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RESUME

Le présent travail porte sur 1'¢tude chimique des huiles essentielles de
menthe, eucalyptus et thym. Il contribue au développement des applications
analytiques de la spectrométrie IRTF en offrant un outil d’analyse complémentaire,

simple, rapide et disponible.

La premiére partie porte sur 1’é¢tude des huiles essentielles (HE) de la menthe,
I’eucalyptus et le thym obtenues par hydrodistillation ou entrainement a la vapeur
d’eau, avec des rendements de 0.93%, 0.21% et 3.07%, respectivement.
L’identification des composés des huiles essentielles est réalisée par la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM), en

se basant sur les banques de données spectrales wiley7n et NBS 75k.

La deuxiéme partie consiste a doser quantitativement par spectrométrie
infrarouge a transformée de Fourier (IRTF), le menthol, eucalyptol et thymol dans la
menthe, ’eucalyptus et le thym, respectivement. Le taux des monoterpénes dans les
échantillons a été calculé, en extrapolant les valeurs d’absorbance des huiles
essentielles dans les droites d’étalonnage correspondantes.

Le taux de menthol dans la menthe obtenu en considérant le volet gauche a 1049 cm’
corrigé avec une ligne de base comprise 947-1179 cm™ de la bande direct 4 1043 cm™
est de 2.7%. Cette bande a été choisie en utilisant la calibration par addition standard.
L’utilisation du spectre dérivé, en considérant le volet gauche a 1173 cm’ de la
bande direct 4 1168 cm™ a permis de donner une teneur de 6.5% d’eucalyptol dans
I’HE d’eucalyptus.

La complexité du spectre de I’HE de thym rend la détermination du thymol dans le

thym impossible. Un traitement préalable est indispensable.

Mots clés: menthe, eucalyptus, menthol, eucalyptol monoterpénes, CG-SM, spectrométrie IRTF,

spectre dérivé, calibration par addition standard.



ABSTRACT

This work focuses on the chemical study of essential oils of peppermint, eucalyptus
and thyme. It contributes to the development of analytical applications of FTIR spectrometry

by providing a tool for further analysis, simple, faste and available.

The first part concerns the study of essential oils of peppermint, eucalyptus and thyme
obtained by hydrodistillation or steam distillation of water, with yields of 0.93%, 0.21% and
3.07%, respectively. The identification of compounds of essential oils (EO) is achieved by the
coupling of gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS), based on spectral
databases wiley7n and NBS 75k.

The second part is to analyse quantitatively the menthol, eucalyptol and
thymol in mint, eucalyptus and thyme by Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR). The rate of monoterpene in the samples was calculated by extrapolating the
absorbance values of essential oils in the corresponding calibration straights.
The rate of menthol in mint obtained by considering the left pane at 1049 cm’
corrected with a baseline range 947-1179 cm™ of the live band at 1043 cm™ is about
2.7%. This band was chosen by using the calibration by adding a standard.

The spectrum derived using the left pane at 1173 cm™ of the live band at 1168 cm™ has given
a grade of 6.5% of eucalyptol in EO of eucalyptus.
The complexity of the spectrum of thyme essential oil makes the determination of thymol in

thyme impossible, a pre-treatment is required.

Keywords: peppermint, eucalyptus, menthol, eucalyptol monoterpenes, GC-MS, FTIR, spectrum derived,

standard addition calibration
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes représentent une source de principes actifs inépuisable et renouvelable, dont
l'usage traditionnel et médical est connu depuis bien longtemps. Elles sont capables de
produire des substances naturelles tres diverses qui connaissent un intérét croissant pour des
applications dans de nombreux produits de consommation. Il s’agit de métabolites dits
secondaires parmi lesquels, les huiles essentielles, leur utilisation est encouragée car les
produits équivalents issus de synthéses chimiques ont une mauvaise presse parmi le grand

public.

Les huiles essentielles sont extraites de diverses familles botaniques, elles se localisent

dans toutes les parties de la plante (écorces, feuilles, tiges et fleurs).

Il existe plusieurs techniques d’extraction qui peuvent étre conventionnelles (utilisées

depuis longtemps) et élaborées (développées plus récemment).

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en
ceuvre de plusieurs techniques. La technique, qui est la plus couramment employée, est le
couplage d’une technique chromatographique, généralement la Chromatographie en Phase
Gazeuse (CPG) permettant I’individualisation des constituants, avec une technique
spectroscopique, la spectrométrie de Masse (SM). Cependant, le développement de nouvelles
méthodes d’analyse est toujours nécessaire aux chercheurs travaillant dans les différents

domaines de la chimie des produits naturels.

Dans ce domaine, la spectrométrie IRTF a été sollicitée, surtout pour des analyses
qualitatives et complémentaires. Le but principal de ce travail est de contribuer au
développement d’une méthode analytique quantitative par spectrométrie IRTF. Une telle
méthode simple, rapide, utilisant un appareil disponible s’avere trés nécessaire dans nos

laboratoires.



Les objectifs assignés a ce travail sont :

> L’étude chimique de la composition des huiles essentielles présentes dans les especes
étudiées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-
SM).

> Le dosage des monoterpénes dans les huiles essentielles de plantes médicinales et

aromatiques par spectrométrie IRTF.

Notre mémoire est réparti en trois chapitres:

Le premier concerne une étude bibliographique recensant les espéces et les étalons
concernés par cette étude, les procédés d’extraction des huiles essentielles dits traditionnels et

les techniques d’analyse.

Le second est consacré a I’extraction des huiles essentielles, leur analyse par CCM et

CG-SM.

Le troisiéme a pour objet le dosage quantitatif des monotepénes contenus dans les

espéces étudiées par spectrométrie IRTF.

Une conclusion ainsi qu’une bibliographie compléte ce mémoire.



Chapitre 1
Synthese bibliographique




1.1 Introduction

Depuis les temps les plus reculés, I'homme a appris a chercher chez les
végétaux et les animaux ses aliments et ses médicaments. L’étude des produits
naturels a usage thérapeutique est pluridisciplinaire (biologie, pharmacologie,

chimie...).

Les plantes ont toujours fait, partie de la vie quotidienne de I’homme, puisqu’il

s’en sert pour se nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux.

L’utilisation des plantes médicinales comme source de reméde pour se soigner
ou prévenir des maladies est originaire des millénaires jusqu’a la récente civilisation
chinoise, indienne et du Proche-Orient. Elle est devenue certainement un art. Au fil
des siécles, la thérapeutique par les plantes s’est dissociée des pratiques magiques
pour devenir empirique puis scientifique. Cela était évident au début du 19°™ siecle
qui marque la découverte des alcaloides (morphine, quinine...). Dans les pays
industrialisés, les recherches dans le domaine des plantes médicinales se poursuivent
durant les derniéres décennies. Néanmoins, les substances actives isolées constituent

environ 25% des préparations médicamenteuses [1].
prep

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui auraient une activité
pharmacologique pouvant conduire & des emplois thérapeutiques. Cela grice a la
présence d’un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur
I’organisme humain. Elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en
cosmétologie, ainsi que dans la confection de boissons, soit nature, soit en
préparation galéniques, soit encore sous forme de principes actifs, comme matiére

pour I’obtention de médicaments [2,3].

Les huiles essentielles ont, a toutes époques, occupé une importante place dans
la vie quotidienne des hommes qui les utilisent autant pour se parfumer, aromatiser la
nourriture ou méme se soigner. Les huiles essentielles sont des mélanges odorants,

complexes et variables de composés volatils extraits par distillation de matériel



végétal de diverses origines : Racine (Vétiver), bulbe (4il), thizome (Gingembre),
Tige (Petits grains), bois (Bois de Rose, Cédre, Santal), écorce (Cannelle), Feuille
(Citronnelle, Eucalyptus), bourgeon (Pin), seve (Encens, Myrrhe), Fleur (Ylang-
ylang, Rose, Lavande), fruit (Orange), graine (Muscade, Anis). [4].

