurs étapes [123], I’identification d’éventuelles sources
naturelles disponibles et abondantes présente un réel challenge.

La forte proportion du falcarinol dans plusieurs huiles essentielles d’E. triquetrum
d’Algérie, nous a conduit a réaliser une synthése bibliographique relative de sa présence dans
les huiles essentielles des différentes especes (Annexe 2). Ce polyacétylene produit
naturellement par plusieurs plantes comme la carotte est extrait généralement a I’aide de
solvants organiques, toutefois on le retrouve également dans certaines huiles essentielles. Le
falcarinol a été identifé dans 9 familles botaniques, dont 53 genres et 71 espéces, et parmi
celles-ci, les especes appartenant au genre Seseli, Lomatium, Panax, Chaerophyllum et
Eryngium sont les plus représentées. L’abondance du falcarinol s’éleve a plus de 20 % dans
les huiles essentielles de 20 espéces et atteint de forte proportions (jusqu’a 70 %) dans les
huiles essentielles des racines de Seseli rigidum de la Serbie, et de Panax vietnamensis de
Chine. Dans le genre Eryngium, le falcarinol a été identifié comme composé majoritaire dans
I’huile essentielle d’E. planum en provenance de Pologne (64%) et ne représente jamais plus
de 10 % dans les huiles essentielles d’E. Barril et d’E. glomeratum de Tunisie, et d’E.
foetidum de Vietnam et d’E. yuccifolium d’Algérie. En plus des espéces mentionnées ci-
dessus (S. rigidum et E. planum), le falcarinol a été trouvé avec des quantités atteignant 40%
dans les huiles essentielles de Lomaticum dasycarpum (44,6 %), Lomaticum nevadense (48,5
%), Chaerophyllum temulum (61,7-62,3 %) et Panax stipuleanatus (64,6 %). Le Falcarinol
n’est pas exclusivement present dans les racines, il a également été trouvé dans les huiles
essentielles obtenues des parties aériennes de Chuanminshen violaceum (57 %), S. rigidum
(tr-35.6 %), Dicyclophora persica (32 %) et Berula erecta (21,5 %). Quelques données sont
relatives a la distribution du falcarinol dans les organes végétaux séparés, sa présence a été
notée dans les huiles essentielles de fleurs de Tridax procumbens (25,9 %) et Lingusticopsis

wallichiana (21 %) ainsi que dans I’huile essentielle des feuilles d’E. yuccifolium (9,6 %).
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1. Chapitre Il
Etude de la composition chimique des métabolites
volatils d’Erynguim tricuspidatum ssp.

mauritanicum d’Algeérie
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A notre connaissance, les métabolites volatils d’E. tricuspidatum ssp.
mauritanicum, espece endémique Algéro-marocaine, n’ont jamais fait 1I’objet d’étude. Dans
cette partie, nous présenterons les résultats de I’étude des métabolites volatils issus des huiles
essentielles et de I’extrait héxanique de cette plante préparées a partir du végétal provenant de

I’ouest Algérien.

Signalons tout d’abord une difficulté particuliére liée au «sourcing» du
matériel végétal. En effet, le vegetal est trés peu disponible et sa répartition géographique est
particulierement restreinte. Sa répartition en groupes d’individus de nombre restreint, nous a
conduits a adapter notre stratégie d’échantillonnage. Ainsi, I’étude a porté sur les parties
aériennes de spécimens en pleine floraison, localisés dans 8 stations distribuées sur une zone
qui s’étend des montagnes littoraux jusqu’aux plaines centrales limités par les monts de
Tlemcen. L’étude de la composition chimique des métabolites volatils a nécessité la mise en
ceuvre d’analyses complémentaires intégrant la chromatographie sur colonne et la RMN du
carbone-13 afin d’identifier le composé majoritaire de I’huile essentielle dont les données
spectrales etaient absentes de nos bibliotheques de données. En complément, nous nous

sommes intéréssés a I’étude de la composition chimique de I’extrait héxanique.
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I11.1.Analyse préliminaire de I’huile essentielle d’E. tricuspidatum ssp. mauritanicum

Les parties aériennes ont été récoltées dans I’ouest algérien, sur la zone administrative
Tlemcen, entre le 15 mai et le 12 juin 2016. Ces échantillons ont été soumis a une
hydrodistillation et les huiles essentielles ont été préparées avec des rendements variant entre

0,08 et 0,13 % par rapport a la masse de végétal sec.

Les huit échantillons d’huile essentielle ont été analysés par CPG-Ir et CPG/SM-IE.
Les profils chromatographiques obtenus sont qualitativement similaires, néanmoins des
difféerences quantitatives dans les proportions des composés majoritaires sont a noter. La
figure 9 illustre le profil chromatographique de I’huile essentielle notée ERM1 (Tableau 4)
choisie parmi les 8 échantillons étudiés. Les analyses préliminaires ont permis d’identifier 27
composés qui représentent de 81,5 a 85,0 % de la composition chimique totale par
comparaison de leurs indices de rétentions et leurs spectres de masse avec ceux enregistrés
dans la bibliothéque « Ardmes » et les biliotheque commerciales. Parmi eux, I’identification
du composé majoritaire de I’échantillon ERM1 (23, 24,1%) a néccesité une attention
particuliére ; en effet son spectre de masse étant absent de notre bibliothéque « Ardmes » et la
recherche dans la bibliotheque commerciale spécialisée Koenig-Joulain nous orientait vers le

B-bisabolenal.

En vue d’assurer I’identification de 23 et améliorer le taux d’identification, nous avons
procedé au fractionnement de I’huile essentielle notée ERM1. Le fractionnement a produit 18
fractions parmi lesquelles, nous avons plus particulierement retenu la fraction F4 qui contenait
23 a plus de 80% (F4 : 2% éther diéthylique ; 5mg ; 23 : 80,8%).

Le spectre de masse de 23 présente un pic moléculaire a m/z 218 et un pic de base a
m/z 69 caractéristigue du motif isoprénique. L’empreinte massique de la molecule est
constituée de pics apparaissant a m/z 41, 93, 109, que I’on retouve dans le spectre de masse
du b-bisaboléne, autre composé majoritaire de I’huile essentielle (Figure 9).
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Figure 9. Chromatogramme de I’huile essentielle d’E. mauritanicum (échantillon ERM1, a),
spectres de masses du f-bisaboléne (b) et du S-bisabolenal 23 (c).

L’enregistrement du spectre de RMN du carbone-13 de la fraction F4 a permis
I’extraction de 15 raies de résonance confirmant la présence d’une structure de type
sesquiterpénique. Au sein de la série, I’observation de 3 signaux d’intensité relative
clairement plus faibles indique la présence de 3 carbones de type quaternaires. Les valeurs de
déplacements chimiques a 6¢c 193,94 ppm et a 64 9,47 ppm confirment la présence d’une
fonction aldéhyde. L’observation de valeurs de déplacements chimiques appartenant a des
carbones éthyléniques indique la présence de 3 instaurations ainsi que la présence d’un cycle
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substitué par une chaine carbonée caractéristique du squelette bisabolane. In fine, la
comparaison des valeurs de déplacements chimiques de RMN du carbone-13 décrits dans la
littérature [124] a permis I’identification non ambigle du B-bisabolénal comme composé
majoritaire de I’huile essentielle d’E. tricuspidatum ssp. mauritanicum d’Algérie (Tableau 3).
Signalons tout de méme, que des variations non négligeables sont observées entre les valeurs
de & mesurées dans la fraction F4 et celles décrites dans la référence bibliogaphique (égale a
1,9 ppm pour certain carbone). Ceci s’explique par le fait que le spectre de RMN du carbone-

13 décrit dans la littérature a été enregistré dans le benzéne deuteré.

Tableau 3. Structure et données spectrales (A, ppm dans CDCI3) en RMN du proton et du
Carbone-13 du b-bisabolénal 23:

No. §(*C) Attributi & (*H)  Multiplicit & (*C)

ppm on ppm é Ref :
[124]

1 39,51 CH 2,28 m 39,7
2 32,37 CH, 2,55/2,28 m 32,2
3 150,76 CH= 6,87 m 148,9 "
4 141,31 C= NA NA 141,4
5 21,76 CH, 2,16/2,48 m 22,1 3
6 26,8 CH, 1,48/1,96 m 27.1 o N N
7 152,56 C= NA NA 152,7
8 34,77 CH, 2,11 m 35,0 l l l o
9 26,75 CH, 2,17 m 27,0 ~ N N P
10 123,99 CH= 5,16 t(6,8Hz) 1246 10 8 14
11 131,84 C= NA NA 131,5 ﬂl
12 25,71 CHs; 1,73 S 25,8
13 17,76 CH; 1,65 s 17,7 1377 a2
14 19394  CH=0 9,47 S 192,5 B-bisabolénal
15 108,25 CH,=  4,86/4,82 sis 108,3

& : Valeurs des déplacements chimiques de RMN du carbone-13 et du proton
du falcarinol mesurés dans la fraction F4

8 (°C) Ref : [124]: Valeurs des déplacements chimiques de RMN du carbone-
13 du falcarinol issus de la littérature [124].

* . deux carbones suerposes

Le B-bisabolénal est un sesquiterpéne rarement trouvé dans la nature. 1l a été decrit
pour la premiére fois en 1993, en tant que constituant volatil du bois de Neogallitropsis
pancheri, une plante endémique de la nouvelle Calédonie [125]. Il a été identifé en tant que
composé prédominant (plus de 50%) dans I’huile essentielle des fruits de Prangos heyniae
originaires de Turquie [126]. Enfin, la synthése de cet alcool sesquiterpénique a récemment
été optimisee par un traitement mono-étape du crotonaldehyde et du myrcéene [124] alors que

la séquence de synthése antérieure néccésitait prés de 22 étapes [127]. L’intérét derriere ce
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composé se situe en sa capacité olfactive di aux substituants insaturés sur le carbone en

position 4 [124]. Cette capacité est tres recherchée en parfumerie.

Les composés majoritaires de I’huile essentielle d’E. tricuspidatum ssp. mauritanicum
sont le B-bisabolenal 23 (21,1-37,4%), le valencene 15 (1,3-15,5%), le B-bisaboléne 16 (5,7-
18%), le falcarinol 27 (3,1-18,8%) et I’octanal 2 (2,8-12,9%) (Figure 10). La composition
chimique de I’ensemble des échantillons est dominée par les composes oxygénés (45,1-
70,9%), et la classe des sesquiterpenes (56,9-72,6%).
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Figure 10. Structures des composés majoritaires de I’huile essentielle d’E. mauritanicum

Le présent travail décrit pour la premiére fois la composition chimique de I’huile
essentielle des parties aériennes d’E. tricuspidatum ssp. mauritanicum. L’étude des huit
échantillons provenant de la zone nord-ouest d’Algérie montre des variations sensibles quant
aux proportions des composés majoritaires des huiles essentielles (Tableau 4). Ce résultat
permet d’envisager I’étude d’une éventuelle varaibilité chimique de I’huile essentielle,

cependant la trés faible distribution de I’espéece en limite la possibilité.

Les profils chromatographiques des huiles essentielles rapprochent les échantillons
étudiés des échantillons d’huiles essentielles des « Eryngium » riches en sesquiterpenes (voir
annexe 1). Par ailleurs, la présence du falcarinol est somme toute significative et I’originalité
de I’huile essentielle d’E. tricuspidatum ssp. mauritanicum d’Algérie provient de la présence
en B-bisabolenal, qui est décrit, pour la premiére fois en tant que composé majoritaire d’une

huile essentielle appartenant au genre Eryngium.
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En vue d’élargir notre connaissance sur les métabolites volatils de cette espéce, nous
avons choisi d’étudier la composition chimique de I’extrait héxanique, qui peut constituer une

alternative a I’huile essentielle pour une éventuelle valorisation.
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Tableau 4. Compositions chimiques des huit échantillons d’huiles essentielles des parties aériennes d’E. mauritanicum

N2 Composés litlr,®  Ir,© Irpd Smin Smax ERM1 ERM2 ERM3 ERM4 ERM5 ERM6 ERM7 ERMS8 Identification

1  Heptanal 876 873 1187 0,3 1 0,4 0,6 1 0,5 0,4 0,4 0,3 0,4 Ir, SM

2  Octanal 980 981 1290 28 129 43 6,4 12,9 4,9 4,2 4,2 2,8 3,6 Ir, SM

3 Octanol 1058 1061 1531 0,1 1,3 - - - - 0,1 0,4 0,5 1,3 Ir, SM

4 Nonan-2-one 1070 1069 1388 0,1 04 0,1 0,2 0,4 - 0,2 0,2 0,2 0,2 Ir, SM

5  Nonanal 1083 1081 1394 04 1 0,4 0,7 1 0,6 0,4 0,6 - 0,6 Ir, SM

6 (E)-Non-2-enal 1136 1134 1530 0,1 04 0,3 0,3 0,3 0,1 0,4 0,3 0,3 Ir, SM

7  (E)-2-Déc-2-enal 1248 1236 1652 05 15 0,5 0,8 1,5 0,6 0,5 0,6 0,5 0,6 Ir, SM

8  B-Bourbonene 1385 1384 1515 0,1 09 - 0,2 - - 0,9 - 0,1 - Ir, SM

9  Tétradécane 1400 1401 1400 0,2 04 - - - - 0,2 0,2 0,4 0,2 Ir, SM
10  a-gurjunéne 1413 1410 1524 01 06 - 0,3 0,6 0,3 0,1 0,3 0,1 0,4 Ir, SM
11  B-ionone 1466 1458 1936 0,3 1,2 0,6 0,4 0,4 0,3 1 0,7 1,2 1,1 Ir, SM
12 y-gurjujéne 1470 1467 1654 0,1 0,6 - - 0,6 - 0,1 - - 0,3 Ir, SM
13 a-curcumene 1471 1472 1769 0,2 1,2 0,2 0,3 1 1,2 0,3 0,7 0,8 0,4 Ir, SM
14 Aristolochéne 1486 1478 J 0,7 6 2,4 6 51 4,9 3 0,7 0,9 0,7 Ir, SM
15 Valencene 1497 1485 1719 13 155 43 155 125 133 6,8 1,3 1,5 1,4 Ir, SM
16  B-bisaboléne 1500 1498 1720 5,7 18 57 12,5 9,6 18 13 14,8 18 17,7 Ir, SM
17  Nootkaténe 1511 1509 1812 0,3 11 0,7 0,8 1,1 0,3 0,3 - - 0,3 Ir, SM
18  Spathulénol 1557 1562 2119 16 47 1,7 1,6 1,9 4,7 1,9 2,2 1,6 2,9 Ir, SM
19  Salvial-4(14)én-one 1583 1584 2005 0,8 1,6 - 1,2 0,8 1,2 0,9 1,1 0,9 1,6 Ir, SM
20  Viridiflorol 1591 1609 2089 0,7 59 - 1,4 1,8 0,7 2,2 4,9 4,5 59 Ir, SM
21 Acora-3,7(11)dien-6-ol 1625 1626 J 05 29 1,5 0,7 1,3 1,3 2,9 1,5 0,5 1,5 Ir, SM, Ref
22 Amorph-4-en-10a-ol 1632 1634 J 03 32 0,7 2,2 0,5 1,1 0,3 1,7 3,2 1,9 Ir, SM,Ref
23 B-bisabolénal 1743 1743 2315 21,1 374 374 218 211 241 281 371 244 278 Ir,SM,RMN
24 Acide tétradécanoique 1769 1769 01 1,3 1,3 0,7 1 1 0,6 0,6 0,2 0,1 Ir, SM
25  Nootkatone 1788 1782 2530 12 2,8 1,7 1,5 1,3 1,2 1,4 1,5 2,8 1,6 Ir, SM
26  Acide hexadécanoique 1942 1941 2916 06 55 1,2 1 1,3 0,8 0,8 1,1 55 0,6 Ir, SM
27  Falcarinol 2028 2026 2939 3,1 188 188 3,6 6,3 3,1 10,8 4,8 9,0 7,3 Ir, SM,Ref
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Total identification % 80,2 85,0 85 80,7 84,4 84,2 81,5 82,0 80,2 80,7

Composés hydrocarbonés 133 380 133 356 305 380 247 18 218 214
Composés oxygénés 451 709 709 451 545 46,4 56,8 64 58,4 59,3
Composeés non identifiés

Sesquiterpenes 56,9 726 569 664 596 726 632 685 605 655
Sesqui. Oxygénés 29,1 50,7 436 308 291 346 387 50,7 391 443
Sesqui. Hydrocarbonés 13,3 38 13,3 356 305 38 245 178 21,4 2172
Monoterpénes

Composés non terpéniques 11,8 273 273 14,3 254 11,8 18,3 13,5 19,7 15,2

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

® Indices de rétention sur colonne apolaire issus de la littérature

¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

¢ Pourcentages Min et Max d’identification donnés sur colonne apolaire des huit échantillons d’huiles essentielles des parties aériennes d’E. mauritanicum (ERM1-
ERMS).

"Ir: Indice de rétention; SM: Spectre de Masse en impact électronique. Ref: Composés identifiés & I’aide des bibliothéques commerciales [99].
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11.2.Etude de la composition chimique de I’extrait héxanique d’E. mauritanicum :

L analyse CPG/Ir et CPG/SM-IE de I’extrait hexanique a permis I’identification de 24
composeés représentant 84,7% de la composition totale. Le mélange est constitué de 45,6% de
composés oxygénés et 39,1% de composés hydrocarbonés. La famille chimique dominante est
celle des sesquiterpenes (56,9%), suivie par celle des composés non-terpéniques (27,5%) alors
que les monoterpenes sont en faible proportion (0,3%). Les composés majoritaires sont le
falcarinol 24 (24,5%), le cis-B-guaiéne 14 (19,8%), le B-bisabolénal 21 (9,9%), le cis-guai-6-
en-10p-ol 20 (7,4%), le B-bisaboléne 15 (6,8%) et le guaia-6,9-diene 8 (5,1%). Les 21
composés ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétentions et leurs spectres de
masse avec ceux repertoriés dans la bibliotheque du laboratoire « Aromes ». Les trois
composés de squelette guaiane ont été identifiés en comparant leurs indices de rétentions et

spectres de masses avec ceux présents dans la banque commerciale « Joulain ».

L’extrait héxanique se démarque de I’huile essentielle par la présence du le cis-p-
guaiéne, du cis-guai-6-en-10p-ol et du guaia-6,9-diene, trois sesquiterpénes appartenant a la
famille des guaianes. A notre connaissance, les molécules de squelette guaianes ont été que
rarement reportées dans le genre Eryngium. En effet, deux publications reportent
I’identification du cis-p-Guaiéne dans I’huile essentielle des parties aériennes d’E. expansum
F.Muell (10,8%) et celle du trans-B-Guaiene dans les huiles essentielles des parties aériennes
d’E. nudicaule (5%).

HO
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Figure 11. Structure des composés de squelette guaianes dans I’extrait hexanique d’E.
mauritanicum
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Tableau 5. Composition chimique de I’extrait héxanique d’E. mauritanicum :

N.2 Composés litlr,® 1r,®  Ir,” Ermext/ hex Identification
1 o-pinéne 931 931 1022 0,3 Ir, SM
2 Octanal 980 980 1290 15 Ir, SM
3 Nonanal 1083 1081 1394 0,1 Ir, SM
4 Acide octanoique 1173 1165 2011 0,1 Ir, SM
5 o-copaene 1379 1375 1488 0,3 Ir, SM
6 p-élémene 1388 1385 1589 0,4 Ir, SM
7 y-élémene 1429 1425 1638 0,2 Ir, SM
8 Guaia-6,9-diene 1443 1443 1630 51 Ir, SM, Ref
9 Aromadendra-1(10),4-diene 1462 1459 1654 0,2 Ir, SM
10 a-curcumene 1471 1468 1769 0,3 Ir, SM
11 y-muuroléne 1470 1470 1681 0,5 Ir, SM
12 Aristolochene 1486 1478 1685 2,2 Ir, SM
13 Valencene 1497 1485 1719 1,8 Ir, SM
14 Cis-p-guaiéne 1488 1495 1718 19,8 Ir, SM
15 B-bisaboléne 1500 1498 1720 6,8 Ir, SM, Ref
16 y-vetivénéne 1527 1527 1818 0,2 Ir, SM
17 Germacréne B 1553 1548 1827 0,5 Ir, SM
18 p-vitivénene 1552 1559 1857 0,5 Ir, SM
19 spathulénol 1557 1562 2119 0,8 Ir, SM
20 Cis-Guai-6-en-10p-ol 1584 1595 1985 7,4 Ir, SM, Ref
21 B-bisabolénal 1743 1742 2315 9,9 Ir, SM
22 acide tétradecanoique 1748 1749 2681 1,1 Ir, SM
23 acide hexadécanoique 1942 1941 2916 0,2 Ir, SM
24 Falcarinol 2028 2026 3086 24,5 Ir, SM

Taux d’identification % 84,7

Composés hydrocarbonés 39,1

Composés 0xygénés 45,6

Sesquiterpenes 56,9

Monoterpenes 0,3

Non-terpéniques 27,5

® L'ordre d*élution donné sur colonne apolaire (Rtx-1)
® Indices de rétention sur colonne apolaire issus de la littérature
¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

¢ Pourcentages d‘identification donnés sur colonne apolaire de I’extrait héxanique des parties

aériennes d’E. mauritanicum (Erm ext hex).
"Ir: Indices de rétention; SM: Spectre de Masse en impact électronique. Ref: Composes identifiés &
I’aide de bibliotheques commerciales [99].
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[11. Chapitre Il
Les métabolites volatils d’Eryngium campestre.
Identification d’une nouvelle molécule. Etude de la

variabilité chimique.
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A notre connaissance, quatre publications traitent de la composition chimique
des huiles essentielles préparées a partir des parties aériennes d’E. campestre récoltées dans
différentes régions du globe. Les résultats de ces travaux rapportent des compositions
chimiques différentes indiquant une variabilité chimique intra-spécifique au sein de I’espéce.
Cette hypothése est renforcée par la variabilité génétique trés significative entre des
populations d’E. campestre originaires de zones d’études géographiquement distinctes [128].
Par ailleurs, les compositions chimiques des huiles essentielles d’E. campestre semblent étre

influencées par la nature des sols sur lesquels le végétal se développe [129].

Dans ce chapitre nous nous intéresserons aux extractibles volatils d’E.
campestre originaire de I’ouest algérien présents dans I’huile essentielle et dans un extrait
obtenu a I’héxane. Plus particulierement, nous décrirons I’étude structurale d’un nouveau
produit naturel puis nous nous intéresserons a la composition chimique des huiles essentielles
produites au cours du cycle végétatif et a partir des organes séparés de la plante. Enfin, nous
discuterons les resultats de I’étude de la variabilité chimique réalisée a partir de 37

échantillons d’huiles essentielles.

5

7

.



1.1 Analyse préliminaire des huiles essentielles d’E. campestre et de I’huile

essentielle collective.

