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Résumé

Les plantes aromatiques representent une source inépuisable de substances naturelles
douées de propriétés biologiques présentant un intérét réel. Dans ce contexte,
I’hydrodistillation du Cuminum cyminum (le cumin) et d’Ammodaucus leucotrichus (le
cumin velu) a permis ’obtention des huiles essentielles avec un rendement moyen de
2.15% et de 2.27% respectivement. L’identification de ces huiles essentielles par CPG a
montré leurs richesses en aldéhydes ou le cuminaldéhyde a été révélé comme composé
majoritaire de ’HE du cumin avec une teneur de 42.29% et le périllaldéhyde comme
compos¢ majoritaire de I’'HE du cumin velu avec une teneur de 40.08%, ces résultats ont
été confirmeés par la CG-SM. La modification chimique de ces HEs par action de
I’hydrazine monohydrate et 1’o-phenylenediamine sur les aldéhydes constituants a conduit
a la formation des hydrazones et des benzimidazoles correspondant, ces derniers ont été
caractérisés et identifiés par UV-vis, ATR-IRTF, CG-SM et RMN. Les résultats de
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles natives et modifiés étudiés par la méthode
de diffusion sur disque (Aromatogramme) et confirmés par I’étude de la CMI ont montré
une amélioration considérable de I’activité dans le cas d’utilisation des hydrazones par

rapport a celle des huiles sur trois souches bactérienne et une souche fongique.

Mots clé: Cuminum cyminum; Ammodaucus leucotrichus; huile essentielle;

hydrazones ; benzimidazoles ; activité antimicrobienne.



Abstrat

Aromatic plants are an inexhaustible source of natural substances with biological
properties of real interest. In this context, the hydrodistillation of Cuminum cyminum
(cumin) and Ammodaucus leucotrichus (hairy Cumin) has enabled the obtaining of
essential oils with an average yield of 2.15% and 2.27% respectively, the identification of
these essential oils by CPG has showed their riches in aldehydes or cuminaldehyde was
revealed as the majority compound of cumin oil with a content of 42.29% and
perillaldehyde as the majority compound of hairy cumin oil with a content of 40.08%, this
results are confirmed by the GC-MS. Chemical modification of these oils by action of
monohydrate hydrazine and o-phenylenediamine on constituent aldehydes led to the
formation of corresponding hydrazones and benzimidazoles. These products are
characterized and identified by UV-vis, ATR-IRTF, GC-MS and RMN. The results of the
antimicrobial activity of native and modified essential oils studied by the disk diffusion
method (Aromatogram) showed a considerable improvement in activity in the case of the
use of the hydrazone compared to essential oils on three bacterial strains and one fungal

strain; these results are confirmed by the study of CMI.

Keywords: Cuminum cyminum ; Ammodaucus leucotrichus; essential oil; hydrazones ;

benzimidazoles ; antimicrobial activity.



uila

(Ammodaucus leucotrichus) sl o5<Sll5 (Cuminum cyminum) oSl Sl phaiill dlee
OB (e A shanll g 3l 038 3aa ekl Mgl e 7227 572,15 o8 daws sl Apuld iy e Jgaaanl)
/42,29  sinas 5ol a5l 5 ey Mapallisn € e Al 5 Cam (a8 g5 5 CPG
CG-SM sl 5 il 3 aS5 a3 Cun 7 40.08 a3 e 8 saall ) 5aSU e f (o aS algualDlzall
laal¥) e cpebiasialind ol g <l 5150 023 as dee 33k oo Al ol sall 03] el Gl (0
UV-vis Aol 5 Ladaaad s Lea i &5 (pdlll il benzimidazoles s hydrazone cnsSs () 43 gSal)
Ada¥) Al g3l il Saall bl BLaill gl ekl dus RMNs CG-SM <ATR-IRTF
hydrazones alaain) Alla & Llill 1 8 Usgale Liad (Aromatogram) c=odll b 44 yhay Al
CMI Al gl oaa 2T a3 5 3 ylad A1 5 35 53 Y 6 e dlal) &g ) e 4l

Al @3l ;5 Ammodaucus leucotrichus ; Cuminum  cyminum @ Zalidl <l
.l Sall sladll Ll 5 benzimidazoles ;hydrazones ;



Introduction générale

De tout temps et a travers les diverses civilisations : grecque, romaine, égyptienne,
chinoise... et arabe, ’homme a eu recours aux plantes non seulement pour se nourrir, se
VEtir, se chauffer, se loger, se parfumer...mais aussi pour entretenir son équilibre, soulager

ses maux, prévenir et guérir les maladies qui nuisent & sa santé.*

En effet, les plantes aromatiques et médicinales représentent la principale source de
principes actifs, dont le rdle et I’utilisation sont trés variés. Ainsi, les HEs constituent 1’un
des principes actifs les plus remarquables par leurs nombreuses propriétés
organoleptiques, odorantes, curatives...et par leurs multiples applications dans le secteur
industriel.? Et aussi par leurs diverses activités antimicrobienne, anti-oxydante, analgésique

et anti-inflammatoire. . .2

La flore algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques dont
15% endémiques, reste tres peu explorée sur le plan phytochimique comme sur le plan
pharmacologique. Sous I’influence de facteurs extérieurs, la composition chimique des
huiles essentielles issues de deux plantes d’'une méme famille botanique peut présenter des

spécificités biochimiques trés différentes, on parle alors de chémotype.*

Dans ce contexte, deux plantes médicinales Algérienne chémotypées aldéhyde,
appartiennent a la méme famille des Apiaceae, Cuminum cyminum (le cumin) et
I’Ammodaucus leucotrichus (le cumin velu), ont été étudiés dans le présent travail. Ces
derniers sont des plantes annuelles, qui ont une variété des propriétés médicinales connue
depuis I’antiquité. Les deux plantes sont utilisées pour traiter les troubles digestives, les

coups de froids, ainsi qu’une prise d’une infusion quotidienne prévient le diabéte.>®

L’objectif de notre étude est la valorisation via 1’hémi-synthése des huiles essentielles de
ces deux especes dans le but d’améliorer leurs activités antimicrobienne. Le présent travail

comporte deux parties :

Dans la premiére partie, nous abordons les différentes connaissances bibliographiques sur
les huiles essentielles, les deux plantes étudiées, leurs réparations géographiques,
caractéristiques botaniques, utilisations thérapeutiques, compositions chimiques de ses

huiles et leurs propriétés médicinales et on termine par la chimie des aldéhydes.



Une partie expérimentale composée elle-méme de plusieurs volets, a savoir :

- L’extraction des huiles essentielles du cumin et du cumin velu par hydro-
distillation.

- La caractérisation physico-chimique et organoleptique des huiles essentielles.

- La modification chimique des HEs via I’hémi-synthése.

- L’identification des produits synthétisés par les méthodes chromatographiques et
spectroscopiques.

- L’évaluation de D’activité antimicrobienne des huiles essentielles natives et
modifiés.

- L’interprétation et discussion des résultats obtenus.

- Enfin, une conclusion générale.



Partie
theorique



Chapitre 1 : Apercu bibliographique sur les HES

1.1 Définition
Une huile essentielle est un extrait liquide concentré trés complexe hydrophobe qui
contient les principes actifs (ou principes volatils) d'une partie d'un végétal, c'est le résultat

d’extraction d'une plante aromatique.’

AFNOR définit une HE comme étant un produit obtenu a partir d’'une mati¢re végétale,
soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation a sec. L’HE est ensuite séparée

de la phase aqueuse par des procédés physiques.®

1.2 Localisation

Elles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante, aussi bien dans les fleurs,
les feuilles, les fruits, les tiges que dans les écorces, les graines, les racines, les rhizomes
ou le bois. Elles se forment dans des cellules spécialisées, le plus souvent, regroupées en
poches ou en canaux sécréteurs et elles sont ensuite transportées lors de la croissance de la

plante dans d’autres parties.’

1.3 Composition

La composition chimique des HEs est trés complexe d'un double point de vue, a la fois par
le nombre élevé des constituants présents et surtout par la diversité considérable de leurs
structures. Elle peut varier selon l'organe, l'origine géographique et botanique, la
localisation des sites producteurs, les facteurs climatiques, la nature de sol, le procédé et

les conditions d'extraction, ainsi que la conservation (séchage et stockage).™

En effet, les HEs sont un mélange de molécules variées qui appartiennent principalement a
deux groupes : Les terpénoides et les phénylepropanoides qui se différencient entre eux par
I’origine biogénétique. D’autres substrats en faible proportion, entrent dans la constitution

de certaines HEs (acides organiques, esters et autres...)."

1.4 Méthodes d’extractions
Le choix de la méthode la mieux adaptée a I'extraction des huiles essentielles d'un végétal
se fait en fonction de la nature de la matiere vegetale a traiter.