Les composants des huiles essentielles sont génériquement dits « aromatiques »
en raison de leur caractére odoriférant et non pour indiquer leur structure chimique,
ce qui peut préter a confusion. Le nombre des molécules chimiquement différentes

qui constituent une huile essentielle est variable.

1.2 Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des
molécules indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux
métabolites primaires (protéines lipides et glucides) qui alimentent les grandes voies
du métabolisme basal. Ces métabolites secondaires exercent cependant une action
déterminante sur I’adaptation des plantes a leur environnement. Ils participent ainsi,
de maniére trés efficace, a la tolérance des végétaux a des stress variés (attaques de
pathogénes, prédations d’insectes, sécheresse, lumiére UV...). D’un point de vue
appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que 1’on retrouve
chez les plantes médicinales. La grande valeur thérapeutique de certains de ces
métabolites (taxanes de I’if, alcaloides de la pervenche de Madagascar...), alliée a
leur difficulté de production, a partir de végétaux (généralement moins de 1% du
poids de matiére séche), explique les difficultés d’approvisionnement liées a ces
molécules et, conséquemment, un prix de marché souvent exorbitant. Chez I’homme,
ces éléments a 1’état de traces jouent également un réle important, en agissant
directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et 1égumes et leurs impacts sur la
santé des consommateurs sont maintenant avérés (effet antioxydant, effet protecteur
contre ’apparition de certains cancers, ou au contraire micro toxiques indésirables).
En dépit de ces roles importants, peu de données sont aujourd’hui disponibles en ce
qui concerne I’effet combiné des facteurs du milieu sur I’élaboration des métabolites

secondaires par des végétaux cultivés.



On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties des plantes, mais
ils sont distribués différemment selon leurs rdles défensifs. Cette distribution varie
d'une plante a l'autre.

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux
ci, les composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les composés azotés dont les
alcaloides. Chacune de ces classes renferme une treés grande diversité de composés

qui possédent une tres large gamme d'activités en biologie humaine [5].

I.2.1 Terpenes

IIs constituent entre autre le principe odoriférant des végétaux. Cette odeur est
due a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de
carbones. Ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme
parfum (rose, lavande). Nombre d'entre eux possédent des propri€tés antiseptiques
[6], d'out divers emplois dont I'embaument qui est resté dans le terme balsamique
donné aux plantes et aux huiles qui en sont tirées. Ces terpénes sont biosynthétisés a
la suite du couplage d’au moins 2 entités a 5 carbones dont la structure est celle de
l'isopréne ou 2-méthylbuta-1,3-diéne. En fonction du nombre n (entier) d'unités
pentacarbonés (C5) ramifiées [7,8], on peut distinguer : Les monoterpénes (C10), les
sesquiterpénes (C15), les diterpenes (C20), les sesterpénes (C25), les triterpenes
(C30) et le caoutchouc naturel : les polyterpenes.

Bien que les terpénes au sens strict ne soient que des hydrocarbures, de nombreux
dérivés porteurs de fonctions diverses sont également considérés comme des
composés terpéniques. Il n'y a pas de fonction chimique commune aux terpenes,

seule leur structure et leur biosynthese en font une catégorie.

Les monoterpénes sont avec les sesquiterpénes, un des éléments principaux des
essences végétales aromatiques appelées huiles essentielles. Par exemple : camphre,
géraniol, menthol, limonéne et citral. On peut trouver des monoterpénes dans plus de
deux milles plantes de soixante familles différentes. Les monoterpénes sont émis par

les plantes. Ils forment des aérosols pouvant servir de noyau de condensation des



nuages. Ils augmentent la clarté des nuages et refroidissent le climat [9]. Ils sont un

des principaux vecteurs de la propagation rapide des incendies de foréts.

Les monoterpénes sont une classe de terpénes constitués de deux molécules
d’isopréne (CsHg). Ils peuvent étre linéaires, monocycliques (thymol, menthol) ou
bicycliques (camphre) (Figure 1.1). Les fonctions des monoterpenes sont multiples.
Certains protégent les plantes des prédateurs, inhibent la multiplication des bactéries

et/ou champignons.
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La figure 1.2 montre quelques structures de monoterpénes et leurs sources.
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Figure 1.2: Quelques structures de monoterpénes et leurs sources

Le tableau 1.1 récapitule quelques propriétés physico-chimiques des monoterpenes

considérés dans ce travail.

Tableau 1.1 : Propriétés physico-chimiques de thymol, menthol et cinéole

. Formule Mas§e Te’:r’nperlat.ure Masge
Monoterpénes Nom UPAC molaire d’ébullition volumique
brte | (gmol’) °0) (g/em”)
(IR, 28, 5R)-5-méthyl-
Menthol 2-(propan-2-yl) Ci1o0H200 156,2 212 0,903
cyclohexanol
1, 3, 3-trimethyl-2-
Eucalyptol Y CiHiO | 1542 176 4177 0,225
(cinéole) | oxabicyclo[2,2,2]octane
5-méthyl-2-(propan-2-
Thymol y1)-phénol CioH140 50,2 233 0,97-0,93




1.2.1.1 Menthol

Le menthol est un composé organique (Figure 1.3) covalent obtenu soit par la
synthése, soit depuis 'extraction a partir de I'huile essentielle de menthe poivrée ou
d'autres huiles essentielles de menthe. Il appartient a la famille des monoterpenes. A
température ambiante (20 a 25 °C), il se trouve sous forme solide, d'une couleur d'un
blanc cireux. Il fond si I'on augmente 1égérement la température. Le menthol a des
propriétés anti-inflammatoires et antivirales. Il est d'ailleurs utilisé pour soulager les

irritations mineures de la gorge. Il est également un anesthésique local.

Figure 1.3: Menthol

Le menthol a été identifié dans I’huile essentielle de diverses matrices [11,12].

1.2.1.2 Eucalyptol
L'eucalyptol est un composé naturel organique incolore. C'est un éther cyclique
appartenant 2 la classe des monoterpénes. Il porte également toute une série d'autres

noms équivalents : 1,8 cinéol, cinéol (Figure 1.4).

' 5

Figure 1.4: Eucalyptol
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Le cineole est I'un des monoterpénes entrant dans la composition de plusieurs huiles

essentielles comme le montre les différents travaux [13-19].

1.2.1.3 Thymol

Le thymol est un monoterpéne cyclique (Figure 1.5) contenu dans I'huile de
thym et dans les huiles essentielles (volatiles) de plusieurs autres plantes [20-24]. Il
se présente sous forme de cristaux incolores avec une odeur aromatique
caractéristique. Il est soluble dans les alcools, le gras et l'huile et peu soluble dans
I'eau. On l'utilise notamment pour ses propriétés antiseptiques, antibactériennes et

antifongiques ainsi que pour stabiliser les préparations pharmaceutiques.