Le matériel végétal a été récolte sur toute la zone administrative de Tlemcen (Nord-
ouest d’Algérie) entre le début juin et la mi-juillet 2016. Ainsi les 37 échantillons de parties
aeriennes fraiches ont produit par hydrodistillation des huiles essentielles avec un rendement

compris entre 0,11 et 0,20%.

Les analyses CPG-Ir et CPG/MS-IE des 37 echantillons d’huiles essentielles montrent
des profils chromatographiques qualitativement similaires qui cependant différent par la
proportion de plusieurs constituants. L analyse de routine a montré ses limites pour identifier
les constituants du mélange -en forte proportion pour certains- dont les données spectrales

étaient absentes de nos bibliothéques de références.

La stratégie analytique développée intégre la constitution d’une huile essentielle
collective, la mise en ceuvre de chromatographies successives et I’utilisation de la RMN pour
I’identification des constituants non identifiés et concentrés dans les fractions obtenues. Nous
avons ainsi regroupés les 37 échantillons afin de produire une huile collective notée «<EC/HE»
dont le profil chromatographique est présenté dans la figure 12. L’analyse CPG-Ir et
CPG/MS-IE a permis d’identifier 51 composes représentant 65,5% de la composition totale.
Au total, 7 monoterpénes, 38 sesquiterpenes et 6 composés non terpéniques ont été identifiés.
L’huile essentielle est dominée par les sesquiterpénes (60,5%) dont 27,4% sont des composés
oxygenés et 33,1% des composés hydrocarbonés. Les composés majoritaires sont le
Germacréne D 26 (15,2%), le Spathulénol 39 (4,8%) et 1’a-cadinol 46 (5,5 %). Ces trois
sesquiterpénes sont accompagnés par un composé non identifié noté A (Ir, 2143, Ir, 2970)
apparaissant en fin du chromatogramme et qui représente 10,3% de la composition chimique

totale de I’huile essentielle.

Le fractionnement de I’échantillon EC/HE sur colonne de silice a produit 87 fractions
dans lesquelles A est certes concentré mais toutefois, jamais de maniére suffisante pour
permettre son identification de maniére non ambigué par les techniques spectroscopiques.
Face a cette difficulté nous avons recherché d’autres echantillons susceptibles de contenir le
composé recherché. Ainsi, un extrait au soxhlet obtenu par extraction de la plante a I’hexane
s’est révélé étre une bonne alternative a notre problématique. En effet, I’hexane, solvant

apolaire généralement employé pour I’extraction des huiles végétales, a été selectionné pour
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Figure 72. Chromatogramme de I’huile collective d’E. campestre

11.1.1. Etude de I’extrait héxanique d’E. campestre

Les parties aériennes d’E. campestre ont été soumise a une extraction par I’hexane
jusqu’a épuisement en utilisant un appareillage de type soxhlet. Apres évaporation et
filtration, un extrait de couleur verte a été récupéré avec un rendement de 1,05% par rapport a

la masse de végétal fraiche.

L’analyse CPG-Ir et CPG/MS-IE de I’extrait révele la présence de 33 composés qui
représentent 84% de la composition totale (annexe 4). L’extrait est caractérisé par une forte
proportion de composés oxygénés (52,8%). Les composes sesquiterpeniques sont dominants
(48,6%) a cote de composés non-terpéniques comme le falcarinol (2,8%). Les composés
majoritaires sont le Germacréne D (23,6%), I’Eudesma-4(15)-7-dien-1-p-ol (8,2%) et deux
composés non identifiés a 23,0% (Ir, 2143, Ir, 2970) et 9,4% (Ir, 2164, Ir, 3152) dont les
données spectrales sont absentes de nos bibliotheques de référence. Par comparaison des
spectres de masse (Figure 13) et des indices de rétention, le composé A présent dans I’huile
essentielle collective d’E. campestre est rapidement détecté dans I’extrait héxanique (A :
23%). Le spectre de masse et les indices de rétention du représentant 9,4% de I’extrait que

nous noterons B sont présentés dans la figure 13.
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Figure 8. Spectres de masse de A (a) et et de B (b) et chromatogramme de I’extrait

hexanique d’E. campestre (c).

Afin d’identifier les composés A et B, nous avons soumis I’extrait hexanique a une

chromatographie sur colonne avec un gradient de polarité croissante (hexane / oxyde de

diisopropyle). Le fractionnement a conduit & I’obtention de 75 fractions.
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a. Identification de B

Le composé B (9,4% dans I’extrait) a été isolé quasiment pure (>95%) dans une
fraction obtenue avec un gradient de solvants hexane/oxyde de diisopropyle (90/10). Le
spectre de masse enregistré a 70 eV de B montre un ion a m/z 242 qui semble étre I’ion
moléculaire et un pic de base de m/z 129. Les autres signaux du spectre sont observés a m/z
55, 91, 128, 145, 157. L’analyse du spectre de RMN du *3C et Ienregistrement d’une
séquence APT nous oriente vers une molécule de formule brute Ci7H240,, soit 260 uma,
indiquant ainsi, que I’ion a m/z 242 ne correspond pas a I’ion moléculaire mais & un ion
fragment obtenu par la perte favorable d’une molécule d’eau. Cette perte d’H,O indique la
présence d’une fonction alcool dans la molecule. Le spectre de RMN du C-13, montre quatre
raies a oc 79,9, 78,2, 70,3 et 68,7 ppm que nous avons attribué a des carbones quaternaires
impliqués dans des triples liaisons caractéristiques de molécules polyacétylénes. Les autres
raies de raisonance observées sur le spectre du RMN indiquent la présence de carbones
éthyléniques et de deux fonctions alcools primaires. Une comparaison de la série de valeurs
de déplacements chimiques de B avec la littérature a permis de conclure a I’identification du

falcarindiol (Figure 14).

Le falcarindiol appartient a la famille des polyacétylenes, il a été précédemment
identifié chez Angelica japonica [130], Daucus carota [131], et dans les racines d’Heracleum
moellendorffi [132]. La présence du falcarindiol dans les espéces Eryngium a été reporté une
fois en 1971 par Bohlmann [133] dans des extraits eéthérés d’ E. alpinum, E. coeruleum et E.
giganteum. Le falcarindiol a montré une activité anti-inflammatoire, antibactérienne et

anticanceéreuse, ainsi que des effets protecteurs contre I’hépatotoxicité [134].

7~

HO k
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Figure 9. Structure de falcarindiol
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b. Analyse structurale du composé A

A I’aide d’un gradient de solvants hexane/diisopropyléther 95/5, le composé note A
(23% dans I’extrait) a été concentré dans une fraction avec un dégrée de pureté de 96%.

Le composé A se présente sous forme d’un solide ou d’une huile jaunatre en présence du
solvant (éther). Le spectre Infra-Rouge (annexe 7) de A posséde des bandes d’absorption a
1739 cm™, 1098 cm™ et 1225 cm™ correspondant aux vibrations ve-o et 8c.o, indiquant la
présence d’un groupement carbonyle impliqué dans une fonction lactone. Les autres bandes
d’absorptions apparaissant & 2255 cm™ et 2856-2928 cm™ sont caractéristiques de vibrations
Ve=c et veun,

Le spectre de masse enregistré en impact électronique a 70 eV de A montre un signal a
m/z 270 pouvant correspondre a I’ion moléculaire et un signal a m/z 269 d’intensité 3 fois
plus importante. Le pic de base apparait a m/z 115 et les autres signaux d’intensité
remarquable sont observes a m/z 55, 91, 128, 145. L’enregistrement du spectre de masse a
haute résolution révéle une formule brute CigH20, (ion détecté : [CigH20.Na]’;
(M/Z)experimentale 293,1513 et (M/Z)sorstique 293,1512, erreur +0,3 ppm).

Le spectre de RMN (annexe 8) du carbone-13 laisse apparaitre 18 raies de résonance dont
13 présentent une forte intensité. Comme observé pour le falcarindiol, quatre raies de
résonance possédant des valeurs de déplacements chimiques comprises entre 6¢ 64,51 ppm et
dc 81,15 ppm nous oriente vers la présence d’un systeme polyacétylénique. Une derniére raie
de faible intensité observable a ¢ 172,97 ppm signale la présence d’un groupement carbonyle
engagé dans une fonction ester. L’enregistrement d’une séquence DEPT permettant d’accéder
a la multiplicité des signaux et I’examen du spectre de RMN du proton, permettent de statuer
sur I’absence de groupements de type méthyle et nous oriente ainsi vers la présence d’une

fonction lactone.

L’élucidation compléte de la structure de A a été réalisée a partir des matrices de
corrélation en deux dimensions HSQC et HMBC qui ont permis la détermination d’un
macrocyclique a 17 centres de type lactone substitué par un groupement vinyle. De plus, la
matrice de corrélations de la séquence NOE a montré la proximité spatiale entre la chaine
aliphatique et la partie insaturée du macrocycle, en particulier entre 3-CH,=»17-CH et 13-
CH,=»10-CH. Les déplacements chimiques des carbones signalés par ** dans Tableau 6 ont
été résolus par analyse RMN de A dans I’acétone-ds; la liste compléte des valeurs &y et o¢

correspondantes est donnée en annexe 5.
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Tableau 6. Structure et données de RMN du carbone-13 de A (CDCls, 125,77 MHz, 300K) :

. " e _— > Const. Couplage Corrélations
°, e de carbone m m
P c PP H PP J(Hz)-Multiplicité HMBC CH
5,37 16,90; 1,2/dd
19 CHy= 119,65 H2
5,60 10,17; 1,2/dd
18 -CH= 131,88 5,91 5,85; 10,17; 16,90/ddd H1
17 -CH-O 64,45 5,92 5,85/d H17
16 -C= 72,15 - - H1, H2
15 -C= 71,87 - - H8
14 -C= 64,51 - - H8, H9, H10
13 -C= 81,15 - - H8, H9, H10
2,96 18,30; 7,05/dd
12 =C-CHy-C= 16,91 H9, H10
3,07 18,30; 7,05/dd
11 -CH= 121,13 5,52 m H8, H11
10 -CH= 135,23 5,62 m H8, H11
2,10
9 -CH,- 28,26 m H9, H10
2,15
8 -CH,- 29,67 1,28 m H11
Tx* -CH,- 28,70 1,37 m H16, H17, H11
6** -CH,- 28,68 1,44 m H16, H17, H11
5 -CH,- 30,17 1,36 m -
1,76
4 -CH,- 26,45 m H15, H17
1,67
2,41
3 -CH,-C=0 34,55 m H15, H16
2,38
2 -C=0 172,97 - - H3, H16

* |es valeurs de déplacement chimique sont rapportées en CDCls: 7,26 ppm (‘H) et 77,04 ppm (~C),
respectivement, utilisés comme étalon interne.
** Valeurs obtenues dans I’acétone-d6

19

Figure 10. Structure du (Z2)-17-vinyloxacycloheptadeca-10-en-13,15-diyn-2-one
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11.1.2. Bilan de I’huile essentielle collective d’E. campestre

Au terme de I’étude, 52 constituants représentant 75,8% de la composition chimique
de I’huile essentielle collective d’E. campestre ont été identifies (Tableau 7). Les composés
majoritaires sont le Germacrene D (15,2%), un nouveau macrolide naturel que nous avons

choisi de nommer « Campestrolide » (10,3%), le spathulénol (4,8%) et I’a-Cadinol (5,5 %).

Au-dela de la présence du campestrolide, I’huile essentielle d’E. campestre d’Algerie
posseéde une composition chimique originale au regard des échantillons décrits dans la
littérature. Ainsi, I’huile essentielle originaire d’ Egypte contient I’a-curcuméne (8,6%), I’a-
cadinen-15-al (23,3%), le spathulénol (10,7%) et I’acide octanoique (9,8%) [67]. Le myrcéne,
(E)-B-farnéséne, le B-bisaboléne sont les constituants majoritaires de I’huile essentielle
originaire du Portugal [135]. Deux échantillons d’ltalie contiennent respectivement : (i) du
germacrene D (13,8%), de I’allo-aromadendréne (7,7%), du spathulénol (7,0%), du lédol
(5,7%) [54] et (ii) du germacréne D (49,5%), de I’apiol (19,5%) et de I’a-himachaléne
(15,1%) [55]. Enfin, I’huile essentielle d’Espagne est caractérisée par la preésence du

germacréne D, du B-curcumeéne, du myrcene, et du (E)-p-farneséne [129].
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Tableau 7. Composition chimique de I’huile collective d’E. campestre et des huiles essentielles des organes séparés et du suivi végétatif obtenus

dans la station de Lalla Setti S1 :

N.2

Composés

litlr,

Ir,®

d
Irp

EC/HC®

Cycle végétatif'

Organes séparés’

Identification
h

r(:]il rzni-l JluE:n jou5|I Racines Tiges Feuilles Fleurs
1  B-Pinene 970 972 1110 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 - - - - Ir, SM
2 Myrcene 979 981 1153 2,7 0,3 2,4 4,6 8,4 3,2 1,9 1,4 4,7 Ir, SM
3  p-Cyméne 1011 1013 1258 - - - - - - - - - Ir, SM
4 Limonéne 1020 1022 1199 0,1 0,1 0,1 0,1 - - - - 0,2 Ir, SM
5 (Z2)-p-Ociméne 1024 1026 1230 0,1 0,1 - - - 0,1 - - - Ir, SM
6 o&-Terpinene 1047 1049 1243 - - 0,3 0,2 0,1 0,2 - - - Ir, SM
7 Nonan-2-one 1070 1076 1388 - 0,2 - 0,3 0,2 - - - - Ir, SM
8 Terpinoléne 1078 1079 1280 - - 0,2 0,1 0,2 - - - - Ir, SM
9 Nonanal 1083 1082 1394 0,1 0,1 0,1 - 0,1 0,1 - - 0,1 Ir, SM
10 Décanal 1185 1184 1498 0,3 0,3 0,2 - 0,2 0,2 - 0,2 - Ir, SM
11 (E)-2-Déceénal 1248 1247 1652 0,4 0,4 0,3 0,1 0,3 0,1 - - 0,2 Ir, SM
12 (E)-2-Undécanal 1343 1348 1726 - - - - 0,1 - - - - Ir, SM
13 o-Copaéne 1379 1375 1438 0,9 0,9 0,6 0,2 1,1 0,3 0,6 0,4 Ir, SM
14  B-Bourbonéne 1385 1383 1515 0,1 - 0,2 - 0,1 - 0,2 0,1 0,6 Ir, SM
15 B-Eléméne 1388 1387 1589 3,0 0,4 3,7 4 1,5 0,4 0,9 2,5 0,1 Ir, SM
16 B-Ylangeéne 1420 1417 1562 0,6 0,1 0,7 2,1 0,8 0,5 0,7 0,7 - Ir, SM
17 (E)-p-Caryophylléne 1424 1426 1591 - 0,1 - - 0,3 - - 0,3 0,1 Ir, SM
18 5-Elémene 1431 1432 1581 1,2 0,2 1,4 0,8 0,7 - 0,7 - 0,1 Ir, SM
19 trans-a-Bergamoténe 1432 1433 1575 1,2 - 0,2 0,4 0,2 - - - - Ir, SM
20 (E)-B-Farnéséne 1448 1449 1661 0,4 0,9 2,1 51 8,2 26,0 9,8 1,4 6,2 Ir, SM
21 Alloaromadendréne 1451 1454 1631 0,2 0,1 0,2 - 0,2 - - - - Ir, SM
22 a-Humulléne 1456 1457 1665 0,3 0,1 - - 0,1 0,2 0,4 Ir, SM
23 4,5-di-épi-Aristolochéne 1467 1465 1665 0,3 1,0 0,3 - - 0,1 - - - Ir, SM
24 3-Muurolene 1467 1469 1683 0,9 0,1 - 1 - - - - - Ir, SM
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

36

37
38
39
40
4
42
43

44

45
46
47
48
49
50
51
52

a-Curcumene

Germacréne D

B-Sélinene

a-Muuroléne

B-Bisaboléne

Sesquicinéole

3-Cadinene

B-Curcumeéne

3-Cadinéne
(E)-a-Bisaboléne

B-Elémol

Hydrate de 7 épi-trans-
sesquisabinéne

Salvial époxy-1,5-4(14)-éne
Germacrene B

Spathulénol

Oxyde de caryophylléne
Salvial-4(14)-én-1-one
Lédol

1,10-di-épi-Cubénol
Caryophyla-4(14),8(15)-dién-5-a.
ol

t-Cadinol

a-Cadinol
Eudesma-4(15)-7-dién-1-p-ol
a-Bisabolol
14-Hydroxy-a-muuroléne
14-Hydroxy-8-cadinéne
Acide hexadécanoique
Campestrolide

1470
1476
1483
1496
1500
1505
1516
1509
1516
1532
1535

1543

1545
1553
1563
1576
1583
1600
1610

1626

1632
1645
1663
1681
1755
1788
1942

1471
1480
1484
1503
1500
1506
1513
1510
1514
1531
1534

1547

1548
1551
1562
1570
1577
1602
1611

1624

1638
1645
1672
1667
1759
1784
1941
2143

1742
1704
1712
1720
1720
1737
1752
1733
1752
1753
2072

1991

1941
1827
2103
1980
2005
2030
2054

2285

2169
2231
2199
2333
2599
2607
2930
2970

1,3
15,2
0,9
0,8
0,2
0,5
0,3
0,2
15
0,5
0,8

1,0

2,1
3,1
4,8
0,2
1,8
1,6
1,4

0,3

2,3
5,5
3,0
0,6
0,5
1,0
1,2
10,3

0,3
11,9
0,8
0,3
0,2
0,4
0,1
0,5
0,2
0,7

0,2

0,9
0,8
0,9
3,1
1,7
0,8

0,2
0,3

1,7
1,6
0,2
0,2
50,9

0,9
19,5
0,4
0,5
0,2
0,1

0,1

15

2,5
0,3
0,7
1,1
0,4
0,4
1,8

2,3
1,1

0,5
11
0,4
0,1
0,5
32,1

28,9
0,3
0,8
0,4
0,2
09
0,3

0,3
3,3

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

2,0
1,6

0,2
1,8
0,5
0,6
0,4
16,3

0,5

30,4

0,4
1,9
1,4
0,2
0,2
0,3
1,5

0,1

0,2
0,4
6,3
2,6
1
0,5
0,1

0,5

1
1,2
0,3
1,0
0,3
0,4
0,1
8,1

29,1

0,8
11

0,2

0,6

0,3

0,6
0,3
0,6
0,2
0,8
0,2
0,5

0,3

0,2
1,7
0,3
2,7
0,5
0,6
0,8
9,5

0,8
38,8
0,2
1,8
0,3
0,2

0,2
0,8
0,2
0,1
0,5
2,3
0,3
1,9
0,4
0,2

1,6
1,4
0,5
1,8
0,5
0,4
0,1+
14,6

0,4

33,7

0,1
1,8

0,5
0,3
0,3
0,9

0,2

0,8
0,2
0,5
0,7
4,2
0,5
14

0,5

0,2
1,2
0,6
3,9
0,5
0,6
0,9
16,3

0,1

37,0

0,1
0,2
0,2
0,1

0,5

0,6
0,1
1,4
1,2
4,5
0,6
0,3

1,9

0,4
1,3
1,1
8,0
0,9
0,3
0,4
4,5

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

Ir, SM

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

Ir, SM

Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM
Ir, SM, RMN
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Taux d’identification 75,8 844 816 918 840 85,1 849 786 78,0
Rendements 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,33 0,17
Composeés hydrocarbonés 36,1 20,3 359 505 5972 63,8 58,4 44,9 50,2
Composés oxygénés 39,7 64,1 457 413 248 21,3 26,5 33,7 27,8
Sesquiterpénes 60,5 31,7 453 696 659 70,9 68,3 59,8 67,9
Sesquiterpénes oxygénés 27,4 120 125 242 157 106 118 16,3 22,6
Sesquiterpenes hydrocarbonés 33,1 19,7 328 454 50,2 60,3 56,5 43,5 45,3
Monoterpenes 3,0 0,6 3.1 51 9,0 3,5 19 14 4,9
Composés non-terpéniques 12,3 52,1 332 17,1 91 10,7 14,7 17,4 5,2

% Ordre d*élution donné sur colonne apolaire (Rtx-1)

® Indices de rétention issus de la littérature donnés sur colonne apolaire
¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

¢ Pourcentages d’identification donnés sur colonne apolaire de I’huile collective des parties aériennes d’E. campestre EC/HC.

"Huiles essentielles obtenues au cours du cycle végétatif (station S1)

9 Huiles essentielles des organes séparés : Racines, Tiges, Feuilles, Fleurs. (station S1).
"Ir: Indice de rétention; SM: Spectre de Masse en impact électronique. Ref: Composés identifiés a I’aide de bibliothéques commerciales [99].
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1.2 Etude de la composition chimique des huiles essentielles des organes

séparés. Etude de la variabilité saisoniére.

Les hydrodistillations réalisées a partir des feuilles, des fleurs, des tiges et des racines
d’E. campestre récoltés dans la station de Lalla Setti (S1), ont permis d’obtenir les huiles
essentielles avec des rendements respectifs de 0,28%, 0,17%, 0,20 % et 0,14% par rapport a la
masse de végétal fraiche. Les racines peuvent étre considérées comme les organes les moins
aromatiques avec un rendement de 0,14% alors que les feuilles semblent étre les organes les
plus riches en huiles essentielles (0,28%).Ce résultat peut expliquer les variations des
rendements obtenus pour les parties aériennes totales des 37 échantillons étudiés avec une

valeur moyenne de 0,15%.

L’analyse des huiles essentielles des feuilles, fleurs, tiges et racines a conduit a
I’identification de 52 composes représentant de 78,0 a 85,1% des compositions totales
(Tableau 7). Quel que soit les organes considérés, la plante produit des huiles essentielles
riches en sesquiterpenes (70,9-59,8%) parmi eux, les sesquiterpenes hydrocarbonés sont
toujours majoritaires (43,5-60,3%) par rapport aux sesquiterpénes oxygénés (10,6-22,6%).
Les proportions des sesquiterpenes hydrocarbonés semblent suivre une décroissance si on
examine les huiles essentielles de la partie souterraine a I’apex caulinaire de la plante. Les
huiles essentielles de racines en contiennent 60,3% et celles de tiges, feuilles et fleurs en
contiennent 56,5%, 43,5% et 45,3 %, respectivement. Le composé majoritaire des huiles
essentielles de ces trois organes est le germacréne D (29,1 - 38,3%). Les autres composés
présents en proportions notables sont (i) le (E)-p-farnéséne (26,0%) dans I’huile essentielle de
racines, ses proportions sont moindres dans les trois autres organes (1,4-9,8%), (ii) le
campestrolide qui atteint des proportions de 16,3% et 14,6% dans les huiles essentielles de
feuilles et tiges vs 9,5% et 4,5%, respectivement dans celles de racines et de fleurs, et (iii) I’a-

bisabolol dont la teneur dans I’huile essentielle de fleurs atteint 8,0%.