1.4.1 Entrainement a la vapeur

Dans ce systetme d’extraction, le matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de
vapeur ascendant ou descendant sans macération prealable. Cette technique ne met pas en
contact direct I’eau et la matiere végétale, elle est basée sur le fait que la plupart des

composes odorants volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par la vapeur

d'eau. Le plus souvent, la vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la maticre
2

végétale située au-dessus d’une grille perforée.

Condenseur

Alambic ———

Matériel végétal

Cohobage 5 Huile essentielle
Phase aqueuse

Vase florentin

Chaudiére — g

Bolonliondly

Figure 1.1 : Schéma de montage de ’entrainement a la vapeur

1.4.2 Hydro-distillation
Son principe consiste a immerger la matiére végeétale directement dans un réacteur rempli

d’eau placé sur une source de chaleur. L’ensemble est ensuite porté a ¢bullition sous une
pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules

odorantes contenues dans les cellules végétales.

Colonne de distillation |::|
Cohobage

Condenseur

~e—— Huile essentielle
—<—— Phase aqueuse

Vase florentin

Réacteur =

Matériel végétal

Plaque chauffante

Figure 1.2 : Schéma de montage d’hydro-distillation



1.5 Analyses des huiles essentielles
Les techniques d’analyses chromatographiques et spectroscopiques ont pour but de séparer
les différentes molécules présentes dans un mélange et pour déduire des informations sur la

structure de ces molécules.

1.5.1 Analyses chromatographiques

15.1.1 CPG

La CPG s’est montrée une méthode la plus appropriée a la séparation et I’identification
des constituants des HEs particulierement avec la programmation de la température. Elle
permet a la fois I’analyse qualitative et quantitative. L’échantillon est injecté et vaporisé au
sommet de la colonne. L’élution est assuré par un flux de gaz inerte qui sert a la phase

mobile. A la sortie de la colonne se trouve un détecteur relié a un enregistreur.*®

15.1.2 CG-SM

Le but de combiner entre la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de
masse, aprés séparation chromatographique, est d’ajouter a la chromatographie une
deuxiéme dimension analytique.™

Principe

Il consiste a transférer les composés séparés par chromatographie en phase gazeuse par la
phase mobile (le gaz vecteur) dans le spectrométre de masse au niveau duquel, ils vont étre
fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en fonction de leur Masse.
L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des
données spectrales (spectre de masse) des constituants individualisés avec les
caractéristiques de produit de référence contenu dans des bibliothéques de spectres.™

1.5.2 Analyses spectroscopiques

1521 ATR-IRTF

La réflexion totale atténuée est une technique d’échantillonnage IR qui fournit
d’excellentes données de qualité en conjonction avec la meilleure reproductibilité, cette
technique a révolutionné 1’échantillon liquide et solide a travers une manipulation plus
rapide.

Principe

Un accessoire de réflexion totale atténuée fonctionne en mesurant les changements qui se
produisent dans un faisceau infrarouge réfléchi totalement a I'intérieur lorsque le faisceau
entre en contact avec un échantillon. Un faisceau infrarouge est dirigé sur un cristal

optiguement dense avec un indice de réfraction élevé a un certain angle. Cette réflexion



interne crée une onde évanescente qui se prolonge au-dela de la surface du cristal dans
I'échantillon maintenu en contact avec le cristal. Il peut étre plus facile de penser de cette
onde évanescente comme une bulle dinfrarouge qui se trouve sur la
surface du cristal. Cette onde évanescente fait saillie a quelques microns (0,5u - 5u) au-
dela de la surface du cristal et dans I'échantillon. Par conséquent, il doit y avoir un bon
contact entre I'échantillon et la surface du cristal. Dans les régions du spectre infrarouge ou
I'échantillon absorbe de I'énergie, I'onde évanescente sera atténuée et modifiée. L'énergie
atténuee de chaque onde évanescente on fait passer vers le faisceau infrarouge, qui sort

ensuite de I'extrémité opposée du cristal et transmis au détecteur dans le spectrométre IR.*

1.5.2.2 UV-Visible

La spectroscopie d’absorption dans I’UV et le visible est une méthode trés commune dans
les laboratoires. Elle est basée sur la propriété des molécules d’absorber des radiations
lumineuses de longueur d’onde déterminée.

Principe

Dans une molécule, les transitions électroniques UV-visibles mettent en jeu les énergies les
plus importantes (environ de 13000 a 50000 cm-1 soit 160 a 665 kJ-mol-1). L’ordre de
grandeur des énergies mises en jeu est celui des énergies de liaison des molécules et ces
rayonnements peuvent parfois provoquer des ruptures de liaisons. Plus généralement, ils
provoquent des transitions électroniques entre les différents niveaux d’énergie des

molécules.'’

1.5.2.3 RMN

La résonance magnétique nucléaire est fondée sur la mesure de I'absorption de la radiation
de radiofréquence (RF) par un noyau atomique dans un champ magnétique fort.
L'absorption de la radiation pousse le spin nucléaire a se réaligner ou a retourner dans la
direction de la plus haute énergie. Aprés avoir absorbé I'énergie, les noyaux atomiques
réémettront une radiation RF et retourneront & leur état initial de moindre niveau d'énergie.

Identification des constituants

L'identification est réalisée par la prise en compte du nombre de pics observés par rapport a
ceux attendus pour chaque molécule, du nombre de superpositions des signaux et des
variations des déplacements chimiques des carbones dans les spectres du mélange par
rapport aux valeurs de références (M). En plus de ces parametres qui sont accessibles par
un logiciel, l'intensité des raies de résonance permet de contrdler I'appartenance d'un

déplacement chimique a un compos¢ donné. Cette technique permet 1’identification de
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différents composants & une teneur supérieure ou égale a 0.5% sans purification

précédente.™®

1.6 Les HEs chémotypées

Les H.E.C.T sont des formes de classification chimique, botanique et biologique de la
molécule présente en majorité dans une huile essentielle. Par exemple, ’'H.E.C.T de
Thymus vulgaris a carvacrol est connue pour son activité antiseptique majoritairement
alors que 'H.E.C.T de Thymus vulgaris a thymol a des propriétés anti-infectieuses
majeures.”® 1l est donc préférable de choisir une H.E.C.T lorsqu’on utilise les huiles

essentielles en thérapeutique.



Chapitre 2 : Monographie des deux espéces étudiées

2.1 Introduction

Les plantes médicinales ont constituée le principal outil thérapeutique a la disposition de
I’homme, leurs propriétés ont été mises en évidence par 1’observation des effets qu’elles
généraient sur 1’organisme. Avec le progrés de la science, les chercheurs basés sur
I’isolement des principes actifs qui sont issus des métabolites secondaires, ces substances

chimiques naturelles sont considérées comme responsables de I’action thérapeutique. 2°

2.2 Description de la famille des Apiaceae

Famille de plantes dicotylédones, trés importante dans la flore algérienne ou elle est
représentée par 55 genres. Ce sont des arbustes, plantes sous-frutescentes ou herbacées,
trés variables a feuilles en général tres divisées. Inflorescences ombelliformes munies a
leur base de bractées souvent tres caduques simples, ou le plus souvent composées
d’ombellules. Fleurs, sépales général trés petits ou nuls, avec des pétales libres. Fruits

constitué par un diakéne couronné par le bourrelet calycinal.**

2.3 Cuminum cyminum

Le cumin est une petite plante annuelle, originaire du Turkestan, d’ou elle fut rapidement
propagée dans 1’ensemble des pays méditerranéens puis jusqu’en Amérique latine. Epice et
plante médicinale treés populaire dans ’Egypte ancienne, le cumin était prescrit contre les
affections digestives et respiratoires, ainsi que pour soigner les caries dentaires. Le cumin
est largement employé au moyen Age.? Le fruit du cumin est un ingrédient essentiel dans
de nombreux mélanges d’épices : baharat arabe, poudre de curry Indienne, pate de curry

Thailandaise et condiment cajun.?®

2.3.1 Caractéristiques botaniques

2.3.1.1 Description de la plante

Le cumin est une petite plante herbacée de la famille des Apiaceae, d’une hauteur de 30 cm
a feuilles parfumées, finement divisées, ombelles de petites fleurs blanches ou roses en éte.
Le fruit est fusiforme, d’une couleur jaune claire, qui devient plus foncée au contact de

|'air, strié variant du vert au gris-brun, **d’une odeur aromatique et un goit épicé et amer.”



Figure 2.1 : Cuminum cyminum Figure 2.2: Graines de C.cyminum

2.3.1.2 Classification %

Appellations
Nom francais Cumin, Cumin blanc
Nom anglais Cumin
Nom arabe sl
Nom latin Cuminum cyminum

Tableau 2.1 : Appellation de C.cyminum

Systématique

Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes
Classe Dicotyledones
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Cuminum
Espece Cuminum cyminum

Tableau 2.2 : Classification de C.cyminum



2.3.2 Habitat
Le cumin est cultive en Afrique du Nord et au Sud-ouest de 1’Asie; dans des sols 1égers,

bien drainés, au soleil.?® On cueille ses graines 4 la fin de 1’été, lorsqu’elles sont mires.*?