Figure 1.5: Thymol

1.3 Plantes étudiées
1.3.1 Menthe (Naanaa)

La menthe appartient au vaste genre Mentha, de la vaste famille des Lamiacées
a laquelle appartiennent aussi le basilic et le thym. Originaire d’Europe, les menthes
se sont diffusées sur tout le globe jusqu’en Amérique du Nord, en Australie et au
Japon. Plante vivace rustique, & souche tragante, ses feuilles sont opposc¢es comme
toutes les labiées. Sa multiplication est trés facile par bouturage ou division des
pieds, cependant elle peut devenir trés vite envahissante. La dénomination «menthe »
regroupe en réalité plusieurs espéces différentes du genre Mentha parmi lesquelles on
peut citer la menthe poivrée (Mentha piperita L.), la menthe des jardins ou menthe
crépue (Mentha crispa L.) qui ne dépasse rarement 60 cm de hauteur, ses fleurs sont
mauves pales au printemps et ses feuilles d’un vert vif sont ridées et frisées d’ou son

surnom de crépue.
L



L huile essentielle de menthe des jardins est caractérisée par une teneur €levee en
carvone (environ 50%) et en limonéne comme cela est également le cas pour 'huile
essentielle de carvi.

Comme beaucoup de plantes de la famille des Labiées, la menthe crépue ou
menthe des jardins est utilisée comme plante aromatique en cuisine a la fois dans les
plats et les boissons (sirop, infusion...). Son huile essentielle est aussi valorisee en
parfumerie et en savonnerie.

L’infusion des feuilles de menthe crépue est utilisée pour ses propri€tés :
antiasthmatique, antiseptique, tonique et pour la digestion. De plus ses vertus sont

reconnues pour soigner les désordres biliaires, la constipation et les jaunisses.

1.3.2 Eucalyptus

Les eucalyptus, soit le genre Eucalyptus, sont des arbres de la famille des
Myrtaceae indigénes en Australie et en Tasmanie, et dont certaines especes,
notamment E. globulus, ont été introduites en Europe, ou elles se sont trés bien
acclimatées sur les rivages méditerranéens et au Portugal, pays dans lequel
d'immenses foréts d'eucalyptus ont été plantées pour la production de pate a papier.
L'arbre a également été planté en Afrique du Nord, notamment en Algérie, au Maroc,
en Libye et en Tunisie. On le rencontre aussi 8 Madagascar, Mayotte et a la Réunion,
au Sri Lanka, en Afrique du Sud ou en Californie.
L’eucalyptus est connu pour ses vertus sur l'appareil respiratoire, dues surtout au
cinéol (ou eucalyptol) contenu dans les feuilles. Huile d’eucalyptus possede un effet
rafraichissant indéniable sur la température du corps. C'est un fébrifuge. Elle est
utilisée dans de nombreuses spécialités pharmaceutiques pour ses multiples vertus
sur l'arbre respiratoire. Elle facilite la dissolution et I'élimination des glaires
bronchiques (balsamique, fluidifiant, expectorant), anti-infectieux vis-a-vis des
bactéries et virus. Antiseptique pour les voies urinaires, elle est aussi
antithumatismale, stimulante et tonifiante. En outre, c'est un excellent antibiotique

naturel.
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1.3.3 Thym (Zaatar)

Le thym, Thymus vulgaris L., appartient aussi a la famille des Lamiacees.
Originaire du bassin méditerranéen, cet arbrisseau aux nombreux rameaux serres, est
une espéce végétale vivace rustique ou semi-rustique. Il existe plus de 100 especes
du genre Thymus dont 65 rien qu’en Europe, toutes se multipliant par bouturage.
Quelque soit les espéces, les fleurs vont d’un rose pile au mauve et les feuilles tres
petites sont généralement vertes et pointues.

Issue du feuillage de la plante, I’huile essentielle posséde une composition chimique
variable selon les chimiotypes, les sols, les climats, les périodes, les heures de récolte
et les conditions du stockage. Elle est néanmoins toujours dominée par le thymol qui
lui confére puissance et chaleur.

Utilisée en parfumerie, ou telle quelle, ’huile essentielle de thym rappellera
facilement aux vacanciers l’odeur de la garrigue provencale. Ingrédient
caractéristique et indispensable de nombreux plats méridionaux, son utilisation en
cuisine est devenue aujourd’hui quasi universelle.

A la fois herbe magique et curative pour les Romains, Panacée universelle pour
Sainte Hildegarde, il fut le reméde miracle du 16éme siécle. Actuellement, I’huile
essentielle de thym est utilisée pour ses vertus carminatives, antimicrobiennes,
antibactériennes et antifongiques. Connu depuis toujours comme un antiseptique
puissant, en infusion le thym peut étre utilisé en bain de bouche ou en gargarisme

pour lutter contre des gencives enflammées et les maux de gorges.

Différentes procédés sont utilisés pour I’obtention des huiles essentielles et des

extraits.
1.4 Méthodes d’extraction

I’ extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate et
la plus importante du processus. Elle a pour but d’isoler les produits les plus subtils

et les plus fragiles élaborées par le végétal. De nombreux procédés sont utilisés pour

I’extraction de ces substances [25].
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La synthése bibliographique effectuée a révélé que les deux protocoles
d’extraction les plus utilisés sont I’hydrodistillation et 1’entrainement & la vapeur

pour la préparation des huiles essentielles.

1.4.1 Hydrodistillation

La plante est mise en contact avec 1’eau dans un ballon. Le tout est ensuite
porté a ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les HE se
séparent de 1’eau par différence de densité.

Un protocole général employé pour 1’obtention des H.E est cité dans différents
travaux [11-19, 21-23, 26-35]. Une macération préalable de la matiére vegétale

broyée dans I’eau distillée est possible [11].

1.4.2 Entrainement a la vapeur

Pour éviter certain phénomeénes d’hydrolyse sur des composants de I’huile
essentielle ou des réactions chimiques pouvant altérer les résultats, le procéde de
I’entrainement & la vapeur a été mis au point. La masse végétale repose sur une grille
vers laquelle la vapeur est pulsée. Les cellules se distendent et les particules d’huile
se libérent. Ces derniéres sont alors vaporisées et condensées dans un serpentin
réfrigéres. La récupération de I’huile essentielle est la méme que dans le cas de
I’hydrodistillation.

Le protocole classique relatif a I’entrainement & la vapeur a été utilisé par différents

auteurs [20, 36, 37].

1.5 Techniques d’analyse

Une parfaite connaissance de la composition chimique des huiles essentielles
est nécessaire pour en contrdler la qualité et la régularit¢é en vue d’une bonne
commercialisation et pour y déceler une éventuelle spécificité en vue de sa
valorisation. En effet, ces huiles essentielles constituent souvent une maticre
premiére destinée a des secteurs d’activités aussi divers que ceux de la parfumerie,

des cosmétiques, des industries pharmaceutiques et de 1’agroalimentaire. Quel que
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soit le secteur concerné, I’analyse des huiles essentielles reste une étape importante
qui, malgré les développements constants des méthodes de séparation et
d’identification, demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de

diverses techniques.

De maniére schématique, deux démarches analytiques se distinguent en
fonction de 1’objectif recherché. La premiére est I’analyse structurale qui consiste a
élucider la structure d’une molécule qui n’a encore jamais été décrite dans la
littérature. La seconde est d’identifier et de quantifier un produit déja connu et dont
les caractéristiques spectrales sont répertoriées [38]. La synthése bibliographique
effectuée montre que généralement 1’étude de la composition de I’huile essentielle de
la plante est réalisée p'ar chroamatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG-SM) [12, 14, 16, 18, 20, 21, 23, 29]. Souvent la
détermination qualitative ou quantitative d’huile essentielle dans les plantes est
effectuée par CPG [12-14, 18, 20-22].