Afin d’examiner I’évolution de la production de métabolites secondaires dans la plante
pendant son cycle végétatif, nous avons étudié la variation de la composition chimique des
huiles essentielles produites entre le mois de mai et de juillet c’est a dire de la période de
croissance végétative jusqu’a la pleine floraison. Quatre prélevements ont été effectués, les
dates de cueillettes et les résultats des compositions chimiques sont illustrés dans le Tableau
7. Durant la période de croissance végétative (début mai), le végétal possede des feuilles et

des tiges mais pas de fleurs. L’huile essentielle produite & partir du végétal pris en début de
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croissance présente un taux élevé de composés oxygénés (64,1%) : le campestrolide est
dominant (50,9%) et les sesquiterpénes oxygenés représentent 12,0%. L’huile présente une
faible teneur en sesquiterpénes hydrocarbonés, et en particulier le germacrene D représente
11,2% de la composition totale. En revanche, les huiles essentielles obtenues durant la période
de pré-floraison (échantillons du 24/5 et du 15/6) et de floraison (mi-juillet) voient leurs
proportions en campestrolide chuter brutalement passant de 50,9% a 32,1% puis 16,3 et enfin
8,1%. Cette diminution se produit au profit du germacrene D dont la teneur est créditée d’une
forte augmentation (de 11,9 a 30,4%) sur I’ensemble du cycle. Ainsi, les huiles essentielles
produites a partir de la plante possédant des bourgeons ou des fleurs voient leurs taux en
composés oxygénés baisser au profit de la production de sesquiterpénes hydrocarbonés dont
la teneur ne cesse d’augmenter au cours du cycle (Figure 16). Cette observation est en accord
avec les résultats obtenus dans le paragraphe précédent. En effet, nous avons montré que la
production de campestrolide est optimale dans les feuilles, partie du végétal qui domine en
début de croissance. A I’inverse, la proportion de feuilles, diminuant au cours du cycle de vie
du végétal, la production du macrolide diminue progressivement quand la plante est en
période de floraison. Par conséquent il est possible d’affirmer que la quantité de feuilles influe
non seulement sur le rendement mais aussi sur la composition chimique de I’huile essentielle

des parties aériennes.
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Figure 11. Proportions des composes majoritaires des huiles essentielles produites au cours
du cycle végétatif d’E. campestre.
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11.3. Variabilité chimique inter stations des huiles essentielles d’E. campestre

L’etude de la varaibilité chimique d’E. campestre a été réalisé en recherchant des
corrélations entre des données environnementales de chaque échantillon et la composition
chimique de 37 huiles essentielles. Cette thématique permet d’approcher une éventuelle
spécificité régionale ou micro-régionale de la plante. Le vegétal a été récolté en pleine
floraison dans 37 localités réparties sur la zone administrative de « Tlemcen » dans I’ouest
Algérien (Figure 17). Chaque échantillon a fourni une huile essentielle dont les données
qualitatives et quantitatives relatives aux constituants, sont corrélés aux données
environnementales des lieux de récolte a I’aide d’une analyse statistique utilisant une
Classification Hiérarchique Ascendante (CHA) et une Analyse en Composante Principale
(ACP).

Le tableau complet des compositions chimiques des 37 échantillons est présenté en
annexe 6. Les 52 constituants répertoriés sont identiques a ceux identifiés dans I’huile
essentielle collective (Tableau 7); ils représentent de 70,1 a 86,3% de la composition

chimique des différents échantillons.

La matrice regroupant les compositions chimiques des 37 échantillons d’huiles
essentielles a été soumise au traitement statistique dont les variables sont les teneurs (%
normalisés) en sesquiterpénes oxygénés (SO), sesquiterpénes hydrocarbonés (SH),
monoterpenes hydrocabonés (MH) et en composés non-terpéniques oxygénés (NTO).
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S24 EC

S25EC
S26 EC

S27 EC
S28 EC
S29 EC
S30EC
S31EC
S32 EC
S33EC
S34 EC
S35EC
S36 EC
S37EC

Sebdou/Sid
djillali
Abed/Lekhmis

Boughadou
Sid djilali

Laouadj
Lekhmis

34°40'55.15"N

34°36'0.53"N
34°34'26.89"N

34°37'5.86"N
34°34'40.59"N
34°33'28.61"N
34°32'22.19"N
34°31'18.90"N
34°29'19.73"N
34°30'49.71"N
34°26'11.75"N
34°23'27.94"N

34°29'3.67"N
34°38'20.61"N

1°18'47.37"0

1°23'35.57"0
1°26'6.66"0
1°35'34.98"0
1°36'4.15"0
1°37'21.11"0
1°38'34.81"0
1°40'55.59"0
1°40'55.63"0
1°30'20.98"0
1°34'31.83"0
1°36'23.71"0
1°16'18.01"0
1°33'45.40"0

1030

997
1005

867

980

1123
1294
1360
1253
1336
1245
1163
1009
840

N° Ia%f:ﬂ:r?tsillonn cPs Alt Nature
ages Latitude Longitude du sol
S1EC Lallasetti 34°51'52.42"N  1°18'18.09"0 996
S2 EC 34°51'52.68"N  1°18'20.72"0 996 c
S3EC 34°51'52.35"N  1°18'20.72"0 997 é
S4EC 34°51'38.24"N 1°19'4.80"0 1037 %
S5EC  Bouhanak 34°52'38.75"N  1°21'33.88"0 774 o
S6 EC  Mafrouch 34°50'55.59"N  1°17'5321"0 1148 é
S7TEC 34°49'45.37"N  1°18'44.75"0 1133 g
SBEC  zenata 34°56'51.27"N  1°26'58.89"0 300 8
S9EC  Remchi 35° 03' 00"N 1° 26’ 00”0 82 =
SI0EC Maghniya 34°51'42"N 1°43'50"0 455 §
S11 EC chlaida 34°57'8.14"N 1°13'28.33"0 609 f%
S12 EC  Timi 34°49'1.90"N 1°19'36.26"0 1159 %
S13EC 34°47'8.00"N 1°20'37.88"0 1213 2
S14EC bniaad 35°2'32.70"N 1°40'9.43"0 228 E
S15EC ain lekbira 35° 2'32.70"N 1°40'9.43"0 228 R
S16 EC mdig 34°58'6.66"N 1°15'48.65"0 497
S17 EC Sebdou 34°40'55.15"N  1°18'47.37"0 1013
S18 EC 34°39'4352"N  1°19'21.42"0 920 25;
S19EC 34°38'15.18"N 1°20'9.95"0 938 g L
S20 EC Abed 34°28'42.76"N 1°40'5.82"0 1446 rI% §
S21 EC  Bni behdel 34°41'10.07"N  1°30'16.82"0 780 L 8
S22 EC 34°42'38.22"N  1°27'12.97"0 776 %
S23 EC  Sidi bounoir 34°42'26.39"N 1°19'9.80"0 110
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Figure 12. Répartitions géographiques et données GPS des 37 échantillons d’huiles
essentielles des parties aériennes d’E. campestre.

Les deux axes de I’ACP permettent d’expliquer 81,13 % de la variance totale (56,84%
et 24,29% respectivement). L’axe 1 correle positivement avec la classe des composés
oxygenés (sesquiterpénes et constituants non terpéniques) et négativement avec les
sesquiterpénes hydrocarbonés, tandis que I’axe 2 corréle positivement avec les monoterpénes
hydrocarbonés. (Figure 18. ACP). La distribution des échantillons sur I’ACP, donne lieu a

deux groupes dont les compositions chimiques se distinguent clairement.

La Classification Ascendante Hiérarchique (CAH), confirme les résultats obtenus a
partir de I’ACP : deux groupes se distinguent (figures 19. CAH). Le Groupe 1 inclus 21
échantillons (S17-S37) et le Groupe Il inclus 16 échantillons (S1-S16). Les échantillons du
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groupe | sont caractérisés par des teneurs élevées en sesquiterpenes oxygéneés (6,3-33%) et en
composés non terpéniques oxygénés (18,7-37,4%), contrairement aux échantillons du groupe
I (1,7-13,2 %) et (6,5-28 %) respectivement, ces derniers sont dominés par les plus fortes

proportions en sesquiterpénes hydrocarbonés.

Analyse enComposante Principale (ACP)
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Figure 13. ACP des compositions chimiques des huiles essentielles d’E. campestre
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Figure 19. Dendrogramme des compositions chimiques des huiles essentielles d’E. campestre.
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La variabilité chimique des huiles essentielles d’E. campestre d’Algérie semble étre
corrélée avec une distribution géographique des échantillons et aux conditions d’habitats.
Ainsi, le Groupe | rassemble les échantillons récoltés sur la zone 1 dont le périmétre inclus le
sud des monts de Tlemcen, les hautes plaines steppiques entre I’Atlas Telliens au Nord et
I’Atlas Saharien au Sud. Cette zone est caractérisée par des stades bioclimatiques qui tendent
du climat semi-aride frais au climat semi-humide frais. Les terres steppiques renferment des
accumulations de calcaire, le taux de la matiere organique est trés faible et les ressources
hydriques sont trés limités [136]. Le groupe Il rassemble les échantillons provenant de la zone
2 située entre les monts de Tlemcen au Sud et le littoral au Nord. Dans cette zone régne un
climat semi-aride, doux a chaud. Les sols se sont formés au dépend d’anciennes sols
marécageux, ils sont riches en matiere organique. Soumise a des précipitations annuelles
satisfaisantes, la zone Il est trés riche en ressources hydriques, des nappes phréatiques

profondes et des bassins versants favorisant la production agroalimentaire [137].

Un autre élément qui peut jouer un role treés important, est la génétiqgue. Comme nous
I’avons explicité dans le chapitre I, E. campestre a fait objet d’une étude qui a conclu a
I’influence directe des parameétres environnementaux sur la génétique de I’espéce [128]. Cette
étude a démontré que deux populations provenant de deux zones géographiques distinctes qui
ont subi des changements environnementaux au fil du temps, possedent des caracteres
génetiques différents qui vont forcément influencer la composition chimique. Cependant, il
est difficile de trancher qui entre tous ces éléments, génétique, géographie ou climat a une
influence directe sur la composition chimique des huiles essentielles d’E. campestre.
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Partie C

Etude biologique




Cette partie vise I’évaluation des potentialités antimicrobiennes et
antioxydantes des huiles essentielles et d’extraits vegétaux préparés a partir des trois especes
d’Eryngium. Le travail visant la mise en évidence des activités antimicrobiennnes a été réalisé
dans le cadre d’une collaboration avec les collegues microbiologistes du Laboratoire de
Microbiologie Appliquée a I’Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement
(LAAMABE) de I’Université de Tlemcen. L’évaluation des propriétés antioxydantes a été

réalisée au sein de mes laboratoires de rattachement.
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I. Activité antimicrobienne

Les tests d’inhibition de la croissance bactérienne ont été realises a partir des huiles
essentielles et extraits héxaniques des trois especes (Tableaux 8 et 9).
Les méthodes d’évaluation des activités antimicrobiennes choisies pour I’étude sont la
méthode de diffusion en milieu gélosé et la méthode des concentrations minimales
inhibitrices. L activité des huiles essentielles et des extraits ont été évaluée contre un panel de
micro-organismes choisis pour leur implication dans des infections nosocomiales et
alimentaires, a savoir :
e sept bactéries gram positive : Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC
11778, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC
33862, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Listeria monocytogenes ATCC 19115,

e cing bactéries gram négative : Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, Salmonella
enteritidis ATCC 2453, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 70603,

e deux levures : Candida albicans ATCC 10231 et Candida albicans IP 444.

Les tableaux 8 et 9 rapportent les diametres d’inhibition obtenus par la méthode de
diffusion sur gel et les concentrations minimales d’inhibition obtenues par dilution en milieu
gélosé, de chaque matrice sur chaque micro-organisme (les valeurs en gras dans le tableau

sont celles pour lesquelles I’activité peut étre considérée comme significative).

Les résultats obtenus par la méthode des disques montrent que des six échantillons
testés seules les huiles essentielles d’E. triquetrum et E. campestre ont montré une activitée
contre plusieurs souches microbiennes. Ces deux huiles essentielles ont été les plus actives
contre la croissance de Bacillus cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 33862, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (Gram +) avec des diameétres d’inihibition comparables a ceux de
I’antibiotique Gentamicine (entre 10 et 21mm). Les diamétres d’inhibition mesurés atteingent
de 20 a 21 mm pour I’huile essentielle d’E. triquetrum et de 21 a 35mm pour celle d’E.
campestre. L’huile essentielle d’E. mauritanicum et les extraits aux solvants des trois especes
n’ont pas révélées le méme pouvoir antibiotique, et se sont avérées inefficaces contre la

plupart des micro-organismes testés.

7

7

=



Tableau 8. Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits par la méthode des disques :

Extraits ATB
HE HE HE Ex/hex Ex/hex Ex/hex

ERT ERC ERM ERT ERC ERM GENT  AmB
Levures Candida albicans ATCC 10231 6 6 6 6 6 6 ND 22
Candida albicans IP 444 6 6 6 6 6 6 ND 20
Bacillus subtilisATCC 6633 6 6 6 8 6 6 20 ND
Bacillus cereus ATCC 11778 21 23 6 6 6 6 19 ND
Bactéries Staphylococcus aureus ATCC 25923 20 35 6 6 6 6 21 ND
G Staphylococcus aureus ATCC 33862 22 21 6 6 6 6 20 ND
Staphylococcus aureus ATCC 29213 21 20 6 6 6 6 20 ND
Enterococcus faecalis ATCC 29212 20 35 6 6 6 6 10 ND
Listeria monocytogenes ATCC 19115 6 6 6 6 6 6 19 ND
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6 6 6 6 6 6 11 ND
L Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 6 6 6 6 6 6 11 ND
Bactéries o, imonella enteritidis ATCC 2453 6 6 6 6 6 6 20 ND
G Escherichia coli ATCC 25922 6 6 6 6 6 6 15 ND
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 6 6 6 6 6 6 11 ND

ATB: antibiotiques ; GENT : Gentamicine (15 pug). AmB : Amphotericine B (100 pg) ; ND: non déterminé. HE : huile essentielle ; ERT : E. triquetrum ;
ERC : E. campestre ; ERM : E. mauritanicum.
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Tableau 9. Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits par la méthode des CMI :

Extraits ATB (ug/mL)

HE HE HE Ex/hex Ex/hex Ex/hex
ERT ERC ERM ERT ERC ERM

Levures Candida albicans ATCC 10231 - - - - - - ND 1

GENT AmB

Candida albicans IP 444 - - - - - - ND
Bacillus subtilisATCC 6633 - - - - - - 4 ND
Bacillus cereus ATCC 11778 250 250 - - - - 4 ND
Staphylococcus aureus ATCC 25923 250 125 - - - - 2 ND
Bactéries G*  Staphylococcus aureus ATCC 33862 250 250 - - - - 2 ND
Staphylococcus aureus ATCC 29213 250 250 - - - - 2 ND
Enterococcus faecalis ATCC 29212 250 125 - - - - 2 ND
Listeria monocytogenes ATCC 19115 - - - - - - 2 ND
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - - - - - 4 ND
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 - - - - - - 4 ND
Bactéries G Salmonella enteritidis ATCC 2453 - - - - - - 4 ND
Escherichia coli ATCC 25922 - - - - - - 4 ND

Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 - - - - - - 4 ND
ATB: antibiotiques ; GENT : Gentamicine (15 pg). AmB : Amphotericine B (100 pg) ; ND: non déterminé. HE : huile essentielle ; ERT : E. triquetrum ;

ERC : E. campestre ; ERM : E. mauritanicum.
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Les resultats obtenus par la méthode des CMI montrent que parmi les 15
microorganismes testés, seuls deux souches gram + : Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ont été moyennement sensibles a I’huile essentielle d’E.

campestre. Aucune activité n’a été signalée pour les autres extraits.

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle d’E. triquetrum, est essentiellement
lie a la presence dominante du falcarinol (90,6%). La littérature indique que ce composé
présent dans les huiles essentielles des racines du Seseli rigidum, est responsable d’une
importante activité antimicrobienne contre S. aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus et
Enterococcus faecalis [137]. La présence du falcarinol dans I’extrait méthanolique de
Calycotome villosa, renforce d’une maniére tres significative I’inhibition des bactéries comme
S. aureus, Bacillus lentus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia
et Morganella morganii [138].

Cependant, le potentiel d’activité de I’huile essentielle d’E. campestre peut provenir de
synergies entre composés connus par leur activité antibiotique. Ainsi, le germacréne D et le B-
caryophyllene ont une activité antibactérienne et antifongique signifiante [139], [140]. De
plus, on considére que les huiles essentielles riches en composes oxygénés et plus
particulierement les alcools sont celles qui présentent les meilleures activités [141]. Ces
derniers représentent plus plus de 30% dans I’échantillon que nous avons testé (Germacréne
D: 15.2% - Fraction des alcools: 20.3%). Par ailleurs, il est difficile d’évaluer la contribution

du campestrolide deuxieme composé majoritaire (10,3%), a I’activité antimicrobienne.

Il. Activité antioxydante

La réalisation de ce test s’est effectuée selon le protocole décrit par Molyneux et coll
[86]. L activité antioxydante de I’HE évaluée par le test DPPH est exprimée en ICsq. L’1Csq
est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé ou d’un échantillon, car il
exprime la guantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre
de 50 %. Plus la valeur d’1Cs est faible, plus I'activité antioxydante est grande. Nous avons

utilisés pour ce test I’acide ascorbique entant que control positif.

Le tableau 3 ci-dessous, rassemble les résultats des tests antioxydants réalisés sur les

huiles essentielles des trois especes. Les résultats obtenus des extraits hexaniques n’ont pas
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été reportes dans ce tableau, vu que les concentrations miniums auquel nous avons observeé

une activité, s’approchaient de 1mg/ml.

Tableau 10. Activites anti-radicalaires des huiles essentielles étudiées sur DPPH (CI50,
ug/mi) :

Echantillon  HE E. triquetrum HE E. H.E E.' AC'O.Ie
campestre mauritanicum ascorbique
Clso (Hg/ml) 31,5+0.4 92+0.5 117+1.3 29,3+0.15

HE : huile essentielle

La recherche bibliographique que nous avons effectuée ne révéle aucune étude sur
I’activité antioxydante des huiles essentielles d’E. triquetrum, par contre khalfallah et al,
reporte I’activité de I’extrait butanolique qui s’avere modeérée [42]. Dans ce travail, nous nous
somme intéressé a I’étude de la capacité antioxydante de I’huile essentielle de cette espéce par
la méthode de DPPH. L’échantillon montre une tres bonne activité contre le radical DPPH
avec un Cls égale a 31,5 ug/mL trés proche a celui du control BHT (29.3 ug/mL). Et une fois

de plus, ce potentiel d’activité est directement lié a la présence du falcarinol (90.6%).

D'aprées ces donneées, on peut observer que les huiles essentielles d’E campestre et d’E.
mauritanium ont montré une faible réactivité vis-a-vis le radial libre DPPH. Ce test est utilisé
pour mesurer la capacité des différents composés phytochimiques, extraits ou huiles
essentielles de donner un hydrogene. La faible activité antioxydante observée pourrait étre
due a une capacité réduite des composés terpéniques a donner un atome d’hydrogéne comme
décrit précédemment par Mata et coll [143]. En effet, les deux huiles contenaient des
concentrations élevées d'hydrocarbures sesquiterpéniques et de sesquiterpénes oxygéneés et
ceci pourrait étre responsable de la faible réactivit¢é au DPPH observée. Le pouvoir
antioxydant d’E. mauritanicum a été évalué pour la premiere fois dans ce travail et semble
étre tres faible par rapport au control positif. D’autre part, nous trouvons dans la littérature
que I’huile essentielle d’E. campestre a une trées faible activité antioxydante contre le radicale
DPPH méme a des concentrations de 1mg/ml. Ceci a été reporté dans le travail de
Cianfaglione et coll [54], qui décrit aussi une composition chimique notamment différente a
celle que nous décrivons. En effet, les pourcentages des composés terpéniques (sesquiterpénes
et monoterpenes) sont trés proches, par contre dans leur échantillon la classe des composés
non terpéniques oxygénés est totalement absente, alors que dans notre échantillon 12,3% sont
des non terpéniques oxygénés dont le campestrolide fait 10,3%. Par comparaison a leur

résultat, notre échantillon était seulement 3 fois moins puissant que le control, et d’apres
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notre raisonnement ceci peut étre di a la présence du campestrolide. D’autres études se sont
intéressées aux extraits d’E. campestre, notamment I’extrait méthanolique [144], I’extrait

aqueux [145], mais sans aucun résultat a mentionner.
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L’Algérie dispose d’une concentration de biodiversité d’une valeur inestimable. Cette
richesse s’exprime notamment par une variabilité taxonomique remarquable, un taux
d’endémisme élevé mais aussi par une variabilié inter-spécifique des espéces. La
connaissance des metabolites secondaires issus des espéces végétales ainsi que leur
implication dans [I’écologie de la plante constitue un challenge passionnant dont

I’aboutissement envisage, in fine, la valorisation de la ressource végétale.

Dans le cadre de ces travaux de these, nous nous sommes intéressés aux possibles
voies de valorisation de trois Apiacées du genre Eryngium : E. triquetrum, E. mauritanicum,
et E. campestre. L’objectif principal était de réaliser la caractérisation chimique et biologique
des métabolites secondaires de ces espéces (dont deux sont endémiques d’Afrique du nord)
afin d’identifier des constituants moléculaires dotés de propriétés biologiques laissant
envisager des applications dans les domaines de la santé, des cosmétiques ou de
I’agroalimentaire. Par ailleurs, nous avons étudié la variabilit¢ chimique des huiles
essentielles d’E. campestre, espece poussant a I’état spontané au nord-ouest d’Algérie, afin
d’apporter aux professionnels de la filiere PPAM, en cours de structuration, des éléments

scientifiques préliminaires d’aide a la décision.
Le présent travail s’est articulé autour de trois parties :

Dans la premiére partie (A) nous avons tout d’abord présenté I’état de I’art concernant
les descriptions botaniques et ethnobotaniques, chimiques et biologiques des espéces
sélectionnées. En outre, nous avons collecté toutes les données chimiques sur les huiles
essentielles des especes du genre Eryngium. Nous avons également présenté les techniques
d’analyses courantes dans le domaine d’analyse des mélanges volatils des plantes en
s’attardant sur I’approche méthodologique développée par le laboratoire CPN pour I’analyse
des mélanges complexes des volatils. Enfin, nous avons explicité les outils statistiques a notre
disposition pour le traitement des données chimiques complexes d’interprétation, de méme
que les procédés mis en ceuvre pour I’évaluation des activités biologiques des huiles
essentielles.