2.3.3 Utilisation thérapeutique

Les phytothérapeutes Indiens prescrivent le cumin contre les insomnies, les coups de froid
et pour abaisser la fievre. Mélangé au jus d’oignon, il forme une pate que 1’on applique sur
les piglres de scorpion.?

Partout au Maroc, les graines de cumin en poudre ou en décoction, sont tres utilisées dans
le traitement des troubles gastro-intestinaux. Il est en effet recommandé comme
stomachique, carminatif, antispasmodique et vermifuge. IIs 1’ont employé aussi en
décoction comme emmeénagogue. En usage externe, le cumin est utilisé en cataplasmes sur
la nuque contre les oreillons.?®

Le cumin est utilisé largement dans la médecine Ayurvédique (I’ancienne médecine

Indienne), pour le traitement de la dyspepsie, la diarrhée et de l'ictére.?’

2.3.4 Les principaux constituants biochimiques de ’HE du cumin

L’huile essenticlle de la plante du cumin, une est cultivée en Algérie (Boumerdes) et la
deuxiéme en Tunisie obtenue par hydrodistillation a été analysée par CPG/SM. L'huile
était dominée par les aldéhydes qui représentaient respectivement un rendement de 2.25%
et 1.45%. Ces principaux constituants étaient le cuminaldéhyde (40.07%), 1-phenyl,1,2-
Ethanediol (27.89%), Myrtenal (11.25%), p-cymene (7.40%), y-terpinene (5.24%)% en
Algérie, et en Tunisie le cuminaldéhyde (39.48%), y-terpinene (15.21%), p-cymene
(11.82%), B-pinéne (11.13%) et 2-caren-10-al (7.93%).%

2.4 Ammodaucus leucotrichus

Ammodaucus leucotrichus connu sous le nom de Moudrayga, c’est une espéce de plante a
fleurs de la famille des Apiaceae (anciennement Ombelliféres). Elle est endémique en
Afrique du Nord, y compris les Tles Canaries. Cette plante a plusieurs vertus
antispasmodiques, antiseptiques et carminatives, elle est utilisée également pour traiter la
constipation, la toux et le cancer des poumons, ainsi une prise d’une infusion quotidienne

prévient le diabéte.®
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2.4.1 Caractéristiques botaniques
2.4.1.1 Description de la plante

Petite plante annuelle glabre a tiges dressées, rameuses, finement striées, feuilles tres

divisées a laniéres étroites, un peu charnues, ombelles a 2-4 rayons, involucre a bractees

trés divisées;* fleurs blanches, toutes égales. Méricarpes allongés 6-9 x 4-5mm, & cotes

secondaires couvertes de longs poils soyeux trés denses, crépus, jaune roux a la base, puis

blancs et longs de 8-10mm. Cette plante est trés appréeciée et ramassée, ce qui tend a la

raréfier. C’est une plante a tres forte odeur d’anis.

21

Figure 2.3 : Ammodaucus leucotrichus

2.4.1.2 Classification %!
Appellations

Nom francais

Nom anglais
Nom arabe
Nom latin

Nom vernaculaire

Tableau 2.3 :

Figure 2.4 : Graines d’A.leucotrichus

Cumin velu
Hairy cumin
b small gt
Ammodaucus leucotrichus

Nessoufa, Moudrayga

Appellation d’A.leucotrichus
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Systématique

Embranchement Spermaphytes
Classe dicotyledones
Sous-classe Astéridees

Ordre Araliales
Sous-ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Ammodaucus
Espéce Ammaodaucus leucotrichus

Tableau 2.4 : Classification d’A leucotrichus

2.4.2 Habitat

La distribution enti¢re est basée au nord de I’ Afrique : Algérie, Maroc, Tunisie, Libye, elle
s’étend jusqu'a PEgypte et I’Afrique tropicale.® Elle est assez commune dans tout le
paturage desertique; secteur du Sahara septentrional et occidental et elle est rare dans le

secteur du Sahara central.?!

2.4.3 Utilisation thérapeutique

Les fruits d’A.leucotrichus sont utilisés comme condiment et en médecine traditionnelle,
ils sont employés dans le traitement des coups du froid, fievre et troubles digestifs
particulierement pour les enfants. La plante est utilisée aussi, sous forme de décoction de
fruits, pour le traitement du diabéte. *

Une étude a été réalisée sur la composition chimique d’une préparation utilisée dans la
pharmacopée traditionnelle dans la région de Bechar pour le traitement des maladies
gastriques. Ce remede utilisé comme sirop est un extrait aqueux de 11 plantes, parmi les

A.leucotrichus.®*

2.4.4 Les principaux constituants biochimiques de ’HE du cumin velu

L’huile essentielle de la plante A.leucotrichus cultivée dans trois régions d’Algérie a Adrar,
a Guerrara-Ghardaia et a Ghardaia extraite, par hydrodistillation, était analysée par
CG/SM. L'huile etait dominée par les aldéhydes qui représentaient respectivement un
rendement de 2.58%, 3% et 1.3%.

12



Ces principaux constituants étaient a Adrar le Périllaldéhyde (85.6%), limonéne (7.8%) et
a-pinéne (2.2%). Le total des composés (98.6%)%, & Guerrara-Ghardaia étaient le
périllaldéhyde (84.4%), limonéne (1.7%). Le total des composés (97.03%).% Et & Ghardaia
le périllaldéhyde (58.3%), limonéne (23.33%) et a-pinene (5.47%). Le total des composés
(97.25%).%

2.5 Intéréts biologiques des HEs a chémotype aldéhyde

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa structure biochimique, aux
groupes fonctionnels de ses composés principaux (aldéhydes, alcools, phénols, composés
terpéniques...). Les huiles essentielles a aldéhydes sont dermocaustiques et irritantes pour
les muqueuses, il faut donc toujours les diluer dans une huile végétale.®

Plusieurs tests ont été réalisés pour déterminer les activités biologiques des huiles

essentielles du cumin et du cumin velu :

> Activité antimicrobienne :
L’évaluation de D’activité antibactérienne de I’HE d’A.leucotrichus ** et de I’huile des

graines de C.cyminum *

contre plusieurs bactéries (gram positive et gram négative),
montre une forte activité sur la majorité des bactéries testées, Les hydrosols du cumin ont
été actifs, seulement sur Bacillus brevis, Entérobacter aerogenes et Escherichia coli.*’

Une forte activité antifongique a été montrée sur des moisissures et des champignons de la
pourriture du bois.** L’étude in vitro, a montré une activité antifongique des hydrosols du

cumin contre quelques mycétes de microbes pathogénes de plante.*?

» Activité anti-oxydante :
Une étude sur les activités biologiques d’A.leucotrichus a montrée une bonne activité anti-
oxydante de cette plante.>* Une autre étude a montrée que le cumin posséde un bon
potentiel anti-radicalaire, antioxydant et que ces épices peuvent étre utilisées pour produire
de nouveaux antioxydants naturels ainsi que des agents aromatisants utilisés dans divers

produits alimentaires.*®

» Activité anti-inflammatoire :
Généralement les huiles essentielles constituées principalement des aldéhydes possedent
des propriétés actives contre I’inflammation par voie interne.** L’évaluation de activité

anti- inflammatoire d’A.leucotrichus a montré qu’elle a une forte activité.>*
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Chapitre 3 : La chimie des aldéhydes

3.1 Définition

En chimie organique, un aldéhyde est une molécule dont la fonction caractéristique est un
groupe carbonyle C=0 situé obligatoirement au bout de la chaine carbonée, c'est-a-dire que
le carbone porteur de la fonction est lié par une double liaison a un oxygene et par une

simple liaison & un hydrogéne. Le groupe fonctionnel est donc au final de la forme CHO.*

3.2 Tests de reconnaissance

Pour mettre en évidence la présence d'aldéhyde, on peut faire des tests de reconnaissances :

« Addition de composes de type Z-NH, (amine) I:>formation d'un précipité.

o Letesta laliqueur de Fehling, qui prend une couleur rouge brique a chaud en présence
d'aldéhyde.

o Letest dit du « miroir d'argent », utilisant le réactif de Tollens, aboutissant a la création
d'un dépdt d'argent solide.

o Le test au réactif de Schiff, qui a froid, colore la solution en rose.*
3.3 Caractérisation de la liaison C=0

3.3.1 Géométrie et énergie

Le carbone fonctionnel, celui du groupe carbonyle, est de type AX3 en théorie VSEPR. La
géométrie autour de cet atome est donc trigonale plane; il y a donc quatres atomes et trois
liaisons coplanaires, et des angles autour de 120-.

La longueur de la liaison C=0 est de 1’ordre de 122 pm, nettement plus courte que la
liaison C=C d’un alcéne 134 pm. Ceci est di a I’¢électronégativité de 1’oxygene; celui-Ci

attire fortement les électrons de la liaison, ce qui rapproche I’atome de carbone.