Pour une séparation des composants, la chromatographie sur couche mince est

utilisable il faut seulement trouver le meilleur éluant.
1.5.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges en
leurs constituants; elle est basée sur les différences d’affinité des substances a 1I’égard
de deux phases, I’une stationnaire ou fixe, 1’autre mobile. La chromatographie sur
couche mince, ou sur plaque (CCM), est effectuée surtout en vue d’une analyse d’un
mélange. La phase stationnaire solide est fixée sur une plaque, et la phase mobile
liquide, nommeée éluant, est un solvant ou un meélange de solvants. On dépose sur la
phase fixe une petite quantité du mélange a séparer et on met cette phase au contact
de la phase mobile. La phase mobile migre de bas en haut, par capillarité, le long de
la phase fixe en entrainant les constituants du mélange. C’est le phénomene
d’élution, qui permet la séparation des constituants du mélange a analyser.

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que

1’on appelle rapport frontal ou rétention frontale (Ry) :

Ry = hauteur de la tache /hauteur du front du solvant
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Chaque tache correspond & un constituant et on I'identifie par comparaison du Ry
avec un témoin (une méme substance migre a la méme hauteur dans des conditions

opératoires identiques; méme Rf).

1.5.2 Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (CG-SM)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG-SM) est un instrument qui sépare les mélanges de produits chimiques (la
composante CG) et identifie les composants au niveau moléculaire (le composant
SM) 1l est I'un des outils les plus précis pour l'analyse des échantillons de
l'environnement. La chromatographie gazeuse fonctionne sur le principe selon lequel
un mélange se sépare en différentes substances lorsqu'elles sont chauffées. Les gaz
chauds sont transportés a travers une colonne avec un gaz inerte (tel que I'hélium).
Comme les substances séparées sortent de l'ouverture de la colonne, ils se jettent
dans le SM. La spectrométrie de masse identifie des composés via la masse de la
molécule d'analyte Une «bibliothéque» des spectres de masse connue, couvrant

plusieurs milliers de composés, est stockée sur un ordinateur [39].

1.5.3 La spectrométrie infrarouge

La spectroscopie Infrarouge est une technique extrémement utilisée notamment
en chimie (physique, inorganique, organique et analytique). Plusieurs types de
spectrophotométres sont disponibles, mais ont certaines composantes en commun,
soit une source infrarouge, un banc optique, un détecteur et un enregistreur.

Le domaine infrarouge du spectre correspond aux radiations de nombre d’onde

I et 12800 cm’. Pour plus de facilité, on partage

compris entre environ 10 cm’
I’infrarouge en trois domaine : I’infrarouge proche, moyen et lointain [40, 41]. La
partie de la région infrarouge la plus utilisée et la plus adéquate pour I’identification
des espéces, organiques principalement, et la caractérisation des structures
moléculaires est 1’infrarouge moyen, a cause de la richesse et la multiplicite

d’informations fournies par les bandes étroites du spectre.

16



Les instruments se répartissent en deux catégories : les spectrometres a
transformée de Fourier qui réalisent une analyse simultanée de toute la bande
spectrale a partir de mesures interférométriques et les nombreux analyseurs
spécialisés. Dans le proche infrarouge on trouve également encore quelques
spectrométres de type dispersif. Les spectrométres infrarouges a transformée de
Fourier correspondent & un montage optique a simple faisceau qui comporte comme
piéce essentielle un interférométre souvent de type Michelson placé entre la source et

1’échantillon [41].

Le grand développement de la technique IRTF est d@ a son emploi tant pour
I’identification qualitative que pour l’analyse quantitative et pour I’étude des
structures chimiques

L’analyse qualitative se réalise généralement en deux étapes: (1) identification
des groupements fonctionnels de la substance, il existe des atlas de spectres qui
peuvent étre consultés & cette fin [42], (2) confirmation de la structure moléculaire
par comparaison de la totalit¢ du spectre avec celui d’un compose connu. La
concordance exacte entre le spectre d’un composé de structure connue et celui d’un
analyte permet d’identifier ce dernier sans aucun doute possible, du fait qu’il n’existe
pas deux composés de structure différente qui ont le méme spectre IR (on parle"

d’empreinte digitale" du composé€) [43].

Les études quantitatives sont basées sur I"utilisation de la loi de Beer-Lambert
qui établit une relation entre les mesures d’absorbance et la concentration des
espéces a déterminer. Des analyses quantitatives a = 10 % sont relativement aisées a
obtenir, pour des analyses plus précises (< 1 % en solution) il est nécessaire d’établir
une courbe d’étalonnage et de s’assurer que les spectres sont enregistrés dans les
conditions optimales. Dans cette partie, trois modes de mesures peuvent étre
considérés: (1) mesure en mode statique (batch) ou la cellule IR est, a chaque
mesure, retirée de son compartiment pour son nettoyage ou son remplissage, (2)
mesure en écoulement bloqué (stop flow) ou les échantillons sont conservés dans des
récipients distincts pendant toutes les opérations unitaires jusqu’au transfert vers le
dispositif d’analyse (on utilise une pompe péristaltique pour remplir la cellule, on

stop momentanément le flux, on obtient le spectre et on rétablit le flux pour laver la
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cellule avec le solvant ou la remplir avec une autre solution et ce, sans la déplacer),
(3) en mode a flux continu (Flow Injection Analysis) ou les diverses opérations
unitaires de 1’analyse s’effectuent pendant que I’échantillon circule du point

d’injection jusqu’a I'unité de mesure [44].

La spectrométrie IRTF présente plusieurs avantages, tel que : le caractere non
destructif, la bonne résolution des spectres, I’identification spécifique, liens
chimiques, ainsi que la rapidité et la simplicité. Bien que la spectrométrie IRTF est
devenue I’'une des techniques d’analyse quantitative utilisée dans le plus grand
nombre de disciplines scientifiques, elle présente des inconvénients, & savoir sa
grande sensibilité a I’eau et au CO, en plus, I’absence d’indication sur la localisation
des molécules. Cette technique a été utilisée dans plusieurs travaux scientifiques [43-
47]. Notre équipe de recherche a développé une méthode de dosage des stérols dans

les algues rouges, ensuite dans les algues brunes.
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Chapatre 11

Extraction et analyse des
huiles essentielles par

CG-SM




I1.1 Introduction

Les huiles essentielles présentent un grand intérét comme mati€re premicre
destinée a différents secteurs d’activité tels que la pharmacie, le cosmétique, la
parfumerie et 1’agroalimentaire. Les huiles essentielles de menthe, d’eucalyptus et de
thym sont composées par des molécules aromatiques végétales présentant une tres
grande diversité de structure.

Ce chapitre est consacré a 1’étude analytique de I’huile essentielle de trois
plantes : la menthe, le thym et I’eucalyptus. Il contient deux parties :
1-préparation des huiles essentielles.
2-Analyse des huiles essentielles par chromatographie sur couche mince et par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse pour

I’identification des différents constituants.

I1.2 Procédure générale d’obtention des huiles essentielles

I1.2.1 Récolte des espéces étudiées
Les feuilles de menthe fraiche utilisées ont été récoltées en juin a Blida. Les
feuilles d’eucalyptus ont été récoltées en mai & Soumaa wilaya de Blida. La menthe

séche et le thym ont été achetés chez un herboriste.

11.2.2 Obtention des huiles essentielles

I1.2.2.1 Extraction et récupération de I’huile essentielle de la menthe

Le protocole expérimental décrit ci-dessous a été utilisé pour les deux

menthes (figure I1.1): séche (a) et fraiche (b).
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b} Llenthe fraiche

a) Menthe séche

Figure I1.1: Menthe des jardins

L’extraction d’huile essentielle est réalisée par hydrodistillation dans un
montage a 1’échelle laboratoire (figure II.2). Une masse végétale de 45 g est
complétement immergée dans I’eau (600 ml), le tout est ensuite porté a ébullition. On
maintient le chauffage a une température modérée pendant 4h, les vapeurs sont
condensées dans un réfrigérant. L’huile essentielle et 1’eau se séparent par différence

de densité.