La partie suivante (B) inclue les résultats de I’étude chimique & savoir, I’étude des
compositions chimiques, la mise en oeuvre de stratégies d’identification optimisées et I’étude
de variabilite chimique. Cette partie a eté structurée sous forme de trois chapitres relatifs a
chacune des espéces étudiées. Une analyse comparée des résultats nous permet de tirer les

conclusions suivantes.
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L’etude de la composition chimique des huiles essentielles d’E. triquetrum, E.
mauritanicum et E. campestre a permis d’identifier 24, 27 et 52 composés (95,6 ; 85,0 et
75,8% de la composition totale) respectivement. Les trois espéces ont des profils
chromatographiques trés différents, en revanche la présence du falcarinol constitue un
dénominateur commun. Ce polyacétylene représente 71,2% et 18,8% dans les huiles
essentielles d’E. triquetrum, E. mauritanicum, respectivement, et il a été détecté a I’état de
trace dans I’huile essentielle de E. campestre. Les compositions chimiques des extraits
préparés a I’héxane sont differentes des huiles essentielles, en revanche, elles ne font pas

exception puisqu’elles montrent la présence du falcarinol.

L’huile essentielle des parties aériennes d’E. triquetrum est largement dominée par le
falcarinol, ce composé linéaire oxygéné de type polyacétyléne représente plus de 90% du
mélange complexe et 95% dans I’huile essentielle des racines. L’huile essentielle d’E.
mauritanicum se caractérise par sa composition riche en composés oxygénés, representé
principalement par le B-bisabolénal (37,4%), aldéhyde sesquiterpénique décrit pour la
premiére fois en tant que composé majoritaire d’huile essentielle du genre Eryngium. L’huile
essentielle d’E. campestre est largement dominée par les sesquiterpénes (60,5%), en
particulier le germacrene D (15,2%) qui est accompagné par un macrolide polyacétylénique
dénome campestrolide (10,3%), que nous décrivons, a notre connaissance, pour la premiére
fois a I’état naturel. Les organes de cette plante produisent des huiles essentielles
qualitativement similaires qui different par les proportions des constituants majoritaires. Bien
qu’elles sont toutes dominées par la classe des sesquiterpenes hydrocarbonées (>67%), la

proportion de campestrolide varie de 4.5 a 16.3% selon I’organe considéré.

L’etude realisee sur I’évolution de la composition chimique des huiles essentielles d’E.
triquetrum et E. campestre au cours du cycle végétatif a révélé un comportement métabolique
similaire entre les deux especes. La production de polyacetylénes se réalise favorablement
pendant le premier stade de maturité, puis, les proportions de ces derniers diminuent au profit
d’autres composés, vraisemblablement afin de répondre aux besoins physiologique de la
plante. En outre I’étude de la variabilité interspécifique a permis d’apporter des éléments
d’explication de la variation des compositions chimiques des huiles essentielles des deux
especes. Ainsi, la composition chimique des huiles essentielles d’E. triquetrum sont
principalement influencées par le stade de maturité de la plante. En revanche, nos résultats
montrent que la variabilité chimique des huiles essentielles d’E. campestre peut étre reliée aux

conditions d’habitat de I’espéce.
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Ainsi, trois conclusions principales sont a retenir :

e le potentiel d’E. triquetrum a produire des huiles essentielles riches en falcarinol,
nous laissant penser que la plante peut étre considérée comme une possible source
de ce polyacetylene,

e la premiere description de la composition chimique de I’huile essentielle d’E.
mauritanicum, une espéce endémique algéro-marocaine,

e l’originalité de I’huile essentielle d’E. campestre du nord-ouest d’Algérie

caractérisée par la présence de campestrolide, un macrocycle polyacétylénique.

La partie C s’interresse aux resultats relatifs au screening biologique des huiles
essentielles et des extraits végetaux. Nous avons ainsi évalué le pouvoir antibactérien des
extraits contre un panel de micro-organismes impliqués dans des infections nosocomiales et
alimentaires, a savoir sept souches gram+, cing souches gram- et deux levures. Nos résultats
ont montré que seules les huiles essentielles d’E. triquetrum et E. campestre présentent des
résultats intéressant contre les souches gram +. En particuliers, les activités mesurées égalent
et sont méme parfois supérieures aux contrdles positifs, contre B. cereus, S. aureus et E.
faecalis. Le test antioxydant a été réalisé par la méthode de DPPH sur les trois huiles
essentielles. Seule I’huile essentielle d’E. triquetrum a montré une tres bonne activite
antiradicalaire comme en témoingne le test DPPH. Ces propriétés biologiques ont été reliées a

la richesse en falcarinol des mélanges testés.

Nos travaux sur E. triquetrum ont fait I’objet d’une publication parue en 2017 dans
Chemistry & Biodiversity Journal. Deux articles sont actuellement en phase de finalisation (i)
le premier traite de I’élucidation structurale et la description du nouveau macrocycle d’E.
campestre, et (ii) le second s’interresse a la caratérisation chimique et I’étude de la variabilite

des huiles essentielles d’E. campestre.

La complémentarité des travaux phytochimique réalises dans cette these ouvre la voie

a plusieurs perspectives :

e Etudier les potentialités d’une production industrielle des huiles essentielles d’E.
triquetrum, destinée principalement a I’obtention du falarinol. Il serait intérréssant
d’envisager la mise en culture de I’espéce afin de limiter les difficultés liées au

sourcing
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Rechercher de nouvelles cibles biologiques au nouveau produit naturel dénomé
campestrolide que nous avons identifié dans E campestre. Sa structure voisine des
macrolides de type antibiotique nécessite une étude approfondie de son potentiel
biologique. L’optimisation par synthése chimique de ce dernier et la production
d’analogues pourrait s’averer intérrésantes.

Caractériser les métabolites non volatils des trois éspéces par le développement de
stratégies LC/MS-MS non ciblées ou par un profilage métabolomique. La purification

de ces constituants permettrait de mettre en évidence de nouveaux principes actifs.
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Echantillonnage

Les parties aériennes des trois espéces sélectionnées ont été récoltées sur deux

campagnes d’échantillonnages, la premiére s’est effectuée en été 2015 et a permis de

confirmer le choix de ces espéces et d’apporter suffisamment d’informations concernant les

constituants chimiques et la variation chimique selon les zones de cueillettes. La deuxiéme

campagne d’échantillonnage (été 2016), etait plus objectif. Le but était de rassembler le

maximum d’échantillons des parties aériennes, des organes separés et surtout en quantités

suffisantes pour réaliser toutes les analyses et les taches selon la feuille de route du projet

qu’on a établi. Le tableau suivant explicite le bilan de I’échantillonnage :

E. triquetrum E. campestre

E. mauritanicum

DTe 7z -
N°"d’échantillons en 2016 25 37 8
Suivie végétatif 4 4 0
Organes séparés T/FI/R TIF/IFI/IR 0
T : tiges ; FI : fleurs ; F : feuilles ; R : racines
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Schéma représentatif de la distribution des échantillons sur la zone d’étude.
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Préparation d’échantillons

11.1. Extraction des huiles essentielles :

Le matériel végetal destiné a la production des huiles essentielles a été soumis a une
hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger, pendant une durée de 5 h dans le respect
du procédé validé par la pharmacopée européenne. Les huiles essentielles sont conservées
dans des flacons de verre ambré a une température de 4°C. Les rendements d’extraction sont

calculés par rapport a la masse du végetal frais.

11.2. Extraction a I’hexane :

Les echantillons des parties aeriennes ont été séchés et broyés, par la suite, soumis a
un épuisement continu a I’hexane dans un appareil Soxhlet. Les macéras ont été filtrés par un
papier filtre et évaporés a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif. Les rendements des extraits
pour 100g de poudre d’E. triquetrum, E. campestre, E. mauritanicum sont 1 ,38%, 1,05% et

1,11% respectivement.

Fractionnement des huiles essentielles et des extraits

Le fractionnement des trois huiles essentielles a I’exception de I’huile essentielle d’E.
mauritanicum, et d’un extrait héxanique a été effectué sur colonne de silice de phase
préecomptée (Clarisep® Bonna Agela technologies, Willington, USA) a I’aide d’un Combi
Flash automatisé (Teledyne Isco, Inc. Lincoln, Nevada, Etats Unis), équipé d’un collecteur de
fraction guidé par un détecteur ultraviolet (230 nm, 250 nm). Les différentes fractions et
sous-fractions ont été obtenues en appliquant un gradient d’élution diisopropyl d’éther iPr,O/
hexane de polarité croissante. Vu la faible quantité de I’huile essentielle d’E. mauritanicum,

elle a été factionné sur colonne ouverte. Le détail des fractionnements ci-dessous :

a. L‘huile essentielle d’E campestre (5900 mg) a été fractionnée sur une colonne 40g a
I‘aide d‘un gradient de solvant croisant : 100 % hexane puis 100 % diisopropyl éther
afin d*obtenir une fraction apolaire FH (900 mg) et une fraction polaire FO (3590 mg),
respectivement. La FO a éte de nouveau fractionnée sur une colonne 12g et a conduit a
87 sous fractions FO1-87 a l‘aide d‘un gradient de solvant de polarité croissante de
proportions : 1 mi/99 ml (5 mn) ; 2 mI/98 ml (6 mn) ; 3,5 m1/96.5 ml (6 mn) ; 5 ml/95
ml (6 mn); 7,5ml/92.5ml (5mn); 10 mI/90 ml (6 mn) ; 100 ml/0 ml (6 mn). Le
campestrolide a été détecté dans les fractions de FO6 a FO12.
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b. L’extrait héxanique d’E. campestre (350 mg) a été fractionnée sur une colonne de 4g a

I’aide du gradient de polarité dont le rapport Et20/hexane (temps) était de : 0 mi/100
ml (5 mn) ; 2 ml/98 ml (6 mn) ; 3,5 mI/96.5 ml (6 mn) ; 5 mI/95 ml (6 mn) ; 10 ml/90

ml (6 mn) ; 100 ml/0 ml (6 mn). Ainsi 75 fractions ont été récupérées. Ce

fractionnement a permis d’isoler le falcarindiol dans la fraction F34 (8mg, pureté :

96%) avec un gradient de 10mI/90ml. Le campestrolide a été isolé dans deux fractions
F21 (13mg, pureté 96%) et F23 (22mg, pureté : 94%).

c. L’huile essentielle d’E. triquterum (920mg) a été fractionnée sur une colonne de 4g en

appliquant le méme gradient de polarité pour I’extrait héxanique d’E. campestre. Le

fractionnement a abouti a 76 fractions. Une fraction qui contenait du falcarinol pure

notée (ert.fra.falcarinol) a été reconstituée a partir de plusieurs fractions.

d. Une masse de 580 mg de I’huile essentielle d’E. mauritanicum a été factionnée sur

colonne ouverte avec une phase stationnaire de gel de silice (Silice 63-200 pum, masse

= 20g). L’éluant été constitué de diisopropyl d’éther iPr,O/hexane et le gradient été

adapté selon I’avancement du fractionnement. Le B-bisabolénal a pu étre concentré a
81% dans la fraction 4 (5 mg).

HE

Echantillon ERM1

100/0 | Fraction apolaire

FH1: 37mg

Schéma de fractionnement de I’huile essentielle d’E. mauritanicum sur colonne ouverte

C6H14/ iPI‘zO
Fraction polaire
[
98/2 FO2: 31mg; FO3: 11mg;
FO4: 5mg; FO5: 4mg;
FOG6: 4mg
96.5/3.5 FO7: 18mg; FO8: 17mg;
95/5 FO9: 14mg
90/10 FO10: 14mg
0/100 FO11: 105mg; FO12-14:

156mg; FO15: 15mg; FO16:
18mg; FO17: 11mg; FO18:
5mg
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IV. Analyse des huiles essentielles et des extraits

1V.1. Conditions GC-FID :

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées a I’aide d’un
chromatographe Perkin Elmer Clarus 600 (Walton, MA, Etats Unis), équipé d’un injecteur
split/splitless, de deux colonnes capillaires Rtx-1 (polydiméthyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm
d.i., épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et Rtx-WAX (polyéthylene glycol, 60
m x 0,22 mm d.i., épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et de deux détecteurs a
ionisation de flamme. Le gaz vecteur utilisé est le dihydrogene, la pression en téte de colonne
est de 25 psi avec un débit de 1 ml/mn, la température de I’injecteur et des détecteurs est de
280°C. La programmation de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C a
2°C/mn puis en un palier de 35 mn a 230°C. L’injection se fait en mode split 1/50. Le volume
injecté¢ des échantillons (huiles essentielles et fractions) est de 0,2 pl. Pour chacun des
composés, les indices de rétention polaire et apolaire sont calculés par extrapolation linéaire a
partir des temps de rétention d‘une gamme d’étalon d’alcanes. L‘identification de chaque
composé des mélanges a été réalisée par comparaison des indices de rétention calculés
respectivement sur colonnes polaire et apolaire avec ceux de composés standards
(bibliotheque laboratoire) ou ceux rapportés dans la littérature. Les teneurs des composés dans
le mélange ont été exprimés en pourcentages relatifs (aire du constituant / aire totale du

mélange) sur la base du signal FID.
V.2, Conditions CPG-SM

Les analyses ont éte réalisées a I*aide d‘un chromatographe Perkin Elmer Autosystem
XL (Walton, MA, Etats Unis), doté d‘un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x
0,22 mm d.i. ; épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et
apolaire (Rtx-1), couplées a une détecteur de masse Perkin EImer TurboMass. Les molécules
sont bombardées par un faisceau électronique de 70eV. L’injection se fait par mode split avec
un rapport de division de 1/80. La quantité injectée est de 0,2 puL. Les spectres de masse
obtenus par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse 35-350 Da. La
température de la source est de 150°C. Les conditions chromatographiques (programmation
de température, gaz vecteur, etc.) sont identiques a celles décrites précédemment (point 11.3).

L“identification de chaque composé des mélanges a eté réalisée par comparaison des spectres
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de masse (impact électronique) avec ceux de composés standards (bibliotheque laboratoire)

ou ceux présents dans les banques informatisées.
V.3 Conditions CPG-SMHR

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectroscopie de
masse a haute résolution ont été realisees a I’aide d’un Synapt G2 HDMS quadrupole/time-of-
flight (Manchester, UK) équipé d’une source électronébulisation fonctionnant en mode
positif. Les échantillons ont été introduits a un débit de 10 pL/mn (tension capillaire +2,8 kV,
tension de cone d'échantillonnage: variée entre +20 V et +60 V) sous un gaz vecteur (N,) a un
débit de 100 L/h, chauffé a 35°C. La détection de la masse précise a été réalisée a I’aide des
ions provenant de I’étalon interne CH3COONa. Les échantillons ont été dilués dans du
méthanol (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) et dopés avec I’acide formique (1%/Vv/v)
avant I’analyse. L’interprétation des données ont éte effectuées a I’aide du programme

MassLynx 4.1 fournis par Waters.
V.4, Conditions RMN

Les spectres de Résonnance Magnétique Nucléaire ont été enregistres sur la fraction
(fra.ert.falcarinol), (frad), (fra21 et fra34) obtenues des huiles essentielles d’E. traiquetrum, E.
mauritanicum et de I’extrait héxanique d’E. campestre respectivement. Les spectres des
différents échantillons ont été enregistrés dans le CDCl; (Eurolsotop, Saint Aubin, France) a
température 300K a I’aide d’un appareil Bruker Avance DRX 500 (Karlsruhe, Germany)
opérant a 500.13MHz pour le proton et 125.77 MHz pour le carbone 13. Les spectres du
carbone-13 ont été enregistrés avec les parametres suivant: sonde 5 mm; séquence
d’impulsion : une impulsion, angle d’impulsion 90° avec découplage du 'H pendant
I’acquisition du signal (réalisée avec WALTZ-16) ; le délai de relaxation : 2s correspondant a
une acquisition de 64K (Deécroissance de I’Induction Libre (DIL) de 3k jusqu’a 5k selon la
concentration des constituants dans I’échantillon) avec une largeur spectrale (SW) de 30000
Hz (240 ppm) ; Les déplacements chimiques (6 en ppm) ont été rapportés par rapport au
signal résiduel de CDC1; (3¢ 77.04 ppm). L attribution compléte des spectres *H et **C du
nouveau composé ont été obtenues en utilisant les spectres RMN & deux dimensions, *H-*C
HMBC (cohérence de liaison multiple hétéronucléaire) pour laquelle des paramétres
d'acquisition classiques ont été utilisés, comme décrit dans la littérature. Certains

déplacements chimiques ont été résolus dans I’acétone-d6.
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IV.5. Analyses infra-rouge

Les spectres infra-rouge ont été enregistrés a l‘aide d‘un spectrophotométre infra-

rouge a transformé de Fourier (IR-TF) Perkin elmer Spectrum two (Walton, MA, Etats Unis).

L‘obtention des différents spectres infra-rouges s‘est faite a partir de Sul d‘échantillons et

traité informatiquement a I*aide du logiciel SpectrumTM10 fourni avec |‘appareil.

V. Outils statistique

VI.

Les études statistiques ont été meneées avec le logiciel R (R Foundation — Institute for

Statistics and Mathematics, Autriche). Les Analyses en Composante Principale (ACP) ont été

réalisées avec des matrices de type Pearson en utilisant la fonction « PCA ». Les

Classifications Ascendante Hiérarchique (CAH) et les dendrogrammes résultants ont été

effectuées avec des matrices de dissimilarités calculées en distance euclidienne et la méthode

d‘agrégation choisie systématiquement est le lien moyen (package « classif »).

Fichier  Editicn  Veoar Misc  Packages Fenétres Aude

=] [w]a]c] @S]
.,

R version 3.4.3 (2017-11-30) -- "Hite-Eating Tree"
Copyright (C) 2017 The R Foundation £or Statisticsl Computing
Platform: xB6_B5-wES-mingwla/x64 (B3-DiT)

R esc un logimiel libre lived sans AUCUNE GARANTIE.
Vous pouvez le redistribuer SQus certaines condicicns.
Tapez 'license(}' ou 'licence()' pour plus de décails.

1lsboratif avec de contzibuteuss
pour plus d'information et
r dans les publicaticnms.

Tapez ‘dems()' peur dea démomatrations, ‘help()' peur 1'aide
en ligne ou 'help.otarc()’ pour cbuenir 1'aide au formac HIHML.
Tapez 'qi)' pour quicter R.
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Tests biologiques

VI.1. Activité antioxydante

encrogram of agnesis = sryngem, metrc s “sucidesn™, stnd s T, memac
= "wae)

Test d’activité anti-radicalaire du radical libre DPPHe (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl)
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Ce test a été réalisé selon le protocole décrit par Molyneux et coll. La capacité anti-
radicalaire d‘un mélange complexe est évaluée par spectrophotométrie en mesurant la
diminution de I‘absorbance a 515 nm du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPHs) dont la
décoloration provient de la réduction du radical DPPHe par 1‘échantillon a A= 517 nm. Les
huiles essentielles testées ont été diluées dans du méthanol a des concentrations respectives de
0,5 a 50pg/mL. Une solution de DPPHe fraichement préparée a une concentration de 9.8 uM
(3,9 mg dans 100 mL d’éthanol 96%) a été ajoutée aux différents échantillons d*‘huiles
essentielles testés dans des microcuves en quartz (OS) (rapport 1/1). Apres une incubation de
30 min a température ambiante et a |‘obscurité, I*absorbance du DPPHe pour le blanc et les
solutions préparées a été mesurée minutes a I’aide d’un spectrophotomeétre (U.V/VIS
Spectrophotometer, Optizen POP) a 515 nm. Chaque concentration a été préparée et testé trois

fois.

VIOLET

1.1.1. Calcul des valeurs de Clso (concentration inhibitrice médiane)
Au terme de chaque test anti-radicalaire (DPPHe, ABTSe+) les différents
pourcentagesd‘inhibition ont été calculés suivant la formule suivante :
19 = [(Abianc - Acchantition)/Aplanc] X 100

%I : pourcentage d’inhibition
Abs Blanc : Absorbance du blanc
Abs HE : Absorbance de I’huile essentielle ou des fractions testées

La méthode a été standardisée en ramenant les résultats a un antioxydant de référence ;

I’acide ascorbique.
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Les valeurs de pourcentage d‘inhibition obtenues ont été reportées graphiquement en
fonction de la concentration et soumis a une régression linéaire. La valeur C150 qui représente
la concentration d‘huile essentielle nécessaire pour inhiber 50% des radicaux a aussi été

calculée en prenant la valeur en Y égale a 50.
VI.2. Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles et les extraits héxaniques ont été testées sur sept bactéries gram
positive, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes ATCC 19115, et cing bactéries
gram négative: Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, Salmonella enteritidis ATCC 2453,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603, et deux levures ;
Candida albicans ATCC 10231 et Candida albicans IP 444. Toutes les bactéries proviennent
de cathéters et sondes vésiculaires du service chirurgie du CHU de Tlemcen. L’identification
des bactéries a été effectuée avec des bandes test APU 20 (Biomerieux). Le champignon
provient de I’institut Pasteur d’Algérie (IPA). Toutes les souches ont été cultivées sur gélose
Mueller-Hinton (MHA) pour les bactéries et Saboureaud Dextrose Agar (SDA) au moyen du
chloramphénicol pour la levure.

Les souches de référence ont été repiquées dans du bouillon nutritif puis sur gélose
nutritive. L’inoculum a été prépare et calibrer a partir d’une culture jeune de 24 h dans du
bouillon Muller-Hinton a 108 UFC/ml et 5. 105 UFC/mlI respectivement.

a. Méthode par disque (ou diffusion sur gélose) : La méthode de diffusion sur gélose a
été mis en ceuvre selon le protocole décrit par (Khadir, Bendahou et al. et selon les
recommandations de CLSI (CLSI. 2011) & partir des solutions meres. Pour les huiles
essentielles, Sur un disque de papier filtre Whatman stérile de 6 mm on a déposé un
volume de 5uL pour les huiles essentielles, et un volume de 10 pL des solutions des
extrais a une concentration de (80 mg/mL). Les disques ainsi imprégnés sont déposés
sur des boites de pétri contenant de la gélose Muller-Hinton ensemencer par les
differents souches a tester Des disques témoins et des disques d’antibiotiques
(Gentamicin 15pg Amphothericin B 100pg) ont également été disposés sur ’agar a
titre de comparaison. Apres incubation a 37°C + 1°C pendant 18 a 24 h pour les
bactéries et a 30°+1°C pendant 24 a 48 heures pour la levure, les diamétres des zones

d'inhibitions ont été mesurés avec un compas.
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b. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI : La CMI a été
déterminée par la méthode de microdillution sur microplaque a 96 puits a fond rond
selon le protocole de Benbelaid, Khadir et al.; dix concentrations ont été préparé a
partir des solutions meres de 80 mg/ml a 0,312 mg/ml. Dans la microplaque 180 pl de
I’inoculum et de bouillon et 20 ul de chaque concentrations ont été déposé a I’intérieur
de chaque puits engendrant des concentrations finales allant de 8 mg/ml jusqu’a
0,0312 mg/ml.
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Annexe 1. Composés majoritaires identifiés dans les huiles essentielles des especes du genre Eryngium. (Partie A)

N° Nom de la plante Origine Organe de la plante Composés majoritaires % Ref.