3.3.2 Polarité
Les aldéhydes sont fortement polaires, du fait de la présence du groupe carbonyle. La forte

polarisation de cette liaison s’explique par I’existence de deux formes limites :

e Z" - A

Figure 3.1 : Les formes limites du carbonyle
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La forme B contribue pour une part non négligeable dans la description de la liaison; or
elle présente une séparation de charge trés importante, ce qui explique le fort moment
dipolaire de la liaison. Ainsi, 1’éthanal ou la propanone sont nettement plus polaires que

I’eau.

3.4 Propriétés physiques

Du fait de la polarité importante de la liaison C=0, il existe des interactions de Van der
Waals importantes au sein d’un aldéhyde. En conséquence, la température d’ébullition est
plus importante que pour 1’alcane, 1’alcéne ou I’alcyne de méme chaine carbonée. En
revanche, aucune liaison hydrogéne n’est possible, car les aldéhydes n’ont pas d’atome
d’hydrogene lié a un atome tres électronégatif. La température d’ébullition est donc moins
¢levée que pour I’alcool de méme chaine carbonée.

Toujours en raison de leur polarité importante, les composés carbonylés sont solubles dans

I’eau, du moins tant que la chaine carbonée n’est pas trop longue.

3.5 Réactivité du groupe carbonyle

La réactivité sur la double liaison peut étre prédite en considérant la forme limite B. Elle
montre que I’atome de carbone est un site pauvre en €lectron, alors que 1’atome d’oxygene
est un site riche en électron. En conséquence :

e le carbone est un site électrophile, qui peut subir 1’attaque d’un nucléophile lors de
réactions d’additions nucléophiles.

e J’oxygene est un site basique au sens de Bronsted et de Lewis, qui peut réagir sur un
acide de Bronsted (en particulier 1I’ion H+) ou un acide de Lewis. Par ailleurs, les
aldéhydes peuvent subir des réactions de réduction, soit sous 1’action des ions
hydrure H—, soit sous I’action des métaux. Les aldéhydes peuvent en outre étre

oxydés en acides carboxyliques.*®

3.6 Hémi-synthése des aldéhydes

3.6.1 Synthése d’hydrazone

La méthode de synthese la plus utilisée pour former une hydrazone est la
condensation d’une hydrazine avec un aldéhyde. L’hydrazine peut subir une
double condensation du composé aldéhyde, aussi I’utilisation d’hydrazine mono- ou
N,N-disubstituée permet d’éviter cette double condensation et de synthétiser facilement

les hydrazones correspondantes.*’
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Figure 3.2 : Réaction de formation d’hydrazone
3.6.1.1 Mécanisme réactionnel de la synthése d’hydrazone
H
H \
0 Q \ ( N——NH, Ay
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R, 1
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H

Figure 3.3 : Mécanisme réactionnel de la synthése d’hydrazone

3.6.1.2 Applications des hydrazones

La chimie des combinaisons complexes avec des ligands de la classe des hydrazones a regu
un regain d’intérét grace a leur activité biologique, nous trouverons ainsi que les
hydrazones possédent des propriétés biologiques, tels que antimicrobienne,*® anti-

inflammatoire, *° anti-VIH et antioxydante.™

> Activité antimicrobienne
Au cours des dernieres années, les infections microbiennes résistantes, sont devenues un
danger grave pour la santé. Cela a conduit a la recherche et au développement de nouveaux
agents antimicrobiens qui amélioreront 1’activité biologique.
De nouveaux hydrazones ont eté synthétisés aussi et évalués pour une activité
antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans,

Enterobacter faecalis, Bacillus megaterium et Enterobacter aerogenes.*
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3.6.2 La synthese de benzimidazole

La méthode efficace et économiques de synthétiser le benzimidazole par réaction de
condensation entre 1’ortho phénylenediamine et diverses composés tel que les aldéhydes en
présence de diverses conditions.

Puisqu’une oxydation est impliquée, la réaction est mieux réalisée dans des conditions
oxydatives. Cette oxydation peut étre apportée par 1’air ou plus facilement par 1’utilisation

d’autres agents oxydants tels que 1’acétate de cuivrique.53

O N
|| N, EtOH \> .
+ —_—
v R NH, N
H
Aldéhyde 0-phenylenediamine Benzimidazole

Figure 3.4 : Réaction de formation de benzimidazole

3.6.2.1 Mécanisme réactionnel de la synthese de benzimidazole

q) N, A \
EOH \

; /' >7R + H
H R NH, NH H, ﬂ

Figure 3.5 : Mécanisme réactionnel de la synthese de benzimidazole

3.6.2.2 Application des benzimidazoles

Les benzimidazoles possédent I'une des activités biologiques les plus utiles, leur noyau
joue un réle trés important en tant qu’agent thérapeutique, comme les anti-ulcéres et les
médicaments anthelminthiques. Ils présentent aussi des activités pharmacologiques comme
antimicrobienne,  antiviral, anti-anxiété, anticancéreuse, anti-inflammatoire et

analgésique.™
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> Activité antimicrobienne

Les benzimidazoles ont été évalués pour I’activité antibactérienne in vitro contre les
souches d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus, ainsi que pour I’activité
antifongique contre les souches de Candida albicans et Aspergillus niger utilisant la
technique de dilution en série et Ils sont donnés d’excellents résultats contre les souches

bactériennes.>
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Chapitre 1 : Matériels et méthodes

1.1 Matériels
1.1.1 Matériels végétaux

Les plantes que nous avons utilisées lors de notre expérimentation sont: Cuminum

cyminum (le cumin) provenant des hauts plateaux de 1’Algérie et Ammodaucus

leucotrichus (le cumin velu) provenant de la région de Ghardaia.

Tableau 1.1 : Matériels végétaux utilisés

\ Parties
Espéces . Etat
utilisées
Les graines Séches
Cuminum cyminum
Ammodaucus Les graines Séches
leucotrichus

1.1.2 Matériels d’analyses
1.1.2.1 UV-Visible

Les échantillons ont été analysés par le spectrophotométre de type JASCO entre 200 et 400

nm. Ces solutions ont été analysés I’une apres ’autre par ’'UV-Visible en remplissant la

cuve en quartz avec les solutions et en 'introduisant dans la chambre pour obtenir le

spectre et pouvoir ainsi 1’interpréter.
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1.1.2.2 CPG

Les HEs ont été solubilisées dans le méthanol puis analysés par un chromatographe en
phase gazeuse SHIMADZU, GC-17 A Equipé d’une colonne SE-30. Le Volume injecté
est 0,1ul. Le mode d’injection est Splitless. Le gaz vecteur utilisé est I’hélium pur avec un
Débit (GV) de 1 ml/min. La température de la colonne est programmée de 60 a 250 °C a

raison d’une montée de 5 °C/min, isotherme pendant 10 min.

1.1.2.3 CG-SM

L’identification des constituants a été réalisée par couplage d’un chromatographe en phase
gazeuse de marque Bruker ScionSQ a un spectromeétre de masse a un seul quadripdle
(SQ : single quadripole). La température de la source d’ions est fixée a 280°C. La
fragmentation est effectuée en impact électronique sous un champ de 70 eV, scanning 35-
600 Da.

Elle est muni d’une colonne capillaires de type DB-5 qui possedent les caractéristiques
suivantes (longueur : 25 m, diametre interne : 0.220 mm, épaisseur de film : 0.25 pm).

La température de la colonne est programmée 50°C pendant 10 min, aprés 50 a 250°C a
raison d’une montée de 2°C/min puis elle est maintenue a 250°C pendant 15 min.

La température de ’injecteur est fixée a 250°C. Le mode d’injection est Split (rapport de
division de 1: 100). Le débit de gaz vecteur (Hélium) est fixé a 1ml/min. le volume de

I’échantillon injecté est 0.2ul.

1.1.2.4 ATR-IRTF

Une spectrométrie réflexion totale atténuée- infrarouge a transformée de fourier de marque
THERMO SCIENTIFIQUE, équipée d’un détecteur (DTGS KBr) a haute performance
(1000-375 cm™), une source infrarouge moyen (4000-400 cm™), d’un rayonnement de
laser et une séparatrice (XT-KBr). L’acquisition des spectres a été avec une résolution de 8
cm™ et un nombre de scan 20 spectres. Le traitement des spectres est réalisé avec le
logiciel Essential FTIR.

Aprées que la zone de cristal a été nettoyée avec I’eau distillé et de 1’acétone et le fond
infrarouge a été recueilli, les huiles et les huiles modifies sont directement déposés sur le
cristal de réflexion de I’accessoire. Elles doivent étre dans une position précise au-dessus
du cristal de diamant, afin d’obtenir une dispersion uniforme de 1’échantillon sur la

surface.
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1.1.2.5 RMN
Les spectres RMN 1H et 13C des produits purs ont été analysé dans le DMSO-d avec un
appareil de marque Bruker-Ascendi 400 MHz.