Figure I1.2: Montage d’hydrodistillation

Le mélange eau-huile essentielle est soumis a une extraction liquide - liquide
avec de 1’éther diéthylique. On obtient deux phases distinctes, une phase organique
contenant 1’huile essentielle dans I’éther et une phase aqueuse, cette dernicre est
soumise de nouveau a une extraction liquide - liquide avec de 1’éther diéthylique afin
d’épuiser au maximum I’huile essentielle soluble dans I’eau. La phase organique est

filtrée sur du Na,SO; afin d’éliminer toutes traces d’eau (figure I1.3).
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Figure IL.4: Elimination du solvant de I’huile essentielle

I1.2.2.2 Extraction et récupération de I’huile essentielle d’eucalyptus

I’extraction d’huile essentielle est réalisée par entrainement a la vapeur d’eau
dans un montage a 1’échelle laboratoire, comprenant un ballon rempli au deux tiers
d’eau surmonté d’une ampoule 4 décanter contenant 1’eucalyptus seche. Le ballon est
porté & ébullition, les vapeurs formées traversent la maticre végétale contenue dans
I’ampoule a décanter. Cette derniére est reliée a un réfrigérant permettant de
condenser les vapeurs issues de I’ampoule a décanter. L’hétéro-azeotrope eau—huile
condensé est récupéré dans un bécher. La durée de I’extraction est fixée a 3 h pour

une masse de plante (feuilles) de 59.92 g.
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Pour la récupération de I'huile essentielle, on a suivi le protocole cité

auparavant (section 11.2.2.2).
11.2.2.3 Extraction et récupération de I’huile essentielle de thym

Méme protocole que celui utilisé pour 1’extraction de I'HE d’eucalyptus
(section I1.2.3.1).
Le traitement et la récupération de I’huile essentielle a été réalisée par extraction

liquide - liquide (voir section 11.2.2.2).
I1.2.3 Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM est une technique idéale pour l’analysé préliminaire de I’HE de la
plante avant de passer aux autres analyses. L’objectif de cette analyse est de verifier
la présence des étalons (menthol, eucalyptol et thymol) dans les huiles essentielles
étudiées. Nous avons fait appel a cette technique parce qu’elle est trés simple mais
souvent fournit des informations trés précieuses [48]. Nous I’avons utilisé dans un
premier temps pour huile essentielle brute afin de vérifier la présence des terpéniques
dans les échantillons.

La CCM est effectuée sur des feuilles d’aluminium recouvertes de gel de silice.
La plaque CCM est préparée en déposant les spots des trois HE obtenues, avec Les
trois étalons. Celle-ci est placée verticalement dans une cuve contenant la phase
mobile constituée par le mélange AcOEt/Hexane (30 :70 v/v). La révélation est

réalisée dans un dessiccateur contenant I’iode.

I1.2.4 Analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse
couplée 2 la spectrométrie de masse (CG-SM)

11.2.4.1 Description de I’appareil

L’analyse qualitative de la composition chimique des huiles essentielles
extraites a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (CG-SM) (Figure IL.5).
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Figure I1.5: Appareil de chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse

I1.2.4.2 Conditions opératoires

L’analyse est effectuée sur un chromatographe type HP-6890 couplé a un

spectrométre de masse HP 5972, dans les conditions suivantes :

>

Y

Une colonne capillaire de type HP1 (polydimethylesiloxane 100%), de longueur
30m d’un diamétre interne de 0.25 mm et une épaisseur du film de 0.25 um.

un gaz vecteur (hélium) d’un débit de 0.3 ml/mn.

Un potentiel d’ionisation du spectrométre de masse €gale a 70 eV.

La programmation du four est : 90°C (3°) - 2°/mn - 250°C (10’) - 10°/mn -
280°C.,

Injection d’une quantité de 1 pl en mode Split : 1/90.

Les échantillons de 1’huile essentielle sont dilués dans 1’acétate d’éthyle a 1%.

I1.3 Résultats et discussion

11.3.1 Rendement en huile essentielle

On définit le rendement en huile essentielle R,; comme étant le rapport entre la

masse de I’huile essentielle (A1 ;) obtenue et la masse de la matiere végétale (M ).

Il est exprimé en pourcentage et donc donné par la relation suivante :

R=Mue/ Mmv *100
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Le tableau II.1 présente les résultats des rendements en huiles essentielles des trois

plantes aromatiques obtenues.

Tableau I1.1: Rendements en huile essentielle des trois plantes aromatiques

Masse de la matiére | Masse de ’huile
Especes ) Rendement (%)
végétale (g) essentielle (g)
Menthe seche 45 0.42 0.93
Menthe fraiche 45 0.02 0.04
Eucalyptus 59.92 0.13 0.21
Thym 114 35 3.07

D’aprés le tableau 1.1 on remarque que le thym est ’espéce qui fournit la plus
grande quantité d’huile essentielle avec un rendement de 3.07%. La menthe séche
présente un rendement de 0.93%, 1’eucalyptus avec une teneur de 0.21% et la menthe

fraiche son rendement est de 0,04% seulement.

La teneur en huile essentielle dans la menthe séche étant supérieure a celle
obtenue dans la menthe fraiche, et inferieure a celle de la référence [12]. Le taux
d’HE dans la menthe fraiche que nous avons trouvé par hydrodistillation est
considéré faible en comparaison avec ceux obtenus par le méme procédé et par

extraction sans solvant assistée par micro-ondes [49].

L’entrainement a la vapeur d’eau d’eucalyptus fournit 0.21% d’huile
essentielle. Le rendement en huile essentielle de thym a été calculé en fonction de la
matiére végétale séche de la plante. L’échantillon de thym a fourni un taux d’environ
3% relativement plus élevé que celui obtenu a partir de différents genres de thym

obtenus par hydrodistillation [23, 24] ou entrainement a la vapeur [50].
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11.3.2 Analyse des huiles essentielles par CCM

Les huiles essentielles obtenues sont analysées par CCM dans les conditions

citées (section 11.2.3). L’analyse qualitative de la plaque CCM montre ’existence du
thymol dans I’HE de thym, et ce, par 1’apparition de taches jaunes avec un Ry de

0.72.

11.3.3 Identification des produits des huiles essentielles par CG-SM

I ’identification est effectuée en se basant sur les banques de données
spectrales de 1’appareil (Wiley7n.l et NBS75k.1). L’identification pour une base
spectrale consiste & comparer le spectre de masse du produit avec celui du méme
produit de cette base, cette comparaison est donnée a un certain taux de similitude.
Dans notre cas tous les produits ont été identifiés & un taux de similitude de plus de
90%. Les tableaux 11.2, I1.3 et 11.4 regroupent les composés identifiés, leurs formules

brutes et leurs teneurs, pour les trois huiles essentielles étudi€es.
Nous tenons a rappeler que Wiley7n comprend 250000 molécules, et NBS75k

est une banque comprenant les spectres de masse de 75000 molécules. Les profils

chromatographiques des trois huiles essentielles étudiées sont donnés ci-dessous.