Les constituants terpéniques hydrocarbonés

1 E. amethystinum L. Italie Parties aériennes Germacrene D 56,7 [54]
B-Eléméne 4,7

2 E. billardieri F. Delaroche Iran Parties aériennes a-Muuroléne 42 [58]
B-Gurjunéne 17
d-Cadinéne 6,2
Valencéne 5,7

3 E. bourgatii Gouan Espagne Inflorescence Phyllocladéne 37,6 [64]
Bicyclogermacrene 15,1

4 E. bourgatii Gouan Espagne Tiges et feuilles Phyllocladéne 20,4 [64]
y-Muurolene 11,8
(E)-Caryophylléne 10,1

5 E. bourgatii Gouan Espagne Racines y-Muuroléne 15,4 [64]
Phyllocladéne 15
Terpinoléne 14,6
Carvacrol 8,9
Limonéne 7,5

6 E. caeruleum M.B. Iran Parties aériennes Limonéne 60,5 [62]
5-3-Carene 13

7 E. caeruleum M.B. Iran Parties aériennes Limonéne 56,7 [61]
B-sesquiphellandréne 8,9
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a-Pinéne 6,5
8-3-Caréne 5,9

8 E. campestre L. Espagne Inflorescence Germacréne D 30,3-40,3 [129]
B-Curcumeéne 0,7-22,2
Myrcene 3-21,7

9 E. campestre L. Espagne Tiges et feuilles (E)-B-Farnésene 0,1-19 [129]
Germacrene D 31,1424
Myrcéne 0,5-23,2

10 E. campestre L. Italie Parties aériennes Germacrene D 13,8 [54]
Allo-aromadendréne 7,7
Spathulénol 7
Lédol 5,7

11 E. campestre L. Italie Inflorescences Germacréne D 49,5 [55]
Apiol 19,5
a-Himachaléne 15,1

12 E. caucasicum Trautv Iran Feuilles B-Sesquiphellandréne 44,3 [59]
Limonene 20,1
Trans-B-Farnésene 14,1

13 E. expansum F. Muell. Australie Parties aériennes 7-épi-Sélinéne 38,3 [72]
Cis-B-Guaiéne 10,8
2,3,6-Triméthylbenzaldéhyde 8

14 E. glaciale Boiss. Espagne Inflorescence isomére du Phyllocladéne 43,5 [65]
(E)-Caryophylléne 15,2
Valencéne 11,5

15 E. glaciale Boiss. Espagne Tiges et feuilles isomere du Phyllocladéne 41,3 [65]

16 E. pandanifolium Cham. et Espagne Parties aériennes a-Pinéne 20,8 [135]
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Schlecht (M.Master) B-Elémene 10,6

Limonéne 5,8
Myrcene 4,6
Germacréne A 4,7

17 E. pandanifolium Cham. et Brésil Parties aériennes B-Eléméne 4 [71]

Schlecht (E)-Caryophylléne 5,2

Germacrene D 28,9
Bicyclogermacrene 12,8
Germacréne B 44
Spathulénol 6,4
Oxyde de Caryophylléne 4,3
a-Cadinol 11,1

18 E. planum L. Pologne Feuilles Limonéne 14,7 [51]
B-Pinéne 9,8

19 E. planum L. Australie Fruits y-Terpinéne 4,5 [72]
a-Muuroléne 3,9

20  E. rosulatum P. W. Michael ined. Australie Parties aériennes B-Elémene 16 [146]
Bicyclogermacréne 12,5
d-Eléméne 7

21 E. thorifolium Boiss. Turquie Fleurs a-Pinéne 58,6 [63]

22 E. vesiculaosum Labill. Australie Feuilles (hiver) B-Caryophylléne 20,3 [147]
Germacrene D 19,2
a-Humuléne 8,8

23 E. vesiculaosum Labill Australie Feuilles (été) Bicyclogermacrene 22,2 [147]
[-Caryophylléne 15,6
Germacrene D 15,8
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a-Humulene 8,1

24 E. yuccifolium Michaux. Egypte Feuilles Germacréne D 18,3 [48]
Terpinoléne 17,8
Bicyclogermacréne 8,8
a-Pinéne 7,6
-Caryophylléne 6,2
Falcarinol 9,6

25 E. yuccifolium Michaux. Egypte Tiges Germacrene D 38,4 [48]
y-Amorphéne 12,2
Bicyclogermacréne 10,1
Bicyclosesquiphellandréne 3,4

26 E. yuccifolium Michaux. USA Parties aériennes Germaceréne B 40 [148]

27 E. serbicum Serbie Parties aériennes Germacréne D 19,7 [69]
B-Elémene 10
Spathulénol 6,9

28 E. paludosum Australie Parties aériennes y-Terpinéne 12,9 [149]
B-Bisaboléne 12,2
Germacréne D 7,6
Myrcéne 7,3
B-Caryophylléne 7
Limonéne 6
a-Humulene 51

29 E. aquifolium Espagne Inflorescences Germacrene D 30,3 [60]
Sesquicinéole 26,7

30 E. aquifolium Espagne Tiges et feuilles Germacrene D 46 [60]
Myrcéne 13,8

102




31 E. aquifolium Espagne Racines Isomére du Phyllocladéne 63,6 [60]
32 E. vesiculosum Australie Feuilles (hiver) B-Caryophylléne 20,3 [147]
Germacréne D 19,2
a-Humuléne 8,8
33 . vesiculosum Australie Feuilles (été) Bicyclogermacréne 22,2 [147]
B-Caryophylléne 15,6
Germacrene D 15,8
a-Humuléne 8,1
34 . dilatatum Espagne Parties aériennes Germacrene D 10,3 [135]
(M.Master) Bicyclogermacréne 8,1
Spathulénol 59
a-cadinol 5,7
Acétate de Z-a-chrysanthényle 11,1
a-Pinéne 9,2
35 . eriophorum Brésil Parties aériennes B-Elémene 54 [71]
(E)-Caryophylléne 7,1
Germacrene D 35,1
Bicyclogermacréne 10,4
Spathulénol 6,2
a-Cadinol 4,9
36 . nudicaule Brésil Parties aériennes (E)-Caryophyllene 10,8 [71]
a-Humulene 4,7
10-épi-B-Acoradiéne 5,6
Germacrene D 5,4
Bicyclogermacrene 17,2
Trans-B-Guaiéne 5
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B-Bisaboléne 75
Longipinanol 4,6

37 E. duriaei subsp. juresianum (M. Espagne Parties aériennes a-néocallitropséne 31,9 [135]

Lainz) M. Lainz (mémoire E-B-Caryophylléne 20,2
master) Isocaryophyllén-14-al 8

14-hydroxy-B-caryophylléne 6,9
Oxyde de Caryophylléne 5
Bicyclogermacréne 4,7

38 E. amethystinum L. Croatie Parties aériennes B-Caryophylléne 19,7 [57]
a-Bisabolol 7,9
2,3,6-Triméthylbenzaldéhyde 7,9

39 E. amethystinum L. Italie feuilles a-Pinéne 11,8 [150]
2,3,6-Triméthylbenzaldéhyde 24,7
Germacrene D 31,3

40 E. amethystinum L. Italie Inflorescence a-Pinéne 25,6 [150]
2,3,6- Triméthylbenzaldéhyde 11,8
Germacréne D 14,5

41 E. amethystinum L. Italie Fruits a-Pinéne 17 [150]
2,3,6-Triméthylbenzaldéhyde 16,9
Germacréne D 7,6

42 E. maritimum L. Italie Parties aériennes Germacréne D 10,4 [151]
2,4,5-Triméthylbenzaldéhyde 8,3

43 E. maritimum L. Italie Racines Germacrene D 15,9 [151]
2,4,5-Triméthylbenzaldéhyde 6,7

44 E. maritimum L. France Parties aériennes Germacrene D 13,7-45,9 [152]
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4BH-Cadin-9-én-15-al

18,4-27,6

4BH-Cadin-9-én-15-ol 2,2-14,3
4BH-Muurol-9-én-15-al 4,3-9,3

45 E. yuccifolium Michaux. Egypte Racines Terpinoléne 25,8 [48]
Trans-B-Bergamotene 18,6
Benzaldéhyde 2,3,6- 13,9
triméthylbenzaldéhyde

Les constituants oxygénés

46 E. alpinum L. Croatie Parties aériennes Oxyde de Caryophylléne 21,6 [57]

47 E. campestre L. Croatie Parties aériennes y-Cadinén-15-al 23,3 [67]
Spathulénol 10,7
Acide Octanoique 9,8
Arom. curcumene 8,6

48 E. duriaei subsp. juresianum (M. Egypte Parties aériennes a-néocallitropséne 26 [68]

Lainz) M. Lainz Isocaryophyllén-14-al 16,2

14-hydroxy-B-caryophylléne 13,4
Oxyde de Caryophylléne 7,6
E-p-Caryophylléne 6,3

49 E. maritimum L. Portugal Parties aériennes Spathulénol 19 [35]
Oxyde de Caryophylléne 8,2

50 E.planum L. Turquie Feuilles Acétate de Bornyle 18,1 [51]
Limonéne 11,3
Terpinén-4-ol 10,9

51 E.planum L. Pologne Parties aériennes Sesquicinéole 21,3 [69]
Oxyde de Caryophylléne 16
Spathulénol 16
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Sabinéne 55

52  E. rostratum Cav. Serbie Tiges Spathulénol 20 [72]
B-Bisabolol 8,6
Oxyde de Caryophylléne 8

53 E.tricuspidatum L. Australie Parties aériennes a-Bisabolol 32,6 [70]
a-Curcumene 6,5

54 E. glomeratum Algérie Parties aériennes Acétate de Cis-chrysanthényl 27,3 [50]
14-hydroxy-a-muuroléne 19,6
a-bisabolol 12

55 E.glomeratum Tunisie Racines [B-oplopénone 20 [50]
di-épi-cédrenoxide 15,9
8-Sélinéne 15,6
Germacréne D 51
9-hydroxy isolongifoléne 4,1
Epoxyde de Isolongifolene 3,4

56 E. barrelieri Boiss Tunisie Parties aériennes B-sélinéne 20,1 [50]
di-épi-cédrenoxide 18,7
B-oplopénone 10,6

57 E. floribundum Tunisie Parties aériennes Acétate de Cis-Chrysanthényl 6 [71]
2,3,6-Triméthyl benzaldéhyde 15,7
(E)-caryophylléne 4,9
Oxyde de Caryophylléne 36
Globulol 7
Viridiflorol 5
a-Cadinol 4

58 E. creticum Lam. Brésil Tiges Acétate de Bornyl 28,4 [153]
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Camphor 17,8

a-pinéne 12,1
Germacréne D 9,4
Bornéol 8,6
a-thujene 4,2
E. bungei Boiss. Iran Parties aériennes Cuminol 55,3 [154]
E. bungei Boiss Iran Parties aériennes Bornéol 44,4 [155]
Iran Formyl d’Isobornyl 14,7
Isobornéol 9,2
1,8-Cinéol 9,1
Camphor 7,9
E. pandanifolium Cham. et Feuilles Acétate de Bornyl 20,8 [72]
Schlecht B-Sélinéne 13,8
a-Sélinéne 11,3
E. paniculatum Cav. Australie Inflorescence (E)-Anéthole 52,6 [156]
a-Pinéne 19,1
E. planum L. Argentine Inflorescence Acétate de Cis-Chrysanthényl 43,2 [51]
E. pandanifolium Cham. et Pologne Fruits Octanal 115 [72]
Schlecht B-Sélinene 9,2
E. caeruleum M.B. Australie Parties aériennes cyclobutadicyclooctene, 47 [78]
hexadecahydro 11,2
Acide hexadecanoique 5,4
Acide Linoleique 4,2
Limonene
E. corniculatum Lam. Iran Inflorescence 2,4,6-Triméthylbenzaldéhyde 50,8 [66]
a-Pinéne 4
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Acétate de chrysanthényl 4
67 E.corniculatum Lam. Espagne Tiges et feuilles 2,4,6-Triméthylbenzaldéhyde 50 [66]
68 E.corniculatum Lam. Espagne Racines 2,4,6-Triméthylbenzaldéhyde 29,8 [66]
Isomere de Phyllocladéne 13
(E)-Nérolidol 9,4
69 E.creticum Lam. Espagne Fleurs Hexanal 52,9 [63]
Heptanal 13,9
Octane 9
70 E. foetidum L. Turquie Parties aériennes (E)-2-Dodecenal 57,8-67,1 [53]
Lauraldéhyde 7-11,5
Vietnam 13-Tetradecenal 9
71 E.foetidum L. Parties aériennes (E)-2-dodecenal 45,5 [157]
Acide 2-dodecenoique 15,5
72  E. foetidum L. Vietnam Feuilles 2,4,5-Triméthylbenzaldéhyde 20,5 [73]
73 E. foetidum L. Cuba Feuilles (E)-2-dodécenal 37,4 [74]
Acide Dodécanoique 10,7
Acide Trans-2-dodecanoique 9,7
(E)-2-tridécenal 6,7
Duraldéhyde 51
Tetradécanal 4.4
Bengladesh Acide Hexadecanoique 12,1
Carotol 9,9
74 E. foetidum L. Racines Duraldéhyde 37,6-53,1 [53]
13-Tetradécenal 7,2-13,1
(E)-2-Dodécenal 7,1-11,6
Falcarinol 3,4-8,1
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75 E. foetidum L. Vietnam Feuilles (E)-2-dodécenal 59,7 [75]
76  E. foetidum L. Malaysia Racines 2,3,6-triméthylbenzaldéhyde 37,55 [75]
2-formyl-1,1,5-triméthylcyclohexa- 19,8
2,4-dien-6-0l (19.82%)
77 E.foetidum L. Malaysia Feuilles Tri-Me benzaldéhyde 16,5 [76]
Dodécanal 4,7
Muurola- 4,10(14)-dién-1a-ol 10,2
Isomére de Neophytadiéne 4,5
Acétone de Hexahydrofarnésyl 55
Acide Palmitique 4,9
Phytol 4,9
78 E. foetidum L. Inde Racines Tri-Me benzaldéhydes 4-57 [76]
2-formyl 1,1,5-tri-Me 2,5- 4,9
cyclohexadien-4-yl-2-
méthylbuténoate
79 E. foetidum L. Inde Parties aériennes (E)-2-Dodécenal 58,1 [77]
Dodécanal 10,7
2,3,6- triméthylbenzaldéhyde 7,4
(E)-2-tridécenal 6,7
80 E.palmatum Népal Racines Octanal 31,7 [79]
Curcumeéne 59
2,3,6-Triméthylbenzaldéhyde 5,4
81 E.planum L. Serbia Racines Falcarinol 64,4 [51]
82 E.planum L. Pologne Racines (2)-falcarinol 34,9 [79]
Octanal 31,7
a-curcumene 59
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2,3,6-triméthyl benzaldéhyde 5,4
Heptanal 4,5

83 E. barrelieri Boiss Serbie Racines di-épi-cédrenoxide 26,5 [50]
[B-oplopénone 20,3
Acoradiéne 10,5
d-cadinéne 4
y-eudesmol 4
d-cadinol 3

84 E. horridum Tunisie Parties aériennes Aromadendréne 9,1 [71]
v-Decalactone 7,4
Pentadécane 53,5
Globulol 18,6
Viridiflorol 4,6

85 E.caucasicum Trautv. Brésil Feuilles 4(5)-Acetyl-1H-imidazole 63,6 [59]
Thymol 13,9
B-Sesquiphellandréne 10

86 E. foetidum L. Venezuela (E)-2-Dodécenal 21,5 [158]
Carotol 8,8
3-Dodécenal 5,2
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Annexe 2. Données de la littérature sur la présence du falcarinol dans les huiles essentielles. (Partie B)

% du falcarinol dans les organes

Famille botanique ~ Genre Espéces Origines Ref
R PA Fl T F Fr
Serbie 0-95,3 0-35,6 [159]
Serbie 3,0 [160]
Seseli rigidum Bulgarie 48,7 [161]
Serbie 34-94 [162]
Serbie 88,8 [138]
Trinia glauca Serbie 10,6 [163]
Ferula communis Italie # # # # [164]
barrelieri - 1,4 tr
Eryngium glomeratum Tunisie tr 0,3 [50]
planum Pologne 64,4 0,2 0,4 [51]
yuccifolium Algérie 3,2 3,2 9,6 [52]
foetidum Vietham # [53]
Chuanminshen violaceum China 57 [165]
Malabaila aurea Gréce 4,5 [166]
Saposhnlko_vla FﬂVfil’_ltlca Chine # [167]
Notopterygium incisium #
Lingusticopsis wallichiana Inde 21 5,7 6,1 [168]
a Carum carvi République tchéque 3,7 3,7 [169]
graecum Serbie # [170]
Dicyclophora persica Iran 32 [171]
Angelica dahurica Chine # [172]
nevadense 48,5 [173]
foeniculaceum 38,5 [174]
rigidum 10,8-14,9 [175]
Lomatium dasycarpum ssp USA
macrocarpum,var 0.1-44.6 [176]
utriculatum ' '
lucidum
Chaerophyllum temulum Serbie 61,7-62,3 [177]
azoricum Portugal tr [178]
satyvum Iran # [179]
Levisticum officinale Allemagne tr [180]
Pastinaca hirsuta Serbie # [181]
Acanthopanax sessiliflorus Chine # [182]
Oplopanax horridus Chine 3.6111 [183]
Scandix pecten-veneris | Serbie tr tr tr [184]




Glehnia littoralis Japon 0,4-24,6 [185]
Apium nodiflorum Italie # [186]
Bupleurum chinense Chine 0,8 [187]
Aegopodium podagraria Estonie 0,2 0,6 [188]
transcaucasicum pastinacifolium,
Heracleum persicum Iran # [189]
rechingeri
Ostericum citriodorum China 7,2 [190]
Ridolfia segetum . #
Oenanthe cr(g)cata Italie # [191]
ordylium apulum Italie 0,3 [192]
notoginseng 28,8
vietnamensis Chine 70,6 [193]
Panax st'ipuleanatus _ 64,6
ginseng Chine [194]
b japonicas Chine 10,4 [195]
quiquefolium Pologne 16,5 [196]
Hydrocotyle sibthorpioides Chine 19,2 [197]
Sciadophyllum pulchrum Egypte tr [198]
Ocimum basilicum Turquie 0,9 [199]
Eleuterococcus senticosus Chine/Russie 1,4 [200]
Aster tkatrlt_:us . Corée # [201]
oraiensis
Tithonia diversifolia Cote d’ivoire 0,1 0,1 [202]
Artemisia campestris Maroc 1,6 [203]
monosperma Avrabie saoudite tr tr [204]
¢ Tridax procumbens Inde 25,9 [205]
Berula erecta Serbie 21,5 [206]
Pandanus amaryllifolius Chine tr [207]
Tussilago farfarae Chine # [208]
Galinsoga parviflora Colombie # [209]
Carpesium macrocephalum Chine # [210]
d Pittosporum glabratum Chine 21,5 [211]
o Calycotome villosa Italie 1,4 [139]
Astragalus gombiformis Tunisie # # [212]
f Adenophora tetraphylla Chine # [213]
g Magnolia figo Chine tr [214]
h Mussaenda hainanensis Chine # [215]
i Cleistocalyx operculatus Vietnam 0,5 [216]
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Famille botanique: a: Apiaceae; b: Araliaceae; c: Asteraceae; d: Pandanaceae; e: Fabaceae; f: Campanulaceae; g: Magnoliaceae; h: Rubiaceae; i: Myrtaceae; R: Racines;



PA : Parties aériennes; FI: Fleurs; T: Tiges; F: Feuilles; Fr: Fruits; G: Grains; tr: composé en trace; #: aucune donnée.