1.1.3 Matériels biologiques

1.1.3.1 Les milieux de cultures

e Mueller—Hinton

La gélose Muller-Hinton est un milieu solide standardisé recommandé pour I’étude
de la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de diffusion ou de
dilution en gélose.

La standardisation du milieu de Mueller-Hinton est nécessaire pour obtenir des résultats
fiables au niveau de I'antibiogramme.

e Sabouroud

Milieu de base qui favorise la culture des champignons microscopiques grace a son pH

relativement acide.

1.1.3.2 Souches microbiennes
L’activité antimicrobienne des HEs est testée sur trois souches bactériennes référencées et

une levure de la famille des mycoses.

Tableau 1.2 : matériels biologiques utilisés

Bactéries a gram négatif Bactérie a gram Levure
positif
I . Pseudomonas Candida albicans
Escherichia coli aerudinosa ATCC Staphylococcus aureus
ATCC 25922 ety ATCC 25923




1.2 Méthodes
1.2.1 Extraction des HEs
L’extraction des HEs a été réalisée au laboratoire de la chimie a 1’université Saad Dahleb

Blida par hydro-distillation au moyen d’un appareil de type Clevenger.

» Protocole expérimental d’extraction
80 jusqu’a 250 g de maticres végétales, sont induites dans un ballon de 2 litres, rempli
d’eau distillé comme solvant d’extraction aux 2/3 de son volume.
Le ballon chauffé produit de la vapeur chargée de produits volatils. Cette vapeur se
condense au niveau du réfrigérant. Les premiéres gouttes d’huile sont apparues apres 25
minutes du chauffage, elles sont superposées sur I’hydrolat. La durée de 1’extraction
dépend de la masse du végétal induite dans le ballon, qui varie entre 4 a 5 heures.

Le montage d’extraction est représenté dans la figure (1.1).

Entrée d’eau

Sortie d’eau

Clevenger

Ballon

Chauffe ballon

Figure 1.1 : Montage légendé de I’extraction par hydro-distillation de type
clevenger
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Une fois I’extraction est terminée, on récupere I’HE en le séparant de 1’hydrolat, et on

ajoute quelque mg de desséchent MgSQ, afin d’éliminer les traces d’eau restante.

» Rendement de I’extraction
Le rendement est le rapport entre la masse d’HE et la masse de la matiére végétale séche,

et il est en pourcentage par la relation suivante :

Avec :

R% : rendement en HE
M ye : masse de I’HE obtenue (g)

m , : masse de la matiére végétal (g)

1.2.2 Caractéristiques des HEs
La caractérisation d’une essence consiste a :
- Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur, saveur) ;
- Déterminer des indices physico-chimiques (densité et indice de réfraction.....) ;
- Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des différents

constituants.

1.2.2.1 Propriétés organoleptiques
L’appréciation des caractéristiques organoleptiques des HEs nécessite 1’utilisation de nos

sens afin d’évaluer 1’aspect, I’odeur ainsi que la couleur.

1.2.2.2 Indice physico-chimiques
Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico-chimiques sont celles indiquées

par le recueil de normes de 1’ Association Frangaise de Normalisation.

> Densité relative a 20°C : Norme NF T 75-111

d20 — m; —my
my —Mmy

mo : Masse du pycnometre vide en gramme.
mz1 : Masse du pycnométre rempli d’eau distillée en gramme.

m2: Masse du pycnométre rempli d’huile essentielle en gramme.
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Figure 1.2 : Pycnometre remplie Figure 1.3 : Pycnomeétre  Figure 1.4 : Pycnométres remplie

d’HE de C.cyminum remplie d’eau d’HE d’A.leucotrichus

> Indice de réfraction a 20°C : Norme NF T 75-112

n2° = + 0,0004(¢ — 20)

t=20°C.

n30: est la valeur obtenue a la température t’.

> Point de fusion
Le point de fusion est déterminé a 1’aide d’un fusiometre de marque Fisher Jhones a

lamelle, il est apercu au moment de la fusion immédiate du solide.

1.2.3 Test de reconnaissance
Dans un bécher de 50 ml on a mis 3 ml de Bisulfite de sodium, 7 ml d’éthanol et 0.5 ml
des deux huiles séparément, les mélanges sont mis sous agitation sans chauffage.

Les précipités obtenus ont été filtrés et lavés avec de 1’éthanol puis sécher dans I’étuve.

O HO

EtOH SO3Na
+ NaHSO:s =

H R H

Figure 1.5 : Réaction de test de reconnaissance
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1.2.4 Modifications chimiques

1.2.4.1 Synthese des hydrazones

Dans un erlenmayer de 50 ml, 11 mmol (0.55g) d’Hydrazine monohydrate est additionnée
a (1.47g) et a (1.49g) d’HE de C.cyminum et d’A.leucotrichus respectivement dans 15ml
d’éthanol; les mélanges sont mis sous agitation magnétique a froid pendant 2h30min. Une
fois la réaction est achevée, on évapore le solvant a I’aide d’un évaporateur rotatif, le
produit obtenu est caractérisé par les differentes méthodes chromatographiques et

spectroscopiques.

1.2.4.2 Synthese des benzimidazoles

Dans un erlenmeyer de 50ml, on a mis 1 mmol (0.347g); (0.37g) d’HE du cumin et cumin
velu respectivement, 1.2 mmol (0.129g) d’o-phenylenediamine additionnée a 20 ml
d’éthanol. Les mélanges sont mis sous agitation a la température ambiante pendant 24h
pour le cumin et 12h pour le cumin velu. On évapore le solvant a 1’aide d’un évaporateur

rotatif, les précipités obtenus ont été filtrés et lavés avec de 1’éthanol.

1.2.5 Evaluation de I’activité antimicrobienne
Pour évaluer I'activité antimicrobienne des HEs étudiées, plusieurs tests ont été réalisés au
niveau de [I’hopital IBRAHIM TRICIN -BLIDA- au laboratoire d’analyse

microbiologique.

1.2.5.1 Aromatogramme

La méthode de 1I’aromatogramme consiste a déposer un disque stérile en cellulose (dans
notre cas les disques de 9 mm de diametre) imprégné d'une quantité bien définie de I'HE a
tester, a la surface d'une gélose préalablement coulée dans une boite de pétri et ensemencée
avec le microorganisme testé. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la

mesure du diamétre en mm de la zone claire autour du disque, appelée zone d'inhibition.

A Boite de pétri
Ensemencementdela gélose Q Gélose Mueller Hinton
en nappe par I’inoculum

Dépdt aseptique d’undisque A
de I'huile essentielle _‘

Z : Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 1.6: Principe de I’aromatogramme
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» Protocole expérimental

A/ Préparation de la premiére couche de milieu

Les milieux Mueller-Hinton et Sabouraud sont chauffés dans un bain marie, apres on verse

aseptiqguement une couche des deux milieux dans des boites de pétri et on laisse solidifier.

B/ Préparation de l'inoculum

A partir d'une culture jeune de 18h pour les bactéries et la levure, on réalise des
suspensions troubles en prélevant 2 a 3 colonies bien isolées et identiques, qu'on dépose

5ml d'eau physiologique stérile puis on agite au vortex.

C/ HEs natives et modifiées utilisées

Pour I'étude de I'activité antimicrobienne, les HEs et les huiles synthétisés sont employés a

I'état pur et diluées a 50% pour pouvoir les utiliser dans la technique de I'aromatogramme.

D/ Dépdt des disques

A T’aide d’une micropipette, on préleve 20ul d’huile essentielle pure, on dépose chaque
quantité prélevée sur le disque posé préalablement a I’aide d’une pince stérile sur la surface
de la gélose ensemenceée, on laisse diffuser pendant 30min. Enfin, incuber a 37°C pendant

24h pour les bactéries et 48h pour la levure.

E/ Lecture des résultats

Zones claires autour du disque: présence d'une activité inhibitrice des huiles.

Absence des zones claires autour du disque: pas d'effet inhibiteur des huiles.>

1.2.5.2 Méthode micro-atmosphérique

Cette technique consiste a cultivé les microorganismes a tester dans les boites de Pétri sur
un milieu de culture approprié. La différence réside principalement dans la position du
disque imprégné d’huile essentielle qui est déposé au centre du couvercle de la boite de
Pétri, renversée apres fixation du disque. Celui-ci n’est donc pas en contact avec le milieu
gélose. L’huile s’évapore dans I’atmosphere de la boite, elle peut exercer son effet

inhibiteur sur les microorganismes testés.
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Gélose Mueller Hinton
ensemencée en nappe

I

gl | ; L.

| % Boite de pétri
renversée

Incubation

Z Z : Zone d’inhibition

I — :7 Développement microbien

Figure 1.7: Principe de la micro-atmosphérique

» Protocole expérimental
Les boites de Pétri contenant le milieu de culture approprié sont ensemencées par
les bactéries a I’aide d’un écouvillon (4 souches ensemencées séparément en
paralléle/boite). D’un autre c6té on dépose 30ul d'HE sur un disque de papier filtre, au
fond et au centre du couvercle de la boite de Pétri. Cette derniére est incubée avec le
couvercle en bas. Apres incubation des bactéries a 37°C pendant 24h et jusqu’a 48h pour la

. . . 56
levure, on observe s’il y’a croissance ou non des germes-cibles.