11.3.3.1 Identification des produits de ’HE de menthe
Les produits identifiés a partir de la figure I1.6 et qui présente le profil

chromatographique de 1’huile essentielle de menthe des jardins sont représentes dans

les tableaux I11.2 et I1.3.
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Tableau I1.2: Composition chimique de I’huile essentielle de menthe

Ordre Tr (mn) | Nom Formule %
d’élution
1 2.968 *NI 0.017
2 3.965 *NI 0.247
3 4.260 3-Octanol CsHi50 1.686
4 5.132 1,8-Cinéole CoH,50 7.279
5 5.869 trans-Sabinene hydrate Ci0H 50 1.340
6 6.605 cis-sabinene hydrate CioH,50 0.441
7 7.160 | trans-p-Mentha-2,8-dienol CioHi60 0.574
7.738 *NI 0.593
9 8.486 | *NI 1.164
10 8.928 | 4-Terpineol CoH,50 2.490
11 9.495 | Cis-dihydro Carveol CioH 50 22.295
12 10.254 | trans-(+)-carveol CioH,60 1.406
13 - 10.991 | Carvone CioH140 48.123
14 11.807 | *NI 0.420
15 12.554 | Acetic acid, 1,7,7-trimethyl-bicyclo[2.2.1Thept-2- | CjH50, 0.373
- | ylester .
16 13.076 | *NI 0.789
17 13.994 | Dihydrocarvyl acetate C12H500, 2303
18 14.243 | trans-carvyl acetate CoH 30, 0.339
19 14.-844 Eugenol CioH120, 0.146
20 15.240 cis-carvyl acetate CoH 50, 0.728
21 15875 3—Methyl-2—pent—2—ény1¥cyclqpent-2—enone_ ' Ci1H;c0 0.253
22 16.237 cis-Jasmone C1H,60 1.123
23 16.702 b‘eta.‘-Bourbone’ne‘ C1sHog 1.208
24 17.416 *NI 0.395
25 17.982 | trans-Caryophyllene CisHoy 0.499
26 18.424 *NI 0.527
27 ] 18.651 NI 0.335
28 18.866 *NI 0.082
29 20.577 *NI 0.270
30 21.507 Calamenene CisHx 0.085
31 22,572 NI 0.063
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a2 23.694 Caryophyllene oxide C,5H,,0 1.052
33 24.974 *NI 0.171
34 25.631 *NI 0.407
35 26.277 alpha.-Cadinol Cy5H60 0.393
36 26.719 *NI 0.108
37 27.048 *NI 0.152
38 27.320 *NI 0.160

(*) : Non Identifié.

Tableau I1.3: Classes de produits terpéniques dans ’huile essentielle de menthe

Classe Analyte Taux
Terpénes hydrocarbonés beta.-Bourbonene 1.208
trans-Caryophyllene 0.499
Calamenene 0.085
1.792
oxygeénés 1,8-Cinéole 7.279
cis-sabinene hydrate 0.441
trans-Sabinene hydrate 1.340
trans-p-Mentha-2,8-dienol 0.574
4-Terpineol 2.490
Cis-dihydro Carveol 22.295
Carvone 48.123
trans-(+)-carveol 1.406
Caryophyllene oxide 1.052
alpha.-Cadinol 0.393
85.393

L’examen des Tableaux II.2 et II.3 montre que la composition chimique de
I’HE de menthe est dominée par les terpénes oxygénés (85.4%). Ces derniers sont
sous forme de monoterpénes et de sesquiterpénes, il s’agit de la carvone,
dihydrocarveol, 4-terpinéol, oxyde de caryophyllene et cadinol contre seulement
environ 1.8% des hydrocarbures terpéniques. D’autres composés oxygenés ont €té

également identifiés (le 3-octanol, I’eugénol).

La répartition des différentes classes chimiques de I’huile essentielle est représentce

par la figure IL.7.
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autres ccomposés

compasésnon identifiss

Figure I1.7 : Représentation de la composition chimique de I’huile essentielle de
menthe
Les composés majoritaires chez la menthe sont la carvone (48.12%), suivi par
le dihydrocareol (22.29%) et le cinéole (7.27%). Leurs spectres de masse sont donnés
respectivement par les figures I1.8, I1.9, II.10.
La composition chimique globale est similaire a celle obtenue pour la méme espéce
récoltée en novembre 2004 dans le nord de 1’Algérie, mais on note une grande

variabilité quantitative [51].
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Figure I1.10 : Spectre de masse de cinéole C1oH;50

11.3.3.2 Identification des produits de ’'HE d’eucalyptus

Le tableau I1.4 représente les produits identifiés a partir de la figure IL.11 et qui
présente le profil chromatographique de I’'HE d’eucalyptus.
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Tableau I1.4 : Composition chimique de I’huile essentielle d’eucalyptus

Ordre | Ty (mn) | Nom Formule %
d’élution
1 2.735 *NI 0.011
2 3.460 alpha.-Thujene CioHie 0.608
3 4.299 beta.-Myceéne CioHie 0.591
4 4.661 1-Phellandréne CioHig 0.834
5 4967 p-Ciméne CIOHM 4.261
6 5.171 Sabinéne CioHis 6.009
7 5.749 | gamma.-Terpinene CioHig 0.213
8 5.965 | *NI 0.250
9 6.588 | Linalool CoH;30 2.062
10 7.041 *NI 0.239
11 7.302 | trans-p-Mentha-2-en-1-o0l CioHi50 1.790
12 7.800 1-terpineol Ci0oH;50 1.667
13 9.036 | *NI 16.344
14 9.353 | (-)-.alpha.-Terpineol (p-menth-1-en-8-ol) CioH;50 0.924
15 9.659 *NI i 0.798
16 9.919 *NI 0.610
17 10.191 | *NI 0.398
18 10.679 | Cuminal CioH 20 3.072
19 11.155 | Piperitone CoHi60 0.677
20 11.506 *NI 0.348
91 11.959 | Phellandral CioHisO | 2377
22 12.560 | Benzenemethanol CoH 40 1.809
23 ~ 13.126 | Carvacrol CioH140 1.748
24 13.500 | *NI 1.658
25 14.078 | *NI 0.972
26 15415 | *NI 0.383
27 16.356 | *NI 0.901
28 16.900 | *NI 0.673
29 17.183 | *NI 0.585
30 17.738 *NI 0.737
31 18.022 | *NI 0.899
32 18.770 | *NI 0.283
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33 19.552 | Allo-Aromadendrene CisHoy 1.763
34 20.152 | *NI 0.545
35 20.368 | *NI 0.382
36 20.832 | Ledene CsHy 0.448
37 21.206 *NI 0.366
38 21.739 | *NI 0.297
39 22.113 | *NI 0.141
40 22.623 *NI 0.250
41 22.997 *NI 0.204
42 23.824 | Spathulenol C5H,40 17.456
43 24730 | *NI 1.666
44 25.331 *NI 0.335
45 25.796 | isospathulenol C15H240 1.476
46 26.351 *NI 0.686
47 26.725 | *NI 0.239
48 26.951 | *NI 0.753
49 27.733 | Longipinocarveol, trans- C5H,,0 0.534
50 28.459 | *NI 1.326
51 29.093 | *NI 1.569
52 29.898 | (-)-Lepidozenal C5H»,0 2.180
53 32481 | *NI 0.096
54 34.238 | *NI 0.417
55 . 35201 ; n-acide hexadeqanoique C16H3,0, 1.092
56 36.334 | *NI 0.071
ST 36.538 | *NI = - 0.109
58 38.793 | acide hexadecanoique Ci6H3,0, 0.743
59 39.360 | *NI , 0.073
60 41.241 PhytOl C20H400 4.303
61 43.190 | Phytol CooHyoO 3.607
62 44.165 | *NI 0.385
63 44.697 | *NI 0.457
64 45.207 | *NI 0.364
65 46.125 | *NI 0.935

(*) : Non Identifié.
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Le tableau I1.5 résume le taux des différents produits de I'huile essentielle

d’eucalyptus.