Annexe 3. Composition chimique de I’huile collective (Ert Coll) et les 25 huiles essentielles des parties aériennes des 25 stations. (Partie B)

Echantillons d’huile essentielle (51-525)"

No,®  Composés litre ype I Hﬁ?" Idenotri;icati Sroupes Groupe 2 Groupe 3 SrTi STa
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15  S16 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23  S24  S25
1 heptane 700 703 700 0,5 RI, MS 0,1 0,2 0,3 tr 0,2 03 03 0,9 1,2 0,4 0,8 14 1,2 11 05 06 14 1 1,4 13 11 0,1 09 07 0,9 0,1 14
2 hexanal 770 774 1055 03 RI, MS 02 01 01 tr 02 02 02 02 02 tr tr tr 01 04 02 05 02 03 tr 1 06 02 06 16 02 01 16
3 heptanal 876 877 1187 0,9 RI, MS tr 0,4 tr tr tr tr tr tr 06 03 06 04 06 tr tr tr 0,8 11 1 tr 11 0,9 13 tr 0,6 0,2 13
4 octanal 980 979 1531 91 RI, MS 1 25 12 2 18 2 18 37 73 39 54 77 17 56 41 56 104 121 119 116 121 103 105 126 128 1 12,8
5 (E)-2-octenal 1036 1039 1416 1,2 RI, MS tr 0,1 0,2 0,1 tr 0,1 0,1 0,3 tr 0,1 tr tr tr 0,1 05 0.2 02 03 tr tr 0,2 0,5 tr tr tr 0,1 0,5
6  1l-octanol 1058 1063 1394 tr RI, MS 01 o1 01 07 03 tr tr 01 01 05 01 02 01 tr 0,2 tr 03 2 03 tr 02 02 03 03 01 01 2
7 nonan-2-one 1070 1077 1388 0,4 RI, MS 0,1 0,1 tr tr tr tr tr tr 0,2 0,1 tr 0,3 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,3 0,3 0,3 tr tr 0,1 0,3
8  nonanal 1083 1081 1394 25 RI, MS 02 04 04 04 04 03 02 03 06 07 05 06 09 07 04 08 11 17 12 14 12 09 14 16 tr 0,2 17
9 (E)-2-nonénal 1136 1133 1530 0,9 RI, MS 03 03 06 04 04 0,2 0,2 04 05 07 04 07 0,6 08 04 05 0,8 14 1 0,9 1,2 0,7 1 11 1 0,2 14
10 (Z)-2-nonén-1-ol 1158 1155 1688 01 RI,MS,Ref 04 01 tr tr 01 tr tr tr 05 05 05 07 07 02 tr 0,2 tr 06 09 tr 1 09 04 01 03 01 1
11 acide octanoique * 1173 1174 1866 1,1 RI, MS tr 0,1 tr 0,2 0,1 tr tr tr 0,2 0,2 0,2 0,3 tr 0,2 tr tr 0,4 tr 0,5 tr 0,5 0,4 0,4 tr tr 0,1 0,5
12 1-decen-3-ol 1172 1181 1643 17 RI, MS tr 02 01 03 06 05 02 02 01 01 03 01 03 05 06 07 05 02 01 01 01 01 05 04 01 01 0,7
13 decanal 1185 1183 1498 0,1 RI, MS 0,2 0,1 tr tr tr tr tr tr 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 tr tr tr tr tr tr tr 0,1 0,1 tr tr 1 0,1 1
14 3-dodecen-1-yne* 1120 1214 - 0,7 RI, MS tr 01 01 tr 01 03 tr o4 04 01 07 07 04 04 02 05 07 06 06 07 04 08 04 tr 09 01 0,9
15 carvone 1222 1225 1739 0,2 RI, MS tr 0,1 tr tr tr tr tr 0,4 0,1 0,1 0,1 0,2 tr tr tr 0,5 0,7 0,4 0,8 tr 0,2 0,7 tr tr tr 0,1 0,8
16 (E)-2-decanal 1248 1251 1652 11 RI, MS 0,2 tr 0,2 tr tr 0,2 tr tr 01 04 01 0 02 05 ftr tr 02 03 tr tr 03 02 07 tr 1 0 1
17 (E,E)-2,4-decadienal 1290 1289 1820 tr RI, MS 0,3 0,1 0,1 tr 0,3 tr tr 0,1 0,1 0,4 0,1 0,7 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,2 tr tr tr tr 0,1 0,7
18  B-ionone 1466 1454 1936 0,2 RI, MS 02 03 04 tr 02 01 tr 02 01 03 01 03 tr 05 tr 03 04 04 05 06 02 05 04 tr tr 01 0,6
19 gﬁ:?&?;ﬁg‘_’gséfenty" 1481 1486 1495 11 RILMS,Ref 1 09 25 57 19 22 3 2 11 1 12 14 15 22 14 27 19 26 2 38 11 11 19 1 12 09 57
20 y-undecalactone* 1533 1524 2266 0,7 RI, MS 0,2 tr tr tr tr tr tr tr 01 tr tr 01 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr 0,1 0,1
21  acide dodecanoique * 1556 1547 2474 0,5 RI, MS, Ref tr 0,1 tr tr 0,1 tr tr tr 0,1 0,2 tr tr tr 0,5 tr tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr 0,1 0,5
22  acide hexadecanoique* 1962 1968 2330 04 RI, MS 08 13 16 06 14 17 18 26 01 2 25 37 28 29 05 19 28 24 28 17 32 28 26 23 2 01 37
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23 falcarinol 2028 2026 3086 71,2 RI,MS,Ref 906 87,1 836 846 869 869 851 784 782 799 783 714 732 734 782 748 67,7 635 655 681 657 697 667 69 689 635 90.6
24 o-kauréne 2046 2049 2389 0,7 RI, MS 03 01 01 tr 01 01 tr 02 01 02 02 03 01 tr tr 03 03 03 04 tr 02 03 03 tr tr 01 04
identification % 962 948 916 95 951 951 929 90,4 92,1 922 921 91,3 905 90 872 90,1 90,8 91,2 909 912 914 91,7 906 90,7 91 872 96.2
Composés oxygénés 90,3 948 886 893 928 922 896 86,9 893 905 892 875 873 863 851 86 86,5 86,7 865 854 886 894 871 89 88 851 935
Composés hydrocarbonés 22 14 3 57 23 29 33 35 28 17 29 38 32 37 21 41 43 45 44 58 28 23 35 17 3 13 58
Composés non-terpénique 919 957 91,1 95 948 949 929 896 91,8 916 91,7 905 904 895 872 89 89,4 90,1 892 906 908 902 899 90,7 91 872 95
Rendement (%) 0,03 004 006 004 005 007 0,08 0,04 01 002 0,08 008 005 003 003 0,02 0,06 001 011 0,03 003 006 004 002 004 001 0,11

& L'ordre d“élution donné sur colonne apolaire (Rtx-1)
® Indices de rétention issue de la littérature donnés sur colonne apolaire
¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax
¢ Pourcentages d‘identification donnés sur colonne apolaire de I’huile collective des parties aériennes d’E. triquetrum HEColl.
"Huiles essentielles obtenues au cours du cycle végétatif (station S1)
91r: Indice de rétention; SM: Spectre de Masse en impact électronique. Ref: Composes identifies a I’aide de bibliothéques commerciales [99]

" Pourcentages d‘identification des huiles essentielles des 25 échantillons d’huiles essentielles d’E. triquetrum exprimer en Min et Max dans la derniére colonne.

Annexe 4. Composition chimique de I’extrait héxanique d’E.campestre : (Partie B)

No.? Components IRI," RI,° RI,° Erc ext hex |dentification
1  a-copaéne 1379 1375 1438 0,4 Ir, SM
2 p-bourbonéne 1385 1383 1515 0,1 Ir, SM
3 B-eléméne 1388 1387 1589 0,5 Ir, SM
4  B-ylangéne 1420 1416,7 1562 0,6 Ir, SM
5  B-copaéne 1431 1432 1581 0,2 Ir, SM
6  alloaromadendrene 1451 1454 1631 tr Ir, SM
7 4,5-di epi aristolochene 1467 1465 1665 0,4 Ir, SM
8  a-curcumene 1470 1471 1742 1 Ir, SM
9  Germacrene D 1476 1480 1704 23,6 Ir, SM
10 B-selinene 1483 1484 1712 0,8 Ir, SM
11 a-muurolene 1496 1503 1720 0,2 Ir, SM
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12 B-bisabolene 1500 1500 1720 1,2 Ir, SM
13 sesquicineole 1505 1506 1737 1,1 Ir, SM
14 gamma-cadinene 1507 1509 1752 0,2 Ir, SM
15 B-curcuméne 1509 1510 1733 0,5 Ir, SM
16  d-cadinene 1516 1514 1752 1 Ir, SM
17  o-cadinene 1535 1533 1743 0,1 Ir, SM
18 salvial epoxy-1,5-4(14)-ene 1545 1548 1941 0,8 Ir, SM
19 germacrene B 1553 1551 1827 0,4 Ir, SM
20  spathulenol 1563 1562 2103 1,3 Ir, SM
21  p-copaéne-4-a-ol 1575 1573 2141 1 Ir, SM
22 salvial-4(14)-en-1-one 1583 1585 2005 0,5 Ir, SM
23 ledol 1600 1602 2030 0,8 Ir, SM
24 t-cadinol 1632 1638 2169 0,9 Ir, SM
25 a-cadinol 1645 1645 2231 1,6 Ir, SM
26  a-bisabolol 1663 1672 2199 0,7 Ir, SM
27 EIUdesma"‘(lS)'?'d'e”'l"" 1681 1667 2333 8,2 I SM
28  14-hydroxy a-muurolene 1755 1755 2599 0,3 Ir, SM
29  14-hydroxy delta cadinene 1788 1784 2607 0,2 Ir, SM
30 acid hexadecanoic 1942 1941 2930 0,2 Ir, SM
31 falcarinol 2028 2026 2.8 Ir, SM, Ref
32 Campestrolide 2143 23 Ir, SM, NMR
33 falcarindiol * 2142 2164 2970 9,4 Ir, SM, NMR

Taux d’identification % 84

Composés hydrocarbonés 31,2

Composés oxygénés 52,8

Sesquiterpénes hydrocarbonés 31,2

Sesquiterpénes oxygénés 17,4

Composeés non terpéniques 3

® L'ordre d*élution donné sur colonne apolaire (Rtx-1)
® Indices de rétention issue de la littérature donnés sur colonne apolaire
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¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1
¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax
¢ Pourcentages d‘identification donnés sur colonne apolaire de I’extrait héxanique des parties aériennes

d’E. campestre (Erc ext hex).
fIr: Indice de rétention; SM: Spectre de Masse en impact électronique. Ref: Composes identifies a I’aide de

bibliotheques commerciales [99].

Annexe 5. RMN-13C du composé NI32 dissout dans I’acétone-d6, obtenu a 125.77 MHz a 300K (Partie B)

N.°C Type de carbone Sc (ppm)* 84 (ppm)*  Const. Couplage J(Hz)-Multiplicité

. CH,= 11078 5,58 16,90; 1,2/dd
5,37 10,17; 1,2/dd

2 -CH= 133,34 5,96 5,85; 10,17; 16,90/ ddd

3 -CH-O 65,05 5,87 5,85/d

4 -C= 73,59 - -

5 -C= 72,22 - -

6 -C= 64,94 - -

7 -C= 82,56 - -

o —C-CH,-C= 17,10 3,07 18,30; 7,05/ dd
2,99 18,30; 7,05/ dd

9 -CH= 122,44 5,54 m

10 -CH= 135,77 5,61 m

11 -CH,- 28,90 2,16/2,10 m

12 -CH,- 30,48 1,26 m

13 -CH,- 29,60 1,36 m

14 -CH,- 29,57 1,44 m

15 -CH,- 31,04 1,35 m
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16
17
18

-CH,-

-CH,-C=0

-C=0

27,17
34,96
172,98

2,39/2,34

1,68

m

m

*Chemical shift values are referred to the acetone - d6: 2.05 ppm (*H) and 29.92 ppm (**C), respectively, used as internal standard.

Annexe 6. Compositions chimiques des 37 échantillons d’huiles essentielles d’E. campestre (S1-S37). (Partie B)

Erc

No.? Composés litr,® IR° Ir® HE 52" ST"" SI S2 S3 S4 S5 S6 ST S8 S9 S0 SIl SI12 SI3
coL
1  B-pinéne 970 972 1120 0212 O1 04 03 02 01 04 - - - - - - - 03 01
2 myrcene 979 981 1153 2,7 01 84 84 3 13 47 35 34 24 49 46 1,9 5 52 1.8
3 p-cymene 1011 1013 1258 0,1 4735 - 02 0,2 - 0,3 - - - 0,1 - - - -
4 limonene 1020 1022 1199 0,21 0,1 1,99 - - - - - 0,1 12 01 01
5 z-B-ociméne 1024 1026 1230 0,1 0,09 0,2 - - - - - - - - - - 0,1 - -
6  d-terpinene 1047 1049 1243 01 03 01 - 0,2 - - - - - - - 0,2 - -
7 nonan-2-one 1070 1076 1388 01 02 02 - 0,1 - - - - - 0,1 - - - -
8 terpinolene 1078 1079 1280 01 04 02 03 - 0,1 - 01 01 021 - - - - -
9 nonanal 1083 1082 1394 01 009 05 O01 02 01 01 01 - - 0,1 - - 0,3 - -
10 décanal 1185 1184 1498 03 0,09 0,77 02 06 03 02 01 02 04 01 - 0,2 01 01 -
11  E-2-décénal 1248 1247 1652 04 01 07 03 02 01 - - 04 03 01 02 0,2 02 01 -
12  trans-2-undecanal 1343 1348 1726 01 04 01 01 - 0,2 - 0,1 - - - 0,1 - - -
13 a-copaéne 1379 1375 1438 09 01 14 11 03 03 14 1 14 06 03 - 0,8 0,5 1 0,7
14  B-bourbonéne 1385 1383 1515 01 01 29 01 06 01 02 - 02 01 01 12 - 02 02 02
15 p-élémene 1388 1387 1589 3 01 88 15 01 42 19 - 15 12 22 01 1 07 11 1
16  B-ylangene 1420 1417 1562 06 01 09 08 04 07 09 - 11 09 06 16 11 06 15 1
17 trans caryophyllene 1424 1426 1591 01 16 03 01 15 04 - 1,2 07 02 12 0,6 - 04 0,6
18 y—|_7»|_méne 1431 1432 1581 12 01 74 07 01 01 - - 0,1 - 74 38 - 0,2 - -
19 trans-o-bergamoténe 1432 1433 1575 12 01 0,7 0.2 - - - - - - - 0,7 - 01 01 -
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20
21
22

23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

36

37

38
39

40

41

42
43

44

45

trans B-farnésane
alloaromadendréne
a-humullene
4,5-di epi
aristolochéne
y-muurolene
a-curcumene
geracréene D
B-selinéne
a-muuroléne
B-bisaboléne
sesquicinéol
Delta-cadinéne
B-curcumene
d-cadinéne
trans-a-bisaboléne
B-élémol*

hydrate de 7 epi-
trans-sesquisabinéne
salvial epoxy-1,5-
4(14)-ene
germacrene B

spathulénol

Oxyde de
caryophylléne
salvial-4(14)-en-1-
one

ledol
1,10-di-epi-Cubénol
caryophyla-
4(14),8(15)-dien-5-
alpha ol

t-cadinol

1448
1451
1456

1467

1467
1470
1476
1483
1496
1500
1505
1516
1509
1516
1532
1535

1543

1545

1553
1563

1576

1583

1600
1610

1626

1632

1449
1454
1457

1465

1469
1471
1480
1484
1503
1500
1506
1513
1510
1514
1531
1534

1547

1548

1551
1562

1570

1577

1602
1611

1624

1638

1661
1631
1665

1665

1683
1742
1704
1712
1720
1720
1737
1752
1733
1752
1753
2072

1991

1941

1827
2103

1980

2005

2030
2054

2285

2169

04
02
03

0,3
0,9

15,2
0,9
0,8
0,2
0,5
0,3
0,2
15
0,5
0,8

2,1

3,1
4,8

0,2

1,8

1,6
1,4

0,3

2,3

0,1
0,1
0,1

0,1

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

0,1

0,1

0,2
0,1

0,1

0,1

0,1
0,1

0,3

0,3

82 82 23 02 2 81
17 02 02 01 01 -
21 01 03 01 - -
19 - 19 - - -
14 - - - 01 03
38 05 - 16 - 072
53,4 30,4 26,4 29,7 242 39,2
31 04 05 04 06 01
41 19 05 02 12 07
53 14 02 05 05 01
41 02 09 01 02 -
25 02 03 - 01 -
74 03 08 06 02 -
62 15 07 - 16 01
33 - 01 04 01 09
34 01 18 26 04 18
26 - 05 - 07 18
33 02 1 09 12 06
215 04 64 43 53 09
76 13 15 13 07 01
39 26 19 22 13 01
36 1 17 04 05 07
5. 05 06 06 01 04
23 01 1 22 14

47 05 14 03 22 06
56 1 21 21 09 03

0,5

1,2

0,3
39
0,4
41
0,4
0,3

0,3
6,2
0,2
0,2

0,2

2,6
2,9

0,8

0,2

0,4
0,4

04
0,4
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0,5
1,3

0,1

36,2
04

0,1
0,4
0,2

1,5
0,2
0,2

04

0,2

1,3
3,5

0,9

0,3

0,6
0,5

0,6

3,1

2,4

0,1
0,2

14,6
0,3
0,9
0,5
0,4

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

21,5
15

0,4
0,2

0,2
0,3

11

0,4

2,1
0,2

3,8
17,1
3,1
0,4
1,7
41

7,4

3,3
1,5

0,3

14,1
0,9

0,5

0,1

0,2
0,8

0,7

2,5

0,6
1,7
0,1

42,1
0,4
3,2
0,1
0,4
0,2

1,5
0,1

0,5

0,6

0,2
3,5

0,8
0,1

0,3
0,8

3,1

0,6

0,3
0,7

27
1,0
1,4
0,3

0,4

7,3
2,1

0,8

0,7

1,6

2,7

0,7

52,4
0,5

0,5
0,3

1,7
0,2

0,3

0,1

0,2
15

0,5

0,2

0,7
0,7

1,4

1,3

0,8

37
0,5
1,6
0,2
0,4

1,5
0,3
0,1

0.4

1,1

0,3
2,4

0,8

0,3

0,3
0,3

0,5

2,8



46 g-cadinol 1645 1645 2231 55 02 76 12 11 21 17 28 37 03 02 08 11 2 38
47 Ei‘;ﬂ?i[‘;;f‘(;f(lf’)'?' 1663 1672 2199 3 01 76 03 12 25 17 03 21 19 07 02 15 42 12 23
48 a-bisabolol 1681 1667 2333 06 01 52 1 06 05 04 01 06 05 01 02 05 28 04 04
49 Ll4-hydroxya- 1755 1759 2599 05 01 44 03 06 21 02 - 02 04 13 03 05 01 03 05
muuroléne
5o L4-hvdroxydelta g8 4784 2607 1 02 14 04 04 05 - 03 06 02 02 07 02 06 09
cadinéne
51 Acide 1942 1941 2930 12 01 08 01 04 02 Ol - - 02 01 08 03 02 03 03
hexadécanoique
52 Campestrolide* 2142 2143 2970 103 16 353 81 89 53 103 117 59 121 115 27 86 102 52 129
Taux d'identification 758 70,1 863 79 742 732 71 741 831 816 833 834 791 794 863 782
Rendement 0ol 02 016 019 019 02 019 011 02 019 018 012 011 02 018
Composés hydrocarbonés 36,1 11,3 76,1 59,7 486 496 466 57,2 648 514 641 726 56,0 51,7 69,4 49,7
Composés oxygénés 39,7 91 649 195 256 237 244 169 183 302 192 109 231 277 169 285
Sesquiterpénes 605 34,5 793 609 601 653 549 584 729 661 664 749 678 619 75 63
Sesquiterpénes oxygénés 274 62 366 107 179 203 141 68 122 178 111 127 141 193 115 17,3
Sesquiterpénes hydrocarbonés 331 82 731 502 422 45 408 51,6 60,7 483 553 622 537 426 635 457
Monoterpénes 3 01 9 9 37 18 52 38 36 25 5 47 19 643 56 2
Composés non-terpéniques 123 17 362 91 104 61 109 119 66 13 11,9 38 94 11 57 132
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Annexe (Suite)

N.2 Composés littra® Ira® Irp? S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23 S24  S25 S26  S27  S28
1 pB-pinéne 970 972 1110 - - 0,1 - 01 01 - - - - - - - 0,1 -
2 myrcéne 979 981 1153 01 46 27 22 42 53 16 24 27 16 1.2 1 1,7 08 26
3 p-cymeéne 1011 1013 1258 - - - 01 01 04 - 0,1 01 - - 2 - - 0,1
4 limonéne 1020 1022 1199 - - - 01 01 01 - 0,1 01 - - 1,1 - - 0,1
5 z-B-ociméne 1024 1026 1230 - - 0,1 01 - 0,2 - - 0,1 - - - - - 0,1
6 od-terpinéne 1047 1049 1243 - - - - - - - 01 01 - - 0,2 - - -
7 nonan-2-one 1070 1076 1388 - - - - 01 01 - 0,1 - - - - - 0,1 -
8 terpinoléne 1078 1079 1280 - - - 02 01 - 01 01 0,2 - 0,1 - - - 0,4
9 nonanal 1083 1082 1394 - - - 02 02 05 - 02 0.2 - - 0,3 - 02 01
10 décanal 1185 1184 1498 - 02 01 06 05 07 02 07 06 - 02 01 - 05 02
11 E-2-décénal 1248 1247 1652 0,1 - 0,3 - 0L 02 05 02 04 03 04 02 - 03 07
12 trans-2-undecanal 1343 1348 1726 - - - - 0L o001 01 01 0,2 - 0,1 - - 02 01
13 a-copaéne 1379 1375 1438 - - - o5 05 03 13 05 03 01 08 07 0,3 0,6
14  B-bourbonéne 1385 1383 1515 0,8 1 29 01 03 02 07 03 02 - 02 03 11 02 03
15 B-élémene 1388 1387 1589 0,2 05 - 12 24 17 07 1 06 11 09 08 - 0,7 09
16 B-ylangene 1420 1417 1562 122 08 09 04 04 01 08 05 03 1 09 o6 06 01 02
17 trans caryophylléne 1424 1426 1591 16 07 04 01 15 o01 08 14 08 06 04 02 12 01 03
18 g-élémene 1431 1432 1581 03 06 02 27 01 02 01 - - - - - 05 01 -
19 trans-o-bergamoténe 1432 1433 1575 - 02 01 - - - - - - - - - 0,7 - -
20 trans B-farnésane 1448 1449 1661 - 3 06 04 03 01 03 3 26 18 13 01 27 04 22
21 alloaromadendréne 1451 1454 1631 - - - - 0,3 - 12 04 01 1 14 - 1,6 - 0,3
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22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

36

37

38
39

40

41
42
43

44

45
46

47

a-humulléne

4,5-di epi
aristolochéne
g-muurolene
a-curcumene
geracréene D
B-selinéne
a-muuroléne
B-bisaboléne
sesquicinéol
Delta-cadinene
B-curcumene
5-cadinene
trans-a-bisaboléne
B-élémol*

hydrate de 7 epi-trans-
sesquisabinéne
salvial epoxy-1,5-
4(14)-ene
germacrene B
spathulénol
Oxyde de
caryophylléne
salvial-4(14)-en-1-one
lédol
1,10-di-epi-Cubénol
caryophyla-
4(14),8(15)-dien-5-
alpha ol

t-cadinol
a-cadinol
Eudesma-4(15)-7-
dien-1-p-ol

1456
1467

1467
1470
1476
1483
1496
1500
1505
1516
1509
1516
1532
1535

1543

1545

1553
1563

1576

1583
1600
1610

1626

1632
1645

1663

1457
1465

1469
1471
1480
1484
1503
1500
1506
1513
1510
1514
1531
1534

1547

1548

1551
1562

1570

1577
1602
1611

1624

1638
1645

1672

1665
1665

1683
1742
1704
1712
1720
1720
1737
1752
1733
1752
1753
2072

1991

1941

1827
2103

1980

2005
2030
2054

2285

2169
2231

2199

0,5 -
05 05
53,4 39,2
05 03
03 04
07 14
05 05
19 13
0,3 -
06 06
23 33
15 0,7
07 11
03 11
03 36
04 22
1 1,3
0,3 2
0,5 -
1,6 1
24 472

0,1
0,2

0,5
115
1,2
2,5
1,1
0,1

0,5
0,1

0,1
0,3

0,1

0,3
0,1
0,1

0,7

2,5
0,9

0,1

0,3

1,2
0,5
6,6
0,6
0,3
0,4
0,4
0,1
0,6
0,6
0,3
2,2

0,7

3,7
59

15

0,6
0,8

46
7,2

54

0,5

1,7
7,5
1,7
0,2
0,2
0,5

0,1
0,7
0,4
1,4

0,8

04

2,9
13

1,3
0,5
1,1

0,6

42
5,1

3,9

0,4

1,4
52
0,4
0,2
0,2
0,5
0,1
0,4
0,3
14

0,2

0,8

0,5
4,9

2,3

1,2
2,5
1,3

0,8

55
55

3,8

0,2
0,8
111
0,3
0,3
0,1
0,6
0,1
0,2
1,9
0,5
0,2

0,8

1,8

5,6
6,6

1,9

0,6
2,6
0,8

41

6,4
3,1

1,7
4,7
0,2
0,2
5,3
0,4
0,7
0,5
0,7

1,1

3,5
7,6

2,3

0,5
1,7
0,5

0,3

3,5
1,4

51

121

52

1,9
6,6

1,3

05
03
04

3,1
58

0,1 -
- 0,1

0,8
22,8 13,9
05 04
31 06
02 04
06 05
02 01
- 0,2

19 12
03 03
02 01
0,7 01
0,6 1
03 0,6
38 68
1,4 21
06 09
12 16
0,4 1
34 34
19 12
6,1 51
24 29