1.2.5.3 Détermination de la CMI

La CMI est définie comme étant la derniére ou la plus basse concentration d'un agent
antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance d’un microorganisme apres 24h
pour les bactéries et 48h pour les levures. Son but est d'établir le niveau de sensibilité des
pathogéne envers les agents antimicrobiens en I'occurrence les HEs étudiées dans ce cas.
Fréguemment, la CMI n'est pas totalement bactéricide, de ce fait, une partie de I'inoculum
sera capable de se développer aprés disparition du composé inhibiteur. >’

Cette CMI est déterminée selon la méthode de dilutions sur milieu gélosé: MH pour les

bactéries et SAB pour les levures.
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» Protocole expérimental

a- Préparation de l'inoculum microbien

A partir de culture jeune de 18h pour les bactéries et pour la levure, on prepare les
solutions meres des souches a étudier en lisant I'absorbance a une longueur d'onde de
620nm, qui doit correspondre a une DO entre 0.2 et 0.3 pour Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus et & une DO entre 0.3 et 0.4 pour

Candida. >’

b-Préparation des dilutions d'HE

On prépare une dilution d'HE a 50% en diluant 2.5ml d’huile pure (100%) auquel on ajoute
2.5ml d’eau physiologique additionné de 2% (0.2ml) de Tween 80 stérile. On procede de la
méme maniere jusqu'a l'obtention de la derniére dilution 5%.

Mettez 100ul de chaque dilution préparé dans des tubes a essai sur lesquelles on ajoute
200ul de la solution meére de suspension microbienne préparée auparavant (4 souches
ajoutées séparément), puis on agite au vortex.

Ensemencer au moyen d'un écouvillon chaque mélange préparé a la surface de la gélose.

c-Incubation
Les boites de pétrie ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et

jusqu’a 48 pour la levure.

d-Lecture des résultats

La lecture des résultats se fait a l'ceil nue, en indiquant la plus faible concentration

inhibitrice d'HE, se traduisant par I'absence de toute croissance microbienne visible.

En bref, le schéma ci-dessous (figure 1.8) résume les étapes du protocole expérimental de
la méthode du CMI
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Prélévement des colonies Préparation des dilutions de I'HE

=
—
" | Jusqu'a
Culture 5ml de I"eau HE
microbienne de 18h  physiologique 50%  30% 25% 50,

\ J ’
Y

25% (2,5ml) d'H.E+ 25%
{2,5ml) de I'eau
physiologique + 1% (1ml)
de Tween 80.

L’inoculutn microbien

Déposer la solution sur les boites &
pétri a I'aide dun écouvillon

1
MH pour les bactéries et
SAB pour les levures

Lecture des résultats
aprés 24h

<

. Un effet inhibiteur Pas d’effet inhibiteur

Figure 1.8 : Schéma descriptive de la CMI
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Chapitre 2 : Résultats et discussions

2.1 Rendement de I’extraction des HEs des plantes étudiées

Tableau 2.1 : Le rendement de I’extraction des HEs du C.cyminum et d’A.leucotrichus

R moy (%0)
Graines Graines Broyées
C. cyminum 2.15 1,52
A. leucotrichus 2,27 2,52
3
® Graines
Graines broyées
2
1
0
A. leucotrichus

Figure 2.1 : Histogramme des rendements de I’extraction des HEs du C.cyminum et

d’A.leucotrichus

Le rendement moyen en huile essentielle a été calculé en fonction de la matiére végétale
séche des graines de la plante.

L’hydrodistillation des graines de cumin a fournit une huile essentielle de couleur jaunatre
(figure 2.2) avec un rendement moyen (2,15%) plus élevé par rapport a celle des graines
broyées (1,52%). En revanche la partie aérienne du cumin velu a fournit une huile
essentielle de couleur bleu avec un rendement plus élevé estimé de 2,52% en utilisant la

plante broyé.



2.2 Caractéristiques physico-chimiques
Les résultats des analyses physico-chimiques des deux huiles des espéces étudiées sont

reportés dans le tableau (2.2).

Tableau 2.2 : Caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques des HES

L’aspect et ’odeur Couleur n3° d*°
C. cyminum Liquide huileux odeur Jaune claire 1.5184 0.942
anisée
A. leucotrichus Liquide huileux odeur Bleue 1.5004 0.937

anisée

Figure 2.2 : La position des HEs d’A. leucotrichus (a) et de C. cyminum (b) par
rapport a I’hydrolat

2.3 Test de reconnaissance

L'ion hydrogénosulfite de sodium, s'additionne aux aldéhydes, pour donner un précipité
blanc, qui est I’ion a-hydroxysulfonate de sodium, ce dernier est soluble dans I'eau, ce qui
n’est généralement pas le cas de 1'aldéhyde de départ. On pourra donc se servir de cette

méthode pour séparer l'aldéhyde d'autres composés insolubles dans I'eau génants. La
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solution aqueuse purifiée est alors traitée en milieu basique tres fort, ce qui régénére

I'aldéhyde de départ insoluble a nouveau dans I'eau.

» Avec I’A.leucotrichus

O
—

NaHSO,
—_—

NS

H3C CH,

» Avec C.cyminum

O
—

NaHSO,
—_—

H3C CHj3

HO NaHSO
NaOH
~
H;C CH>
HO NaHSO 3
NaOH
H3C CHj3

E/
=
H3;C CH»

Hs

@]

o
i/
C CHyg

Figure 2.3 : Réactions de test de reconaissance des aldéhydes

Ces réactions ont fournis des précipités blancs avec un rendement de 58.99% et de 59.02%

pour le cumin et le cumin velu respectivement.

2.4 Analyses chromatographiques et spectroscopiques des deux huiles

2.4.1 Caractérisation par UV-vis

Absorbance

Figure 2.4 : Spectre UV-visible
de ’HE de C.cyminum

T
300 3

Figure 2.5 : Spectre UV-visible
de PHE d’A.leucotrichus



Les spectres UV-Vis des HEs du C.cyminum et d’A.leucotrichus montrent la présence des
pics large localisés & 200 et 210nm respectivement, sont attribués a I’excitation
¢lectronique m—7n* de la fonction alcéne présente au sein de la structure d’aldéhyde. Des
deuxiémes pics situés a 255 et 275nm caractéristique de la transition €lectronique n—m*
du groupement carbonyle C=0 d’aldéhyde. Cependant des pics situés a 315 et 300nm

spécifique a I’excitation électronique n—n* du doublet non liant du groupement carbonyle.

2.4.2 Caractérisation par ATR-IRTF

L’analyse par ATR-IRTF des deux huiles a donnée les spectres suivants :
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Figure 2.6 : Spectre ATR-IRTF de I’huile essentielle de C.cyminum

La figure (2.6) présente le spectre ATR-IRTF de I’huile essentielle de C.cyminum montre
la présence d’un pic situé a 2961 cm™ d’intensité moyenne correspond a la vibration
d’¢longation d’un Cyi-Ha, un pic situé a 2717 cm™ est attribué & la vibration de liaison
Cui-H, & 1700 cm™ on observe un pic de forte intensité due & la fonction carbonyle C=0

d’aldéhyde, ainsi que la vibration d'¢longation de C=Ca, & 1573 cm™.
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Figure 2.7 : Spectre ATR-IRTF de I’huile essentielle d’A.leucotrichus

Sur le spectre d’ATR-IRTF de I’EH d’A.leucotrichus on observe ’apparition d’une bande
a4 2920 cm™ qui correspond & différents mode de vibration symétrique et antisymétriques
des groupes CH, et CHs, on observe un autre pic & 2717 cm™ attribué & la vibration
d’¢élongation d’un Cyi-Ha, aldéhyde, & 1682 cm™, on observe un pic de forte intensité due &

la fonction carbonyle C=0 d’aldéhyde. Ainsi que C-C & 1164 cm™ d’intensité moyenne.
2.4.3 Caractérisation par CPG

L’analyse chromatographique par CPG des huiles a donné les chromatogrammes suivants :

42,29%

N ’ 28.62%

42,29%

Figure 2.8 : Chromatogramme de CPG de I’huile essentielle du C.cyminum

500
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Figure 2.9 : Chromatogramme de CPG de I’huile essentielle d’A.leucotrichus

L’analyse chromatographique par CPG a permis la séparation des différents composés des

HEs étudiées en fonction de leurs temps de rétention comme la montre les figures (2.8) et

(2.9), ces derniers sont regroupés avec leurs teneurs dans le tableau (2.3).