Tableau I1.5: Le taux des différentes classes de produits dans I’huile essentielle

d’eucalyptus
CLASSES NOM TAUX
alpha.-Thujene 0.608
beta.-Mycéne 0.591
1-Phellandrene 0.834
Hydrocarbonés | p-Cimene 4.261
Sabinéne 6.009
gamma.-Terpinéne 0.213
o 12.516
g Linalool 2.062
T trans-p-Mentha-2-en-1-ol 1.790
1]:3( 1-terpineol 1.667
]l; (-)-.alpha.-Terpineol (p-menth-1-en-8-ol) 0.924
I; Cuminal 3.072
E § Oxygénés Piperitone 0.677
R Phellandral 2.377
E Benzenemethanol 1.809
1; Carvacrol 1.748
§ 16.126
" Allo-Aromadendrene 1.763
15‘3 Hydrocarbonés | Ledene 0.448
Q 2.211
8]
I Spathulenol 17.456
; isospathulenol 1.476
11} Oxygénés Longipinocarveol, trans- 0.534
IE (-)-Lepidozenal 2.180
g 21.646
DITERPENES Phytol 7.910
ACIDES acide hexadecanoique 1.835
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L’huile essentielle des feuilles d’eucalyptus s’est révélée étre trés riche
puisqu’elle contient plusieurs classes de composés chimiques (figure II.12). Les
analyses chromatographiques ont permis d’identifier 25 composés représentant plus
de 62% de la composition globale (tableau II.5). Cette derniere est largement
dominée par des sesquiterpénes oxygénés (22%), on peut citer le spathulenol
(17.45%) comme produit majoritaire et des monoterpénes oxygénés (16%), tel que le
linalool, le trans-p-mentha-2-en-1-ol et le cuminal. Les terpénes hydrocarbones
(monoterpénes et sesquiterpénes) occupent une fraction importante, puisqu’ils
représentent environ 15%, on cite comme exemple le caryophyllene,
’aromadendrene, 1’alpha.-pinene et le terpinene. Nous n’avons enregistré qu’un seul
diterpéne oxygéné qui est le phytol (8%). La composition de I’huile essentielle révele

également la présence en faible proportion d’acides gras (2%).

s )

# onctepéneshydracarbonés
B onoterpénesoxygénsgs
HSasquiterpénes

hydrocarbonés
B Sesquiterpénesoxygénis

@ diterpénesoxygénés

@ Acidesgras

i Nan identifiés

Figure I1.12 : Représentation de la composition chimique de I’huile essentielle
d’eucalyptus

Les constituants majoritaires de I’huile essentielle d’eucalyptus sont le
Spathulenol (17.45%), le Phytol (8%), le Sabinéne (6%) et le p-Cimene (4.261%).
Les spectres de masse correspondants sont montrés sur les figures 11.14, 1115, I1.16

et I.17.

Cette huile différe par sa composition de celle extraite des feuilles de la méme
espéce par hydrodistillation [29] dont le constituant majoritaire est le p-cimene

(31,14 %).
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Figure I1.16 : Spectre de masse de p-ciméne CyoHy4

11.3.3.3 Identification des produits de ’HE de thym

A partir de la figure I1.17 et des tableaux IL.6 et I1.7 la composition de I'HE de thym

a été mise en évidence.
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Tableau I1.6: Composition chimique de I’huile essentielle de t/zym

Ordre | Ty (mn) [ Nom Formule %
d’élution
1 3.596 alpha.-pinene CioHis 1.177
2 4.015 *NI 0.735
3 4276 beta.-Myrcene CioHis 1.556
4 4.638 1-Phellandrene CIOHI() 0.131
5 4.933 o-Cymene CioHia 9313
6 5.737 gamma.-Terpinene CioHig 7.093
7 6.576 linalool C;oH]gO 4.903
8 8.650 | *NI 0.437
9 8.944 | 4-Terpineol CioHig0 0.719
10 9.273 | dihydrocarvone CoH,60 0.599
11 10.723 | *NI 0.174
12 11.007 | carvacrol methyl ether C1H60 0.888
13 12.820 | Thymol C10H 140 2.978
14 13.522 | Carvacrol CoH,40 63.574
15 14.950 | *NI 0.105
16 16.469 | *NI 0.103
17 16775 | *NI 0.056
18 17.794 | alpha.-Gurjunene CisHyy 0.646
19 18.078 | Caryophyllene CisHog 0.802
20 18.837 Aromadendrene CisHoy 1.147
ol 19.619 | adromadendrene  CisHyy 0.219
22 20.140 | alpha.-Copaene CisHoy 0.254
23 20.707 | *NI 0.162
24 20.945 | Ledene CisHoy 0.572
25 21.523 Gamma-cadinene CisHoy 0.252
26 21.885 | delta.-Cadinene CsHoy 0.225
2% 23.744 | *NI 1.022
28 26.112 | *NI 0.159

(*) : Non Identifié.
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Tableau II.7: Classes de produits terpéniques dans ’huile essentielle de Thym

Classes Nom Taux
alpha.-pinene 1.177
beta.-Myrcene 1.556
M 1-Phellandrene 0.131
g Hydrocarbonés o-Cymene 9313
o gamma.-Terpinene 7.093
4 19.270
R linalool 4.903
E 4-Terpineol 0.719
N dihydrocarvone 0.599
E #. %
S Oxygénés carvacrol methyl ether 0.888
Thymol 2.978
Carvacrol 63.574
73.661
S alpha.-Gurjunene 0.646
E
S Caryophyllene 0.802
8 Aromadendrene 1.366
,}, adromadendrene 0.219
lli alpha.-Copaene 0.254
P Ledene 0.572
E
N Gamma-cadinene 0.252
E
S delta.-Cadinene 0.225
4.117

L’huile essentielle de Thym analysée est caractérisée par une importante
fraction terpénique (figure. I1.18). Il faut noter la prédominance des monoterpenes
oxygénés environ 74% (carvacrol, thymol, linalool) et hydrocarbonés avec 19%
(terpinéne et myrcéne) par rapport aux sesquiterpénes qui sont seulement des
hydrocarbures avec un taux de 4%, on peut citer: I’aromadendrene et le
caryophellene. Le spectre de masse du composé majoritaire (carvacrol) est donne

par la figure I1.19
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Figure I1.18 : Représentation de la composition chimique de I’huile essentielle

de thym

L’analyse par GC-MS a 1évélé que notre échantillon est composé
principalement du carvacrol (63.57 %), accompagné d’autres constituants a des
teneurs relativement faibles : o-cyméne (9.13 %), g-terpinéne (7.09 %), linalool (4.9
%) et le thymol (2.98 %). Cette composition chimique est sensiblement analogue a

celle d’une huile essentielle de T ciliatus originaire de Tunisie et de Maroc [23].

Par contre notre huile essentielle est complétement distincte de celle de
T.algeriensis [24]. En effet, le carvacrol composé principal de notre essence est
absent dans le T.algeriensis. D’autre coté, le camphre composé dominant de
T.algeriensis est absent dans I’huile essentielle qu’on a préparé. Aussi, 1’a-pinene qui
est un composé majoritaire de T.algeriensis existe en faible quantité dans I’HE qu’on

a extraite.
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Figure I1.19 : Spectre de masse de carvacrol C;0H;40

Il est & noter que les résultats obtenus par CG-SM des huiles essentielles

étudiées vont étre considérer comme références dans les différentes déterminations

par spectrométrie IRTF.
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Chapitre 111

Dosage de monoterpes de
différentes huiles
essentielles par IRTF




II1.1 Introduction

La spectrométrie IRTF a été souvent utilisée pour des analyses qualitatives. Il
existe peu de travaux qui ont utilisé la spectrométrie IRTF pour la détermination
quantitative des métabolites secondaires dans les plantes. Recement, nous avons
développé au sein de notre laboratoire, une méthode d’analyse pour la détermination
du taux de stérols dans 1’algue rouge asparagopsis armata et dans une série d’algues
brunes par spectrométrie IRTF [46, 47].