0,2
0,8
0,9

1,5
1,0
0,3
2,9
0,3

0,8

1,1

1,1

04
2,8

0,5
1,1

1,0

0,6

2,2
4,2

7,6

0,6

0,2
0,9
22,6
0,3
0,4
0,3

0,7

0,4

0,3

1,1
3,2

14

51
0,6

34
5,1

2,1
3,9

3,1

0,3

1,4
0,3
0,4
0,2
0,3
1,2
0,6
0,3
0,3
0,3
0,2

0,7
6,3

3,9

0,9
2,1
0,6

47

43
5,7

3,9



48 q-bisabolol 1681 1667 2333 01 - 02 06 05 02 07 07 06 05 07 46 05 08 08
49 14-hydroxya- 1755 1759 2599 03 03 - 44 21 15 1 14 12 05 01 12 06 03 06
muuroléene
5o L4-hydroxy delta 1788 1784 2607 - 03 - 03 - 02 11 - - 06 1 09 14 - 12
cadinéne
51 Acide hexadécanoique 1942 1941 2930 - - - 01 01 - 06 02 - - 02 05 03 - -
52 Campestrolide* 2143 2970 16 55 2,6 157 17 18 68 199 232 187 157 139 62 245 184
Taux d'identification 768 824 852 755 71,1 70,1 702 763 70,2 805 709 77,6 747 701 70,1
Rendement 017 02 011 017 012 013 015 013 0014 016 0712 013 012 0,12 0,14
composés hydrocarbonés 643 557 76,1 266 29,6 209 32,1 300 228 387 275 360 389 222 156
Composés oxygeénés 125 26,7 91 489 415 492 381 463 474 418 434 41,6 358 479 545
Sesquiterpenes 7 72,1 793 56,2 484 444 603 52,1 423 599 53 585 665 434 473
Sesquiterpénes oxygénés 113 215 62 356 266 31,2 333 275 248 249 285 31,8 306 243 36,6
Sesquiterpenes hydrocarbonés 63,7 506 73,1 206 218 132 27 246 175 35 245 26,7 359 191 10,7
Monoterpénes 01 46 29 27 46 61 17 28 33 16 13 42 17 09 33
Composés non-terpéniques 1,7 57 3 166 181 196 82 214 246 19 166 149 65 258 195
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Annexe (suite) :

N°.2 Composés littra® Ira® Irp® S29 S30 S31 S32 S33 S34 S35 S36 S37 ldentification
1 B-pinene 970 972 1110 - 04 - - - - 03 - - Ir, SM
2 myrcéne 979 981,76 1153 18 29 27 5 41 18 43 1 0,4 Ir, SM
3 p-cymeéne 1011 1013 1258 - 0,1 - - - - - 4 - Ir, SM
4 limonéne 1020 1022 1199 - 0,2 - - - 02 01 2 - Ir, SM
5 z-B-ociméne 1024 1026 1230 - 01 - - 01 - - - - Ir, SM
6 o-terpinéne 1047 1049 1243 - - - - - - - 0,3 - Ir, SM
7 nonan-2-one 1070 1076 1388 0,1 - - - - - - - - Ir, SM
8 terpinoléne 1078 1079 1280 0,1 0,1 - - 02 01 - - - Ir, SM
9 nonanal 1083 1082 1394 01 01 02 01 0,2 01 01 - Ir, SM
10 décanal 1185 1184 1498 01 o7 05 06 05 04 08 - Ir, SM
11 E-2-décénal 1248 1247 1652 0,7 06 05 04 04 04 04 - 0,5 Ir, SM
12 trans-2-undecanal 1343 1348 1726 - - - - 01 - - - 0,4 Ir, SM
13 a-copaéne 1379 1375 1438 1 08 04 02 02 06 06 03 Ir, SM
14 B-bourbonéne 1385 1383 1515 06 03 02 01 02 02 05 03 06 Ir, SM
15 p-élémeéne 1388 1387 1589 0,7 09 04 06 12 67 88 07 - Ir, SM
16 pB-ylangéne 1420 1417 1562 0,7 0,7 03 05 05 03 0,7 - 0,2 Ir, SM
17 trans caryophylléne 1424 1426 1591 08 03 02 02 01 01 0,3 - - Ir, SM
18 g-éléméne 1431 1432 1581 0,3 - - - 4 01 02 - - Ir, SM
19 trans-a-bergamoténe 1432 1433 1575 0,1 - - - 01 - - - - Ir, SM
20 trans B-farnésane 1448 1449 1661 24 02 3 38 05 03 0,7 - 0,4 Ir, SM
21 alloaromadendréne 1451 1454 1631 1,5 02 01 - 03 - - - Ir, SM
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

a-humulléne

4,5-di epi aristolochene
g-muurolene

a-curcumeéne

geracréne D

B-selinéne

a-muuroléne

B-bisaboléne

sesquicinéol

Delta-cadinéne

-curcumene

d-cadinéne

trans-a-bisaboléne

B-élémol*

hydrate de 7 epi-trans-sesquisabinene
salvial epoxy-1,5-4(14)-ene
germacrene B

spathulénol

Oxyde de caryophylléne
salvial-4(14)-en-1-one

ledol

1,10-di-epi-Cubénol
caryophyla-4(14),8(15)-dien-5-alpha ol
t-cadinol

a-cadinol
Eudesma-4(15)-7-dien-1-g-ol
a-bisabolol

14-hydroxy a-muuroléne
14-hydroxy delta cadinéne
Acide hexadécanoique

1456
1467
1467
1470
1476
1483
1496
1500
1505
1516
1509
1516
1532
1535
1543
1545
1553
1563
1576
1583
1600
1610
1626
1632
1645
1663
1681
1755
1788
1942

1457
1465
1469
1471
1480
1484
1503
1500
1506
1513
1510
1514
1531
1534
1547
1548
1551
1562
1570
1577
1602
1611
1624
1638
1645
1672
1667
1759
1784
1941

1665
1665
1683
1742
1704
1712
1720
1720
1737
1752
1733
1752
1753
2072
1991
1941
1827
2103
1980
2005
2030
2054
2285
2169
2231
2199
2333
2599
2607
2930

0,1
0,5

0,7

17,3 20,9

0,4
0,6
0,5
0,1
0,2
1,2
0,5
0,3
0,8
1,2
2,4
5
1,7
0,4
3,9
0,6
0,9
1,2
3,6
1,6
52
0,5
0,9
0,4

0,1
0,1

1,3

0,2
0,5
0,3
0,5
0,2
0,2
0,8
0,2
0,8
0,4
0,4
4,7
1,6
0,3
1,1
0,3
2,1
3,6
52
3,1
0,6
0,4
1,1
0,4

0,1

0,6
15
0,3
0,5
0,1
0,1
0,4
0,3
0,5
0,2
0,1
0,2
11
15
4,3
2,3
0,8
2,7
0,4
0,6
2,7
3,8

0,5
0,7
0,5
0,1

0,3

11
4,2
0,6
0,4
0,4
0,3
0,4
0,9
0,2
1,4
0,6
2,6
0,8
11,2
2,6
1,5
0,5
0,7
0,6
2,4
0,9

1,8
0,8
4,2
0,2
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11

11,3 125

0,9
0,6
0,4
0,4
0,2
0,2
0,4
0,1
07
0,5
0,4
4.4
12
0,5
07
03
3,4
1.2
6,7
3,5
0,9
0,6
0,4
03

04
0,2
03

0,7
3,2
0,7
0,3
0,2
1
0,1
0,1
0,4
0,3
0,2
53
0,2
0,3
0,3
1,2
0,7
3,6
7,1
3,2
0,3
0,3
0,3

0,4
13

3,7

0,3
11
0,4
2,5

0,4

1,4
1,9
0,2
3,2
1,6
1,9

2,0

3,5
7,4
4,6
1,4
2,8
1,1

0,7
0,6
1,8

0,5
0,2

0,5

1,1

1,2
15
1,6
0,5
3,7

3,6
0,3
2,2
3,5
7,6

4,5
0,8

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



52 Campestrolide* 2143 2970 102 154 315 306 133 173 155 141 353 Ir, SM, RMN

Taux d'identification 73,8 74,6 70,2 813 70,4 70,2 76,3 70,3 76,2
Rendement 0,13 0,18 0,17 0,22 0,13 0,23 0,12 0,15 0,19
composés hydrocarbonés 36,9 33,9 14,9 34,0 36,6 279 37,1 22,8 11,3
Composés oxygénés 36,9 40,7 55,3 47,3 33,8 42,3 39,2 47,5 64,9
Sesquiterpenes 60,4 54,2 345 44,7 51,4 49,6 55,2 47,28 39,6
Sesquiterpénes oxygénés 27,9 25,8 23,8 17,8 235 254 23,9 36,17 31,4
Sesquiterpenes hydrocarbonés 325 28,4 10,7 26,9 279 242 31,3 11,11 8.2
Monoterpenes 19 38 27 5 44 21 47 801 04
Composés non-terpéniques 115 16,6 33 31,6 14,6 185 16,4 14,96 36,2

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

® Indices de rétention issue de la littérature donnés sur colonne apolaire

¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

¢ Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

¢ Pourcentages d‘identification donnés sur colonne apolaire de I’huile collective des parties aériennes d’E. triquetrum HEColl.

"Huiles essentielles obtenues au cours du cycle végétatif (station S1)

9Ir: Indice de rétention; SM: Spectre de Masse en impact électronique. Ref: Composes identifies a I’aide de bibliotheques commerciales [99]

h Pourcentages d‘identification des huiles essentielles des 25 échantillons d’huiles essentielles d’E. triquetrum exprimer en Min et Max dans la derniéere
colonne
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Annexe 7. Spectre Infra Rouge du campestrolide
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Annexe 8: Analyse RMN (1H, 13C, DEPT, HSQC, HMBC) du Campestrolide.
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Annexe 9. Article: Chemical Composition and Biological Investigations of Eryngium

triquetrum Essential Oil from Algeria.

(

A. Medbouhi, N. Merad, A. Khadir, M. Bendahou, N. Djabou, A. Muselli,
J. Costa, « Chemical Composition and Biological Investigations of Eryngium

triqguetrum Essential Oil from Algeria », Chem. Biodivers., vol. 15, n° 1, 2018.

J
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Chemical Composition and Biological Investigations of Eryngium
triquetrum Essential Oil from Algeria

Ali Medbouhi Nadjiya Merad,” Abdelmounaim Khadir,“ Mourad Bendahou,“ Nassim Djabou,?
Jean Costa,® and Alain Muselli*°

4Laboratoire de Chimie Organique Substances Naturelles et Analyses (COSNA), Département de Chimie, Faculté des
Sciences, Université de Tlemcen, BP 119, Tlemcen 13000, Algeria
PUMR CNRS 6134, Laboratoire Chimie des Produits Naturels (CPN), Université de Corse, Campus Grimaldi, BP 52, Corte
20250, France, e-mail: muselli@univ-corse.fr
‘Laboratoire de Microbiologie Appliquée a I'Agroalimentaire, au Biomédical et a 'Environnement (LAMAABE), Faculté
SNV-STU, Université de Tlemcen, BP 119, Tlemcen 13000, Algeria

The chemical composition, antibacterial and antioxidant activities of the essential oil obtained from Eryngium
triqguetrum from Algeria were studied. The chemical composition of sample oils from 25 locations was investigated
using GC-FID and GC/MS. Twenty-four components representing always more than 87% were identified in essential
oils from total aerial parts of plants, stems, flowers and roots. Falcarinol is highly dominant in the essential oil from
the roots (95.5%). The relative abundance of falcarinol in the aerial parts correlates with the phenological stages of
the plant. Aerial parts of E. triquetrum produce an essential oil dominated by falcarinol during the early flowering
stage, and then there is a decrease in falcarinol and rebalancing of octanal during the flowering stage. To our
knowledge, the present study is the first report of the chemical composition of E. triquetrum essential oil. Evaluation
of the antibacterial activity by means of the paper disc diffusion method and minimum inhibitory concentration
assays, showed a moderate efficiency of E. triqguetrum essential oil. Using the DPPH method, the interesting
antioxidant activity of E. triquetrum essential oil was established. These activities could be attributed to the
dominance of falcarinol. The outcome of our literature search on the occurrence of falcarinol in essential oils
suggests that E. triquetrum from Algeria could be considered as a possible source of natural falcarinol.

Keywords: Falcarinol, Eryngium triquetrum, Essential oils, Antibacterial activity, Antioxidant activity.

for this thorny plant has been reported by the Alge-

Introduction . ) ) )
rian population. However, Eryngium species are used

The genus Eryngium L. (Apiaceae family) comprises
more than 250 species distributed in temperate
regions of all continents, mainly in Eurasia, North
Africa and South America!”’ Among them, E. tri-
quetrum VaHL is an endemic species of northern Africa,
distributed in all parts of Algeria, along with other
species such as E. dichotomum DesF, E. maritimum L.,
E. campestre L., and E. tricuspidatum. The green peren-
nial plant becomes a bluish-purplish color when ripe.
The stems are branched from 20 to 40 cm with angu-
lar branches. The radical leaves are in a rosette form,
first oblong, toothed or lobed. The stem leaves are
semiamplexicaul, palmatipartite, and thorny. The
involucres display three triangular bracts and few
flowers.””! The species grows particularly well in rocky
pastures. It was considered as a ruderal species, which
the local people call ‘choukzerk'”® No traditional use

as a folk remedy for the treatment of various inflam-
matory disorders, and as an emetic infusion,” anti-
dote for poisons, hypoglycemic agent® and stimulant,
aphrodisiac, antitussive and diuretic.

Species of Eryngium genus have been subjects of
many phytochemical studies. The following have been
reported as the main constituents of the solvents
extracts: triterpene saponin,”® acetylenic com-
pounds,'% and polyphenols."" The essential oils of
36 Eryngium species have already been studied and
the sample oils can be divided into two main chemi-
cal compositions according to their main components.
The first group is characterized by oxygenated com-
pounds including sesquiterpenes such as y-cadinen-
15-al, spathulenol, sesquicineole, «o-bisabolol, and
cis-chrysanthenyl acetate,'> ~ ' as well as nonter-
penic compounds such as trimethylbenzaldehyde,

DOI: 10.1002/cbdv.201700343

Chem. Biodiversity 2018, 15, e1700343

© 2018 Wiley-VHCA AG, Zurich, Switzerland
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Table 1. Chemical compositions of the Eryngium triquetrum collective essential oil (EOcoll) and of individual samples oils
(ST — S25) prepared from plant material harvested in 25 locations of western Algeria

No.? Component IRL,® RIS RLY EOcoll® Idf Sample oils?
Group |
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
1 Heptane 700 703 700 0.5 RI, MS 0.1 0.2 03 tr 0.2 0.3 0.3
2  Hexanal 770 774 1055 0.3 RI, MS 0.2 0.1 0.1 tr 0.2 0.2 0.2
3  Heptanal 876 877 1187 0.9 RI, MS tr 04 tr tr tr tr tr
4  Octanal 980 979 1531 9.1 RI, MS 1 2.5 1.2 2 1.8 2 1.8
5  (E)-2-Octenal 1036 1039 1416 1.2 RI, MS tr 0.1 0.2 0.1 tr 0.1 0.1
6 1-Octanol 1058 1063 1394 tr RI, MS 0.1 0.1 0.1 0.7 03 ftr tr
7 Nonan-2-one 1070 1077 1388 04 RI, MS 0.1 0.1 tr tr tr tr tr
8 Nonanal 1083 1081 1394 2.5 RI, MS 0.2 04 04 04 04 0.3 0.2
9 (E)-2-Nonenal 1136 1133 1530 0.9 RI, MS 0.3 0.3 0.6 04 04 0.2 0.2
10 (2)-2-Nonen-1-ol 1158 1155 1688 0.1 RI, MS, Ref. 04 0.1 tr tr 0.1 tr tr
11 Octanoic acid 1173 1174 1866 1.1 RI, MS tr 0.1 tr 0.2 0.1 tr tr
12 1-Decen-3-ol 1172 1181 1643 1.7 RI, MS tr 0.2 0.1 0.3 0.6 0.5 0.2
13  Decanal 1185 1183 1498 0.1 RI, MS 0.2 0.1  tr tr tr tr tr
14 3-Dodecen-1-yne 1120 1214 - 0.7 RI, MS tr 0.1 0.1 tr 0.1 03 tr
15 Carvone 1222 1225 1739 0.2 RI, MS tr 0.1 tr tr tr tr tr
16 (E)-2-Decanal 1248 1251 1652 1.1 RI, MS 02 tr 02 tr tr 02 tr
17  (EE)-2,4-Decadienal 1290 1289 1820 tr RI, MS 0.3 0.1 0.1 tr 03 tr tr
18  [-lonone 1466 1454 1936 0.2 RI, MS 0.2 0.3 04 tr 0.2 0.1 tr
19  3,4-Dimethyl-5- 1481 1486 1495 1.1 Rl, MS, Ref. 1.0 0.9 25 5.7 1.9 2.2 3
pentyl-5H-furan-2-one
20 y-Undecalactone 1533 1524 2266 0.7 RI, MS 02 tr tr tr tr tr tr
21 Dodecanoic acid 1556 1547 2474 05 RI, MS, Ref. tr 0.1 tr tr 0.1 tr tr
22 Hexadecanoic acid 1962 1968 2330 04 RI, MS 0.8 1.3 1.6 0.6 14 1.7 1.8
23 Falcarinol 2028 2026 3086 71.2 RI, MS, Ref. 90.6 87.1 83.6 846 869 869 85.1
24 o-Kaurene 2046 2049 2389 0.7 RI, MS 0.3 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 tr
Total identification [%] 95.6 962 948 916 950 95.1 95.1 92.9
Oxygenated coumpounds 92.6 903 948 886 893 928 922 896

Hydrogenated coumpouds 3.0 22 14 3.0 57 23 29 33
Nonterpenic coumpounds 94.5 919 957 910 950 948 949 929
EO, yeilds [%] (w/w) 003 004 006 004 005 007 0.08

2 Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). Bold types refer to main compounds. P Retention indices of literature on the
apolar column (IRl,). € Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RI,). d Retention indices on the polar Rtx-Wax column (Rly).

€ EOColl: Collective oil sample of E. triquetrum. Quantification was carried out using RFs relative to tridecane as internal standard.
%: Normalized Percentages are given on the apolar column except for components with identical RI, (percentages are given on
the polar column), tr = trace (< 0.05%). f RI: Retention Indices; MS: Mass Spectrometry in electronic impact mode. ¢ Sample oils: List
maximal normalized percentages abundances from the 25 sample oils are given on the apolar column except for components
with identical RI, (percentages are given on the polar column), tr = trace (< 0.05%). The oils of samples ST — S25 as minimum
content (Spin), Maximum content (Syy). Ref.: comparison with literature data. All compounds were identified by comparing their E
the in-house library, except falcarinol (23), dodecanoic acid (21), 3,4-dimethyl-5-pentyl-5H-furan-2-one (19), and 3-undecen-1-yne
(12), identified from MS literature data.”?

[12][19 — 33] [42]

(E)-2-dodecenal, linear acids, and poly-
acetylenes.2%2129 The second group includes sample

E. triguetrum from Algeria, of flavonol glycosides,
lignans, and polyacetylenes.®! Polyacetylenes and

oils with terpenic hydrocarbon compounds such as
germacrene D, bicyclogermacrene, y-muurolene, and
trans-caryophyllene 2223132134 — 411

To our knowledge, E. triqguetrum essential oil has
not yet been investigated. However, two studies deal
with the occurrence, in solvent extracts of

especially falcarinol is known as highly bioactive com-
pound exhibiting remarkable cytotoxic activity,**'*¥
anti-inflammatory,”*® antibacterial,”*® = *® and a very
strong antifungal potential.**®*% It has also a protec-
tive effect on the Amyloid f protein, the central con-
stituent of senile plaques in Alzheimer's disease.”®" As

www.cb.wiley.com (2 of 12) e1700343
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S‘min Smax
Group Il Group I
S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23 S24 S25
0.9 1.2 04 08 14 1.2 1.1 05 06 14 1.0 14 1.3 1.1 0.1 09 07 09 0.1 14
02 02 tr tr tr 0.1 04 02 05 02 03 ftr 1.0 06 02 06 16 0.2 0.1 1.6
tr 06 03 06 04 06 ftr tr tr 0.8 1.1 1.0 tr 1.1 0.9 1.3 tr 0.6 02 13
37 73 39 54 77 77 56 41 56 104 121 119 11.6 12.1 103 10.5 126 1238 1 12.8
03 tr 0.1 tr tr tr 0.1 0.5 0.2 0.2 03 tr tr 0.2 05 tr tr tr 0.1 0.5
0.1 0.1 0.5 0.1 02 0.1 tr 0.2 tr 03 20 03 tr 02 02 03 03 0.1 0.1 2
tr 0.2 0.1 tr 03 ftr tr tr tr tr tr tr tr 0.3 0.3 03 tr tr 0.1 0.3
03 06 07 05 06 09 07 04 08 1.1 1.7 1.2 14 1.2 09 14 16 tr 02 17
04 05 07 04 07 06 08 04 05 o038 14 1 0.9 1.2 07 1 1.1 1 02 14
tr 05 05 05 07 07 02 tr 0.2 tr 06 09 tr 1.0 09 04 01 0.3 0.1 1.0
tr 02 02 02 03 tr 0.2 tr tr 04 tr 0.5 tr 05 04 04 tr tr 0.1 0.5
02 0.1 0.1 03 0.1 03 05 06 07 05 02 01 0.1 0.1 0.1 05 04 0.1 0.1 0.7
tr 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 tr tr tr tr tr tr tr 0.1 0.1 tr tr 1.0 0.1 1.0
04 04 0.1 07 07 04 04 02 05 07 06 06 07 04 08 04 tr 0.9 0.1 0.9
04 0.1 0.1 0.1 0.2 tr tr tr 05 07 04 08 tr 02 07 ftr tr tr 0.1 0.8
tr 0.1 04 041 0 02 05 tr tr 02 03 tr tr 03 02 07 tr 1 0 1
0.1 0.1 04 0.1 0.7 tr tr tr tr tr tr tr tr 0.2 tr tr tr tr 0.1 0.7
0.2 0.1 03 0.1 03 tr 0.5 tr 03 04 04 05 06 02 05 04 ftr tr 0.1 0.6
2 1.1 1.0 1.2 14 1.5 22 14 27 19 26 20 38 1.1 1.1 1.9 1.0 1.2 09 57
tr 0.1 tr tr 0.1 tr tr tr tr tr tr tr tr 0.1 tr tr tr tr 0.1 0.1
tr 0.1 02 tr tr tr 05 tr tr tr tr tr tr 0.1 tr tr tr tr 0.1 0.5
26 0.1 20 25 37 28 29 05 19 28 24 28 1.7 32 28 26 23 20 0.1 37
784 78.2 799 783 714 73.2 734 78.2 748 67.7 63.5 65.5 68.1 65.7 69.7 66.7 69 68.9 635 90.6
0.2 0.1 02 02 03 01 tr tr 03 03 03 04 tr 02 03 03 tr tr 0.1 04
904 921 922 921 913 905 900 872 90.1 908 912 909 912 914 917 906 90.7 910 872 96.2
869 893 905 892 875 873 863 851 860 86,5 86.7 865 854 886 894 87.1 89 88.0 851 935
35 28 1.7 29 38 32 37 21 4.1 43 45 44 58 28 23 35 1.7 30 1.3 58
896 918 916 917 905 904 895 872 890 894 90.1 892 906 908 90.2 899 90.7 910 872 950
0.04 0.10 0.02 0.08 008 005 0.03 003 002 0.06 006 011 0.03 003 006 0.04 004 0.04 002 0.1

falcarinol have been produced by multi-steps enan-
tioselective synthesis,®? identifying possible valuable
natural sources of this phytochemical from plant
essential oils presents an interesting challenge. In the
Eryngium genus, only once has falcarinol been identi-
fied as the main component, in E. planum essential oil
from Poland (64%).*") The occurrence of falcarinol
(never more than 10%) has been mentioned in the
essential oils of E. barrelieri and E. glomeratum from
Tunisia,l'? E. foetidum from Vietnam™®® and E. yucci-
folium from Algeria.'”