Tableau 2.3 : Composition chimique des HEs du C.cyminum et d’A.leucotrichus

IP’HE d’A.leucotrichus I’HE de C.cyminum
Tgr (min) Teneurs(%) Tr (mMin) Teneurs(%o)

11,935 26,40 13,071 7,87
25,191 40,08 13,829 11,83
25,478 21,18 18,981 4,29
27,291 9,25 20,465 5,08
28,705 3,08 24,096 42,29

- - 25,507 28,62

Il a été reporté que I’'HE de C.cyminum est plus riche en composés avec un composé

majoritaire a 24,09 min avec une teneur de 42,29 %, ce pic peut étre attribué au
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cuminaldéhyde suivi par un deuxiéme a 25,50 min avec une teneur de 28,62 % ; alors que
la teneur du composé majoritaire de I’HE d’A.leucotrichus situé a 25,19 min a été estimé

par 40,08 % suivi par le composé situé a 27,49 min avec 21,18 %.

2.5 Modifications chimiques des huiles essentielles
2.5.1 Synthese des hydrazones
L’action de I’hydrazine monohydrate sur les HES permet la conversion des aldéhydes

constituants de ces HEs (le cuminaldéhyde et le périllaladéhyde) en leurs hydrazones

correspondant, selon la figure (2.10).

» Avec le C.cyminum :
H. O N
- =~ "NH,
+ HN——NH,H,0 —o + H0
HsC CH, H,C CH,
Cuminaldéhyde Hydrazine (12)-[4-(propan-2-yl)benzylidene]hydrazine
(Composé A)
» Avec I’A.leucotrichus :
H O N
Z “NH,
EtOH
+ H,N NH,H,0 ———— + HO
H,C” “SCH, H,C” “SCH,
. ) Hydrazine (12)-{[4-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-1-en-1-yl]
périllaldéhyde methylidene}hydrazine
(Composé B)

Figure 2.10 : Synthese des hydrazones
2.5.2 Caracteres physico-chimiques des hydrazones

Tableau 2.4 : Les caractéristiques physico-chimiques des hydrazones
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Produit Nature Couleur 11%" R %

Composé A Solide Jaune orangée 1,5624 91.55

Composé B Solide Bleue vert 1,5464 91.30

2.5.3 Caractérisation par I’UV-vis

§ \ £ o
Cl Y \ M \
, \ / \\
o | \ 02 \
\ / \
X / \
N 0. / \\
\ / \
004 e oo—r \R,h
200 20 300 350 @ g0 20 0 30 3
Nanameters - Nanometers
Figure 2.11 : Spectre UV-visible Figure 2.12 : Spectre UV-visible
du composé A du composé B

Le spectre UV-vis de composé A est caractérisé par ’apparition des nouvelles bandes a
214nm, 238 nm et une bande large situé entre 260-383 nm.
Un effet bathochrome a été observé dans le spectre UV-vis de composé B ou une bande a

été observée de 224 a 284 nm avec un épaulement a 289 nm.
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2.5.4 Caractérisation par ATR-IRTF
L’analyse spectroscopie ATR-IRTF des hydrazones a donné les spectres suivants :

SESSSHISIR
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Figure 2.13 : Spectre ATR-IRTF du composé A
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Figure 2.14 : Spectre ATR-IRTF du composé B

500

Les spectres ATR-IRTF du produit de condensation de la cuminaldéhyde et le

périllaldéhyde avec I’hydrazine sont représentés dans les figures (2.13) et (2.14), ces

derniers sont caractéris€s par I’apparition de deux bandes situées entre 3100 et 3500 cm”

1

d’intensité fine correspond a la vibration d’¢longation du groupe NHj, et la disparition de

la bande caractéristique du groupement carbonyle preuve de la réduction de 1’aldéhyde, et

la présence de pic caractéristique du noyau aromatique & 3000 cm™.
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Un pic situé & 1638 et & 1641 cm™ d’intensité moyenne attribué & la vibration d’¢élongation
des liaisons C=N pour le composé A et B respectivement. Un pic de forte intensité
d’absorption des liaisons C=C aromatique, a 1461 et a 1434 cm™ pour le composé A et B

respectivement.

2.5.5 Caractérisation par CG/SM
L’analyse chromatographiques par CG/SM des HEs du cumin et du cumin velu a donné les

chromatogrammes suivants:

3H

25 v
2H
1.5

1 ¥
057 v v
% o] 75

SCps

Figure 2.15 : Chromatogramme de la CG/SM de I’huile modifiée du cumin

Sl ps
N

VIR | AL
% 50 7

Figure 2.16 : Chromatogramme de la CG/SM de I’huile modifiée du cumin velu



L’identification des composés par cette analyse a été regroupée dans les tableaux suivants :

Tableau 2.5 : Composition chimique du composé A

COMpOosés Formules Tr (Min) Teneurs (%)
a-pinene @ 7,24 8.76
B-pinene dé 7,41 2.19
a-phellandrene Eé 12,69 24.81
y-carene /éj 18,80 43.79
R-limonene i 28,60 1.46
a /N\NH2
(12)-[4-(propan-2- 39,49 10.95
yl)benzylidene]
hydrazine
NI / 43,95 1.46
NI / 48,64 6.57
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Tableau 2.6 : Composition chimique du composé B

composes Formules Tr (min) Teneurs (%)
B- pinene EE 10,10 Trace
0-cymene 5\ 14.84 0.61
y-carene /éj 18,76 28.48
R-limonene Q 28,61 6.06
{@- [4-(prop-L-en- | T
2-yl) cyclohex-2-en-
1-yliene] methyl} 45,44 23.63
hydrazine <
NI 46,85
/ 4.24
M / 47,80 8.48
(1Z)-{[4-(p|r)op- T T
1-en-2-y
cyclohex-1-en-1- 49,09 25.45
yl] methylidene} ~_
hydrazine
Caryophylene
oxide 56,36 2.42
a-cadinol 5?@\ 60,60 0.61
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2.6 Modification chimique des deux huiles par o-phenelenediamine

2.6.1 Synthése des benzimidazoles

Cuminaldéhyde

H 0]
=

HsC CH,
Périllaldéhyde

» Avec le C.cyminum

H 0
2
N CH,
oo e O
+ —_—
24h N
NH, N CHs
HyC”™ “CHy
o-phenylenediamine 2-[4-(propan-2-yl)phenyl]-1H-benzimidazole
> Avec I’A.leucotrichus
NH,
+
NH,
N

o-phenylenediamine

EtOH

[ —" .

12h

(Composé C)

N
H

OO
CHj

2-[4-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-1-en-1-yl]-1H-
benzimidazole

(Composé D)

2.6.2 Caracteres physico-chimiques des benzimidazoles

Figure 2.17 : Synthese des benzimidazoles

Tableau 2.7 : Les caractéristiques physico-chimiques des benzimidazoles des deux

huiles
Nom du produit Nature Couleur Point de R %
fusion °C
Composé C poudre Jaune pale [256-257] 63.64
Composé D poudre Jaune pale [275-276] 64
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2.6.3 Caractérisation par I’UV-Vis

™~

T T
200 250 300
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Figure 2.18 : Spectre UV-visible du

composé C

T T
250 300 350

Nanometers

Figure 2.19 : Spectre UV-visible du

composé D

Les spectres UV-Vis du produit de condensation de la cuminaldéhyde et le périllaldéhyde

avec I’o-phenelenediamine montre la disparition de la bande d’absorption du groupement

carbonyle des deux aldéhydes et la conservation de la bande caractéristique de la fonction

alcene d’aldéhyde a 210nm. L’absence de la bande caractéristique de la transition

¢électronique m—7* peut étre expliqué par la réduction de la fonction

benzimidazole.

2.6.4 Caractérisation par ATR-IRTF

aldéhyde en

TR 5 =8
S5 8 82
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0.05
I

N

— 1620.85
T 1588.02

0.00

— 560.65
—— 5219

T T T
3500 3000 2500

T

2000

1500 1000

Wavenumber cm-1

Figure 2.20 : Spectre ATR-IRTF du composé C

500

43




Mvmm(\l < o ~ — @ oy o o o W o~

sm8a 3 8 5 @ @8 s3 =3 8 8% o

R - 5 & 3= R 85 3 S22 &

BRUKERIZE £ & € § SE R 8 8 =R B
ROQgERCEE L g2 § sk &Y &4

I~ -

o~

o .

—

< -

—

[td -

o

— -

o T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

Figure 2.21 : Spectre ATR-IRTF du composé D

Les deux spectres d’ATR-IRTF des composés C et D montrent la disparition du pic de la
fonction carbonyle C=0 vers 1662 cm™ pour les deux spectres et I’apparition d’un pic a
1620 et 1651cm™ responsable de la vibration de la fonction C=N pour les composés C et D
respectivement et on remarque un nouveau pic situé a 3072 et 3078 cm™ due de la liaison
N-H, c’est ce qui explique la réduction de I’aldéhyde en benzimidazole. Ce résultat est
confirmé par les observations obtenues a partir d’analyse UV-Vis du produit de

condensation.