In the present study, the chemical composition of
the essential oil of E. triqguetrum harvested in north-
west Algeria was investigated using GC-FID and GC/
MS analyses. The normalized percentage abundance
of falcarinol was particularly pointed in the essential
oils prepared from the total aerial parts and from the
separated organs (stems, flowers and roots) of the

plant. The occurrence of falcarinol was also studied in
the essential oils prepared from plants harvested con-
secutively during the plant vegetative cycle. The study
was complemented by a study of the variability of 25
sample oils obtained from different locations in north-
west Algeria. Finally, the antibacterial and antioxidant
activities of the falcarinol-rich essential oil of E. tri-
quetrum were evaluated.

Results and Discussion
Composition of E. triquetrum Essential Oils

The sampling of plant material in the 25 locations
of northwest Algeria has allowed the determination
of the species with large availability. Hydrodistillation
from the fresh aerial parts of the 25 Algerian sam-
ples yielding (w/w) 0.02 — 0.11% (means 0.05%) of
the red essential oils. The yields of essential oils
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were given for all analysed samples in Tables 1 and 2.
All essential oils were first analysed by both GC-FID
and GC/MS, then a collective oil sample (EOColl)
obtained from a pool of all E. triquetrum sample oils
were produced. GC-FID and GC/MS analyses of the
EOColl sample and subsequent fractions obtained by
column chromatography allowed the identification of
24 components, accounting for 93.2% of the total
composition. The essential oil contains mostly linear
oxygenated compounds (92.6%), dominated by falcari-
nol (71.2%), followed by octanal (9.1%), and nonanal
(2.5%). Twenty components were identified by com-
parison of their retention indices and mass spectra
with those in a ‘home-made’ mass spectral library.
Four other compounds were identified by comparison
of their retention indices and mass spectra with those
of literature mass spectral libraries.>3>*

The chemical compositions of 25 individual essen-
tial oils obtained from plant specimens harvested
from different locations in western Algeria, were
investigated to identify the environmental parameters
(weather, soil composition...) involved in the chemi-
cal variability of the essential oils. The normalized
percentage abundances of the components of the 25
sample oils are tabulated in Table 1. An analysis of
the results revealed that quantitative variations in the
oil components were not linked to the geographical
locations of harvest. Indeed, the very close chemical
compositions of the sample oils obtained from plant
material harvested from different locations at the
same vegetative stages (S1-S9, S10-S17 and
S18 — S25, respectively) demonstrated that para-
meters such as altitude, soil composition and climatic
conditions were weakly involved in the chemistry of
the plant. Conversely, analysis of the chemical data
acquired during the total vegetative cycle showed
that the chemical composition of the plant essential
oil seems to be linked to the phenological state of
the plant. As seen in Tables 1 and 3, the oil samples
were distributed in three groups according to the
maturity of the plant. Group | includes seven sample
oils (S1 — S7) with the highest amounts of falcarinol
(83.6 — 90.6%) and lowest amounts of octanal
(1.0 — 2.5%). Groups Il and Il include 18 sample oils
(S8 — S16 and S17 — S25, respectively). They differed
from Group | in that they had lower amounts of fal-
carinol (means 76.2% and 67.2%) and higher
amounts of octanal (means 5.7% and 11.6%), respec-
tively. The seven sample oils of the Group | were
obtained from plant material harvested before the
flowering stage, while all the other essential oils were
prepared from plant material harvested during the
flowering stage.

CHEMISTRY &
BIODIVERSITY

Composition of E. triquetrum Essential Oils during the
Complete Vegetative Cycle and from Separate Plant
Organs

In efforts to gain more knowledge about the plant
ecology, the seasonal variation of E. triquetrum essen-
tial oil and the essential oil compositions from sepa-
rate plant organs were investigated. The chemical
compositions of four sample oils obtained during the
vegetative cycle of the specimen harvested in the S1
location were investigated (Table 2).

The yield of essential oil was lower at the begin-
ning of the vegetative cycle (0.02%, w/w) and it is
higher during the flowering stage (0.09%, w/w). Fal-
carinol (90.6%) dominated in the sample oil produced
before the flowering stage (May 05); this was coupled
with decreased levels in the three other essential oils,
produced when the plant was in full bloom.

During the full bloom period, a decrease in falcari-
nol was coupled with an increase in octanal (maxi-
mum 34.0%) in the essential oil obtained at the end
of the study period (July 01), i.e., just before the total
disappearance of the plant. The secondary metabolite
production of E. triquetrum seems to be linked to the
plant ecology. As falcarinol is known to be a natural
pesticide,”> its production during the early flowering
stage could be considered as a means of defence.
Then, during the flowering period, the plant produces
volatile compounds such as octanal, hexyl acetate, (2)-
3-hexenyl acetate, and (2)-3-hexen-1-ol, which act as
insect attractants during the pollination process.”*®!

The chemical compositions of the essential oils
produced by separate plant organs harvested during
full bloom and before plant death were also investi-
gated (see Table 2). The flowers were the most aro-
matic organs, with an essential oil yield of 0.1%,
against 0.05% for the stems and roots, respectively.
Concerning the plant chemistry, two types of essential
oils are produced by E. triquetrum. Falcarinol (39.6%
and 36.5%) and octanal (28.5% and 32.7%) were the
two main components of the stems’ and flowers’
essential oils, respectively. Falcarinol (91.5%) was the
main component of the root oil.

Falcarinol-rich Essential Oil: Comparison with Literature
Data

Except for the essential oil of E. planum from Poland
(64% falcarinol), the essential oils from the Eryngium
species are not a good source of falcarinol. As
E. triguetrum from Algeria is a falcarinol-rich essential
oil, a literature study that focused on the abundance of
falcarinol in the essential oils was carried out (see
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Supporting Information and attached references). Fal-
carinol has been found in nine botanical families,
including 53 genera and 71 species. It is predominant
(up to 70%) in the root essential oils of Serbian Seseli
rigidum and Chinese Panax vietnamensis. Falcarinol
has also been found in the essential oils prepared from
the total aerial parts of plants, but always in lower
amounts.

Our literature study revealed the occurrence of
falcarinol as the main oil component in several spe-
cies, however, only the root essential oils of S. rigidum
and, to a lesser extent, P. vietnamensis could be con-
sidered as natural sources of falcarinol. As the essen-
tial oils of both the aerial parts and the roots of
E. triguetrum from Algeria were dominated by falcari-
nol, this plant seems to be a good candidate to
produce natural falcarinol.

Biological Activities

Growth Inhibition of Bacteria by the Essential
Oil. Results of the determination of the susceptibility
of Algerian E. triquetrum essential oil, using the agar
diffusion  method, and  minimum inhibitory
concentrations (MIC) against five Gram-positive and
three Gram-negative strains are presented in Table 4.
The sample oil (S1) used for this test contained 90.6%
of falcarinol. As seen in the table 4, the diameters of
the inhibition zones of the studied sample oil ranged
from 6 to 22 mm (10 — 21 mm for the antibiotic used
as reference). E. triquetrum essential oil has a
moderate activity against S. aureus ATCC 25923
(Gram-positive) and P. aeruginosa ATCC 27853 (Gram-
negative) with inhibition diameters of 18 and 22 mm
respectively, vs. 10 and 21 mm for the antibiotic
gentamicin, respectively. The other strains showed a
resistance against E. triqguetrum essential oil. With
inhibition diameter of 6 vs. 18 mm for the antibiotic
of reference, B. cereus ATCC 11778 was the most
resistance Gram-positive strain.

The MIC values of the essential oil were measured
at 125 pg/ml for two Gram-positive and two Gram-
negative bacteria, such as L. monocytogenes ATCC
19115, S. aureus ATCC 25923, P. ageruginosa ATCC
27853 and K. pneumoniae ATCC 70603, respectively.
Results of disk diffusion experiments indicated that
B. cereus ATCC 11778 exhibited the strongest resis-
tance.

The present results may be explained by the high
incidence of falcarinol (90.6%) in the essential oil
tested. As reported in the literature, the falcarinol-rich
essential oil produced by the roots of S. rigidum exhi-
bits significant antimicrobial activity against S. aureus,

CHEMISTRY &
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«

S. epidermidis, Micrococcus luteus, and Enterococcus fae-
calis. Activity against S. aureus can be attributed to fal-
carinol.®”! In the same way, falcarinol is responsible
for the good antibacterial activity against S. aureus,
Bacillus lentus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumonia and
Morganella morganii of the Calycotome villosa metha-
nol extract.”®”

Antioxidant Activity

The BuOH extract of E. triquetrum has been shown to
have good radical scavenging activity.*? In the pre-
sent study, the antioxidant activity of E. triquetrum
essential oil was evaluated using the DPPH method,
for the first time. The DPPH scavenging ability of the
essential oil was expressed as ICsy values, defined as
the concentrations providing 50% scavenging of the
free radicals, with lower IC5o values reflecting better
antioxidant activity. E. triquetrum essential oil exhib-
ited interesting DPPH scavenging ability with an ICsg
value of 28.68 ng/ml, which is close to the reference
BHT, ICso 17.90 pg/ml. As reported in literature,*8>!
the radical scavenging ability of the essential oil could
be attributed to the occurrence of falcarinol which
was the predominant oil component.

Conclusions

The present study describes the chemical composition
of Algerian E. triquetrum essential oil dominated by fal-
carinol, a C;7 polyacetylene with interesting biological
activities. GC-FID and GC/MS analyses identified varia-
tions in the oil compositions among plant organs and
according to the vegetative state of the plant. Our study
of 25 individual sample oils showed that the chemical
composition of E. triquetrum is essentially related to the
phenological state of the plant. E. triquetrum during the
early flowering stage produces an essential oil domi-
nated by falcarinol, then during the flowering stage
there is a decrease in falcarinol and rebalancing of octa-
nal. The root essential oil is clearly dominated by falcari-
nol. The highest occurrence of falcarinol confers to
E. triquetrum essential oil biological activities such as
moderate antimicrobial activity and interesting anti-
oxidant activity.

The present study describes the chemical composi-
tion of the E. triquetrum essential oil for the first time.
Our studies have produced further knowledge about
the secondary metabolite production that occurs dur-
ing the plant life; thus, our data could be relevant for
possible further use. Algerian E. triquetrum essential oil
could be considered as a possible source of natural
falcarinol.
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Table 4. Antimicrobial activities of E. triquetrum essential oil expressed by the diameter inhibition zones and MIC values (ug/ml)

Strain Diameters [mm] MIC [ng/ml]
Essential oil ATB GENT Essential oil ATB GENT

Gram-positive

Bacillus subtilis ATCC 6633 14 19 250 4
Bacillus cereus ATCC 11778 6 18 ND 4
Listeria monocytogenes ATCC 19115 17 20 125 2
Enterococcus faecalis ATCC 29212 15 20 250 4
Staphylococcus aureus ATCC 25923 22 21 125 2
Gram-negative

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 18 10 125 4
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 17 20 125 4
Escherichia coli ATCC 25922 13 21 250 4

@ MIC, minimum inhibitory concentration (given as pg/ml); ATB, antibiotics; GENT, gentamycin (15 pg); ND, not determined.

Experimental Section
Plant Material

The fresh aerial parts of E. triquetrum were harvested
from May to June 2016, during the vegetative cycle of
the plant, from 25 localities of northwest Algeria (Sam-
ples S1 — S25). Stems and flowers were separated
from the total aerial parts, to study their specific
essential oils. For the study of seasonal variations, the
fresh aerial parts were harvested each 2 weeks (from
early May until early July 2016) from plants growing
in Bouhanak (S1). The botanical identification was per-
formed by the botanic department of the University
of Tlemcen (Algeria), and voucher specimens have
been deposited in the same institution. The sample
numbers, their geographical origins, the dates of
harvest, and the voucher codes of each specimen
analyzed are listed in Table 3.

Essential Oil Isolation

The essential oil extractions were performed using a
Clevenger-type apparatus according to the method
recommended in the European Pharmacopoeia.’®”
200 — 500 g of fresh plant was subjected to hydro-
distillation. The yields of essential oils were given for
all analysed samples in Tables 1 and 2.

Oil Fractionation

E. triquetrum collective oil was obtained by the mix-
ture of individual essential oils prepared from plant
material harvested in 25 Algerian locations. A portion
of 920 mg of essential oil was submitted to chro-
matography on a silica gel column (200 — 500 pm,
12 g, Clarisep® Bonna Agela Technologies, Willington,

USA) using an Automatized Combi Flash apparatus
(Teledyne ISCO, Lincoln, USA) equipped with a fraction
collector monitored by an UV detector. Solvents of
elution were hexane (A) and diisopropyl ether (B)
allowed to obtain five fractions (a — e) with a gradi-
ent of elution: a (A: 100%; B: 0%), b (A: 98%; B: 2%), ¢
(A: 95%; B: 5%), d (A: 90%; B: 10%), e (A: 0%; B:
100%).

GC Analysis

The GC analyses were carried out using a Perkin
Elmer Clarus 600 apparatus (Walton, MA, USA)
equipped with a single injector and two flame-ioniza-
tion detectors (FIDs) for simultaneous sampling to
two fused-silica cap. columns (60 m x 0.22 mm i.d,
film thickness 0.25 mm; Restek, Bellefonte, PA, USA)
with stationary phases of different polarity, ie, a
nonpolar Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and a polar
Rtx-Wax (polyethylene glycol) column. The oven tem-
perature was programmed rising from 60 °C to
230 °C at 28 °C/min and then held isothermal at
230 °C for 30 min; injector temperature, 280 °C;
detector temperature, 280 °C; carrier gas, H, (0.7 ml/
min); split ratio,1:80; injection volume, 0.1 ml. The
retention indices (RIs) of the compounds were deter-
mined rel. to the retention times (tg) of a series of
n-alkanes (Cs — C3p); commercial soln. obtained from
Restek, Bellefonte, PA, USA) using the equation of
Van den Dool and Kratz.*®!

GC/MS Analysis

The essential oils and the fractions obtained by col-
umns chromatography (CC) were investigated using
a Perkin Elmer TurboMass quadrupole detector
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directly coupled to a Perkin Elmer AutoSystem XL
(Walton, MA, USA) equipped with the two same
fused-silica capillary columns as described above.
Both columns were used with the same MS detec-
tor. The analyses were consecutively carried out on
the nonpolar and the polar column. Hence, for each
sample, two reconstructed ionic chromatograms
(RIC) were provided, which were investigated con-
secutively. The GC conditions were the same as
described above, and the MS parameters were as
follows: ion-source temperature, 150 °C; ionization
energy, 70 eV; EI-MS spectra acquired over a mass
range of 35 — 350 amu during a scan time of 1 s.
The injection volumes for the oil and the fractions
were 0.1 and 0.2 ml, respectively.

Compound Identification

The identification of individual components was based
i) on the comparison of the retention indices (RIs)
determined on the polar and nonpolar columns with
those of authentic compounds or literature data,”* ii)
on computer matching of the mass spectra with com-
mercial mass-spectral libraries and on the comparison
of the mass spectra with those listed in our home-
made library built of mass spectra of authentic com-
pounds or literature data.!®”

Compound Quantification

Quantification of the oil components was performed
using the methodology reported by Bicchi et al.®"
and adapted in our laboratory.®? Briefly, the com-
pound quantification was carried out using peak nor-
malization, including FID response factors (RFs) rel. to
tridecane (0.7 g/100 g) used as internal standard,
and expressed as normalized contents (% abun-
dances).

Microbial Strains

Eight reference strains were used, including five Gram-
positive bacteria: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC
6633, Bacillus cereus ATCC 11778 and Listeria monocyto-
genes ATCC 19115. Three Gram-negative bacteria:
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
70603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Preparation of Inoculum

The pure strains were inoculated into tubes containing
5 ml of Brain Heart Infusion (CondaPronadisa™, Spain)

( CHEMISTRY &
BIODIVERSITY

and then incubated at 37 °C for 18 h. A concentration
of 0.5 McFarland has been adjusted and which corre-
sponds to 10" CFU/ml according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute CLSI.1%*

Sensitivity Tests — Disc Diffusion Method

The susceptibility of strains to the essential oil was
tested according to the method described by Bauer
and Kirby® A culture of 18 — 24 h of the tested
strains on Mtiller—Hinton broth was prepared at a con-
centration of 10’ CFU/ml and then seeded on Miiller—
Hinton agar (FlukaBioChemika, Spain) as recommended
by CLSLI® A sterile disc of 6 mm diameter impreg-
nated with 5 ul of essential oil was aseptically depos-
ited in the center of the inoculated plate. For positive
control a standard disk of antibiotic (ATB) gentamicin
(15 ng) (Sigma—Aldrich) was used.

Minimum Inhibitory Concentration

The minimum inhibitory concentration was performed
by the method of microplate (96 wells) round bottom
using as reported in literature.”®® Briefly, 10 concentra-
tions of essential oils ranged from 80 to 0.156 mg/ml
were made by 1/2 dilutions in sterile glass tubes. Dilu-
tion was performed using a blank solution constituted
by Mueller—Hinton broth (FlukaBioChemika, Spain) with
1% Tween 80 to keep the concentration of that emul-
sifier constant. Then, microplates were prepared by
filling 180 pl of 5.10° CFU/ml inocula (prepared by 1/
200 dilution of 10 CFU/ml inocula) with 20 pl of each
concentration. The final concentration in wells was
ranging from 8 to 0.0156 mg/ml, and the final con-
centration of Tween 80 was 1% in each well. After
incubation at 37 °C for 24 h, MICs were determined
as the lowest concentration of extract for which no
microbial growth was observed by visual inspection of
the media. A range of concentrations of ATB (Sigma—
Aldrich) gentamicin from 1 to 5 pg/ml were prepared
for positive control.

Inocula of 107 CFU/ml were diluted by 1/100 for a
concentration of 10> CFU/ml. On microplate, 180 pl of
bacterial suspension 10° CFU/ml were deposited inside
the wells. Then 20 pl of the solution of the essential oil
was added. The final concentration of Tween 80 is 0.1%
(v/v) to each well and the final concentrations of the
essential oil ranged from 0.0078% to 4%.

Supplementary Material

Supporting information for this article is available on the
WWW under https://doi.org/10.1002/cbdv.201700343.
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Résumé

L’objectif principal de cette thése est une meilleure connaissance et une valorisation
de la richesse floristique de I’Ouest Algeérien qui reste, a ce jour, grandement meconnue. Ces
travaux constituent une initiation a des projets d’investissement dans le domaine des PPAM
sur la base de résultats scientifiques elaborés dans des Laboratoires specialisés dont la
notoriété est une garantie de fiabilite.

Ainsi, I’étude porte sur une caractérisation chimique et sur une évaluation des activités
biologiques des métabolites secondaires de la fraction volatile de trois espéces d’Eryngium
(famille des Ombelliféres) (E. triquetrum, E. campestre, E. tricuspidatum subsp mauritanim)
poussant a I’état spontané dans I’Ouest Algérien. Comme décrit dans I’intitulé, la finalité est
donc la recherche de nouveaux extractibles, c’est a dire de nouvelles molécules susceptibles
d’étre actives vis a vis de pathologies.

L’utilisation de  techniques  chromatographiques (CPG-DIF, CPG-SM,
Chromatographie Flash) a permis une meilleure connaissance des huiles essentielles des
especes Eryngium, dont certaines décrites pour la premiére fois a I’échelle internationale.
Elles ont apporté d’importantes informations sur la variation de la composition chimique en
constituants volatils de la plante au cours du cycle végétatif et en fonction de sa localisation
géographique.

Ces travaux ont, aussi, eté I’occasion pour mener des investigations structurales (SM,
IR, RMN 1D et 2D) qui ont abouti a I’identification d’une nouvelle molécule dénommée
« campestrolide » dans I’huile essentielle d’E. campestre. Ces matrices volatiles ont été
I’objet d’une évaluation biologique qui a montré une certaine réactivité vis-a-vis les différents
agents testés. En particulier, les huiles essentielles d’E. triquetrum et E. campestre ont
magnifesté un pouvoir remarquable aussi bien en test antimicrobien, pour lequel I’huile
essentielle E. campestre a montré une tres bonne activité contre les souches Staphylococcus,
Bacillus et Enterococcus, responsables des infedctions nosocomiales. Alors que la meilleure
activité antioxydante a été obtenue avec I’huile essentielle d’E. triquetrum.
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Abstract

The main objective of this thesis is a better knowledge and appreciation of the floristic
wealth of western Algeria, which remains, nowadays, largely unknown. These works are an
initiation to investment projects in the field of PPAM based on scientific results developed in
specialized laboratories whose reputation is a guarantee of reliability.

The study concerns a chemical characterization and an evaluation of the biological
activities of the secondary metabolites of the volatile fraction of three species of Eryngium
(Umbelliferae family) (E. triquetrum, E. campestre, E. tricuspidatum subsp. mauritanim)
growing spontaneously in western Algeria. As described in the title, the purpose is
researching for new extractable, which means new molecules that can be active against
pathologies.

The use of chromatographic techniques (GC-DIF, GC-MS, flash chromatography) has
led to a better understanding of the essential oils of the Eryngium species, some of which are
described for the first time. It provided important information on the variation of the chemical
composition in volatile constituents of the plant during the vegetative cycle and according to
its geographical location.

These works were also the opportunity to conduct structural investigations (MS, IR,
1D and 2D NMR) which led to the identification of a new molecule called “Campestrolide” in
the essential oil of E. campestre. These volatile fractions were the subject of a biological
evaluation which showed certain reactivity against various tested agents. In particular, the
essential oils of E. triquetrum and E. campestre demonstrated remarkable potency in
antimicrobial test, for which essential oil of E. campestre showed a very good activity against
Staphylococcus, Bacillus and Enterococcus strains responsible for nosocomial infections.
While, the best antioxidant activity was obtained by the essential oil of E. triquetrum.
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