2.6.5 Caractérisation par RMN
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Figure 2.22 : Spectre RMN *H du composé D
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Figure 2.23 : Spectre RMN **C du composé D

RMN H* (400 MHz, DMSO-d6): §(ppm): 1, 53-1,57 (m, 1H, H-2) ; 1.77 (s, 3H, 17’-CH3),
1,95 (d, 2H, H-3) ; 2,20-2,36 (qd, 2H, H-2") ; 2,48- 2,51 (t, 2H, H-5") ; 2,63-2,78(d, 1H, H-4) ;
4,6- 4,77(s, 1H, H-1") ; 6,79 -7,45(H-arom); 12,30 (s, 1H, 1-NH).

RMN C® (400 MHz, DMSO-d6): 21,22 (1°’-CH3) ; 25,64 (C-5°); 25,84 (C-4) ; 27,53 (C-3) ;
28,01 (C-2) ; 30,71 (C-2°) ; 109,53 (C=C-1°) ; 110,90; 118,55; 121,09; 122,04; 128,77; 129,16
(C=C arom); 149,32 (C-5) ; 143,83 (C-1); 152,83 (C-6) ppm.

“H
8 / aq 3 1
9 7a N
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Y > 1
10 1la N 1
11 12 5 2

Figure 2.24 : 2-[4-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-1-en-1-yl]-1H-benzimidazole

2.7 Evaluation de I’activité antimicrobienne des HES testées

2.7.1 Méthode de ’aromatogramme

La lecture des résultats se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition. L’échelle
de mesure de I’activité antimicrobienne est répartit en 4 classes : °°

e Fortement inhibitrice : lorsque le diamétre est > 28mm ;

e Modérément inhibitrice : le diametre de la zone est compris entre 16mm et

28mm ;
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e Légerement inhibitrice : le diametre de la zone est compris entre 10mm et 16mm ;

e Non inhibitrice : lorsque le diametre de la zone est <10mm

Les résultats obtenus relatifs aux diameétres des zones d’inhibition en utilisant le test de

I’aromatogramme sont regroupés dans le tableau ci-dessous. (Voire annexe)

Tableau 2.8 : Les zones d’inhibitions des microorganismes pour les échantillons a

I’état purs et diluer

Les zones d’inhibitions (mm)

Micro-organismes

E coli Pseudomonas | Staphilococcus Candida
' aerogenosa aureus albicans
Les concentrations
100% 20 20 35 /
HE de cumin
50% 15 14 12 /
100% 20 19 25 /
HE de cumin velu
50% 19 13 13 /
100% >40 >40 >40 30
Composé A
50% 17 15 19 12
100% >40 >40 33 30
Composé B
50% 13 29 17 17

Les résultats montrent que les deux huiles essentielles testées possédent une forte activité

antibactérienne, cette activité augmente avec 1’augmentation de sa concentration. Le plus

grand diamétre d’inhibition a été observé avec I'HE du cumin pure pour la souche gram

positive Staphilococcus aureus que les grams negative Pseudomonas aerogenosa et E.coli

qui ont été moins sensible, par contre la souche fongique candida albicans a montré une

résistance avec les deux HEs testées.
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On conclure que I'HE a son I'état pure du cumin est fortement inhibitrice que I'HE du
cumin velu.

Une amélioration de ’activité de ces HEs avec tous les germes testées a été observée on
utilisant leurs hydrazones purs correspondant, les diamétres d’inhibition ont augmentés de
35 a 60 mm avec la souche Staphilococcus, de 20 a 60 avec la souche E.coli et de 20 a 43
mm avec la souche Pseudomonas, il a été reporté aussi que les deux hydrazones ont fourni
une forte activité antifongique avec la souche candida albicans. Ceci est di a la présence

d’azote qui est plus réactive que I’oxygene.

2.7.2 Méthode atmosphérique

Tableau 2.9 : Effet inhibiteur des huiles essentielles

Effet inhibiteur

Les souches
) Pseudomonace Staphilococcus
_ E.coli Aeregenosa Aureus
Les huiles
HE de cumin + - +
HE de cumin velu + - +

D’apres les résultats obtenus, on remarque que 1’activité microbiologique des HEs testés
par la méthode micro atmosphére est plus importante que celle avec la méthode de
diffusion sur disque chez les souches E.coli et Staphilococcus, et elle ne présente aucune
activité avec Pseudomonace, qui est due a la résistance de cette souche aux molécules

volatils. (Voire annexe)
2.7.3 Méthode de la CMI

Afin de confirmer les résultats trouvés précédemment dans I’étude qualitative de 1’activité
antimicrobienne, nous avons procédé a la détermination des concentrations minimales

inhibitrices (CMI) des deux HEs et des hydrazones.

Les valeurs des CMI des HEs et des hydrazones testées vis-a-vis des souches microbiennes

sensibles sont représentées dans le tableau (2.10)

47



Tableau 2.10 : Les CMI avec les huiles et les hydrazones

souches . .| Pseudomonace | Staphilococcus Candida
Escherichia Coli .
Aeregenosa Aureus Albicans
Echantillons
HE de cumin 5% 10% 14% 4
HE de cumin 5% 9% 13.3% /
velu
Composé A 1.6% 5% 8.3% 3.3%
0 0 (0] 0
Composé B 2.3% 8.3% 11.6% 3.3%

Les deux huiles présentent une bonne activité antimicrobienne a travers une CMI de 5%

dans le cas d’E.coli.

Pseudomonace et Staphilococcus montrent les souches les plus résistantes avec des CMI
de 10%, 14% et 9%, 13.3% pour I'HE du cumin et du cumin velu respectivement.

Les composés A et B présentent une excellente activité antimicrobienne vis-a-vis E.coli et
Candida avec des CMI les plus faibles. Pour Pseudomonace et Staphilococcus ; le
composé A montre une CMI moyenne de 5% et 8.3% alors que avec le composé B montre
un pouvoir trés moyen voir faible de 8.3% et 11.6% respectivement contre ces deux
bactéries.

D’apreés les résultats obtenus, Staphilococcus Aureus est la souche la plus résistante vis-a-
vis des HEs étudiées et méme pour les hydrazones, alors que E.coli s’est avéré étre la plus
sensible. Par contre la souche fongique ne possede aucune activité avec ces deux huiles, ce

qui confirme les résultats de I'aromatogramme. (Voire annexe)
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Conclusion

Le travail que nous avons entrepris avait pour objectif la valorisation via I’hémi-synthése
des huiles essentielles du Cuminum cyminum et d’Ammodaucus leucotrichus dans le but

d’améliorer leurs activités antimicrobienne.

L’extraction des huiles essentielles de Cuminum cyminum et d’Ammodaucus leucotrichus
riche en cuminaldéhyde et en périllaldéhyde par hydrodistillation a fournit une huile de
couleur jaune clair avec un rendement de 2.15% pour le cumin, et une huile bleue avec un

rendement de 2.52% pour le cumin velu.

La modification chimique de ces HEs par hydrazine monohydrate sur les aldéhydes a
conduit a la formation de leurs hydrazones correspondant avec des rendements de 91.55%
et de 91.30% pour le cumin et le cumin velu respectivement, cette modification a été
observé par la disparition du groupement carbonyle dans leurs spectres ATR-IRTF et

I’apparition des liaisons C=N et NHj, ces résultats ont été confirmé par 1’analyse CG/SM.

L’hémi-synthése des benzimidazoles par action de 1’o-phenylenediamine sur les HEs du
cumin et du cumin velu a été réalisé avec des rendements de 63.64% et de 64%
respectivement et leurs structures chimiques ont été confirmées par UV-vis, ATR-IRTF et
RMN H' et C¥.

Les testes du pouvoir antimicrobien par la méthode d’aromatogramme et micro-
atmosphérique montrent que les HEs du cumin et du cumin velu présentent une activité
antibactérienne contre deux souches a gram (-) E.coli et Pseudomonace, et une souche a
gram (+) Staphiloccocus. Cette activité a été amélioré en utilisant les mémes doses des
huiles essentielles modifiés, ils ont été aussi reporté une forte activité antifongique des
hydrazones contre Candida albicans a cause de I’introduction de I’atome d’azote a la place

d’oxygéne ; ces résultats ont été¢ confirmé par 1’é¢tude de la CMI.

En perspective il est recommandé de faire une étude systématique pour améliorer les
rendements des réactions. Il est aussi recommandé¢ d’étudié I’activité microbiologique des
benzimidazoles ; les hydrazones possedent plusieurs activites biologiques, ils peuvent étre

aussi étudiés.
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Annexe :

» Aromatogramme des produits purs
E.C: Echerechia coli; P : Pseudomonas aeruginosa; S : Staphylococcus aureus; CN : Candida Albicans
C: HE du Cuminum; Al : HE d’Ammodaucus; Hy C : Hydrazone du Cuminum; Hy Al : Hydrazone

d’Ammodaucus




» Aromatogramme des produits a 50 et 10%




» LaCMI

Un effet inhibiteur Pas d’effet inhibiteur