L’objectif principal du présent travail est le développement d’une nouvelle
méthode analytique pour la détermination des monoterpénes menthol, eucalyptol et
cinéole, contenus dans les huiles essentielles extraites a partir des plantes
aromatiques : menthe, thym et eucalyptus, respectivement. Le dosage est effectué par

spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF).

II1.2 Partie expérimentale

I11.2.1 Appareillages et réactifs

Les spectres sont enregistrés sur un spectrophotométre a transformée de
Fourier type IRTF-4100, équipé d’un détecteur sulfate triglicine deuteré (DSTG) a
température stabilisée, d’une séparatrice de radiation en KBr, d’une fente type globar
et d’un systéme de processus digital (SPD) et ce, dans I’intervalle de nombre d’ondes
de 4000-400 cm™ (infrarouge moyen). Les fenétres utilisées sont de fluorure de
calcium (CaF;). Les spectres ont été obtenus & une résolution nominale de 4 cm’! et
en accumulant 10 balayages par spectre et par rapport a un background stabilisé
préalablement dans les mémes conditions instrumentales avec une cellule remplie de

solvant pur utilisé pour la préparation de solution (CH,Cl, stabilisé avec I’amylene).

L’introduction des solutions se fait par écoulement bloqué (stop flow). Pour
cela une cellule conventionnelle a été modifiée au niveau de notre laboratoire en une
cellule de flux. L’avantage d’une telle cellule est d’éviter les inconvénients relatifs au
nettoyage et au remplissage des cellules conventionnelles, de minimiser la
consommation des solvants organiques et de réduire le temps d’analyse.

L’échantillon est introduit dans la cellule a 1’aide d’une pompe péristaltique. Des
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tubes de téflon de diamétre intérieur de 0.8 mm, sont utilisés pour faire passer
I’échantillon dans la cellule. Le flux est stoppé momentanément, une fois la cellule
est remplie. A ce moment un spectre correspondant a 1’échantillon est enregistré
entre 1000 et 4000 cm™.

Les spectres enregistrés sont traités a 1’aide d’un macro qui a été construit a partir de
’option (ApPro) développée par Win first.

La Figure III.1 montre I’instrumentation utilisée pour effectuer les mesures.

g N

o 8. Déchets

Cellule de flux |

B

Pompe péristaltique

\Sol\:ant J

Figure IIL.1 : Montage IRTF utilisé pour la détermination

Tous les réactifs utilisés sont de grade analytique.

I11.2.2 Procédure générale

I11.2.2.1 Préparation des échantillons

Les échantillons des HE de menthe, d’eucalyptus et de thym sont préparés

comme indiqué dans la section I1.2.

I11.2.2.2 Dosage des monoterpénes dans les plantes aromatiques par

spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Plusieurs méthodes ont été proposées pour la quantification des monoterpenes
de différentes espéces. Dans ce travail on s’est intéressé a I’utilisation de la
spectrométrie infrarouge & transformée de Fourier (IRTF) pour le dosage des

terpénes sans traitement préalable dans des huiles essentielles.
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Une masse bien précise d’'HE de chaque plante étudiée a été diluée dans un

volume bien déterminé de dichlorométhane stabilisé avec 1'amyléne.

Les spectres IRTF sont enregistrés a une résolution de 4 cm™ avec
I’accumulation de 10 spectres, en considérant le background de la cellule remplie

avec du dichlorométhane obtenu dans les mémes conditions spectrales.

Les valeurs maximales d’absorbance des monoterpenes considérés ont été

obtenues, en mesurant la hauteur de pics a la bande sélectionnée.

Les valeurs d’absorbance corrigées avec des lignes de base appropriées ont été
extrapolées dans la droite d’étalonnage correspondante dans un domaine de

concentration qui varie de 0.75 a 10 mg.ml™.

111.2.2.3 Détermination des monoterpénes dans I’huile essentielle de plantes par

spectrométrie IRTF

Des masses d’huile essentielle des menthes fraiche et séche, d’eucalyptus et de
thym de 37 mg, 91.5 mg, 82.6 mg et 437 mg, respectivement ont été diluées dans

5ml de dichlorométhane, dans le but de leur analyse par spectrométrie IRTF.

II1.3 Résultats et discussions

I11.3.1 Spectre de menthol

La figure II1.2 montre le spectre IRTF de la solution étalon de menthol de

concentration 5 mg.ml™ réalisé en solution dans le CH,Cl,.
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Figure I11.2 : Spectre d’absorbance IRTF de menthol (3 mg.ml™)

Une étude détaillée relative au mode de mesure des valeurs d’absorbance et
aux différentes alternatives de correction de ces valeurs par spectrométrie IRTF a été
réalisée. La gamme s’étale de 800-4000 cmcar au dessous de 800cm™ les fenétres
de la cellule sont opaques.

On constate que le spectre présente une bande intense a 3608 cm™
caractéristique des O-H, il montre aussi des bandes dans la région entre 2960 cmet
2850 cm’! liées aux vibrations des groupes CH, et CH3, les bandes entre 1360 cm™ et
1450 cm™ présentent la déformation des groupes CH, CH, et CHs.une zone entre
1

1020 et 1100 cm™, caractéristique du groupement C-O, la bande a 975 cm’

caractéristique de I’isopropyl.

Afin de sélectionner la bande spécifique du menthol pour réaliser la
détermination quantitative, les spectres d’absorbance pour une série de solutions de
menthol préparés dans le CH,Cl, stabilisé avec I’amyléne et ce, dans un domaine de

concentration allant de 0.75 a 10 mg.ml'1 sont obtenus (figure I11.3).
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Figure IT1.3 : Spectres d’absorbance des solutions de menthol préparé dans
CH,Cl, stabilisé avec ’amyléne, pour un domaine de concentration compris

entre 0.75-10mg.ml'1

Les caractéristiques analytiques du menthol dilué dans CH,Cl, sont établies (tableau

1IL1).
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Tableau III.1 : Caractéristiques analytiques du menthol prep‘are‘dlrec\tﬁn}enﬁ’ "

N / %
dans CH,Cl, stabilisé par I’amyléne \::E‘"“/ 74

max Coefficient
(L.B.) Droite de calibration de A D.S.R. en %
(cm'l) corrélation (n=10)
844
(832-857) 0.007722C+0.001266 0.9997 0.23 0.79
975
(852-969) 0.006577C+0.002148 0.9991 0.88 3.57
991
(982-1001) 0.010795C-0.003583 0.9998 0.52 2.78
1023
(1003-1033) 0.035407C+0.009070 0.9997 0.18 0.73
1043
(1032-1051) 0.024075C+0.000365 0.9999 0.15 0.77
2861
(2858-2871) 0.020573C+0.00079 0.9999 0.08 0.14
2958
(2942-2966) 0.042526C+0.005248 0.9998 0.41 235
3608
(3391-3776) 0.020256C+0.020845 0.9996 0.08 0.64

C: Concentration en mg.ml ™.

D.S.R (%) : Déviation Standard Relative (pour C =5 mg.ml™).

L.D: Limite de détection en pg.ml” obtenue pour un niveau de confiance de 99.6 % (K=3).
L.B: Ligne de base.

Les conditions expérimentales : Chemin optique 0.5 mm, résolution nominale 4 cm’,
nombre de balayage 10, background de la cellule remplie de CH,Cl, /amylene.

D’aprés le tableau III.1, on constate que les différentes bandes étudiées
fournies des caractéristiques analytiques moyennes a savoir la faible limite de
détection et la déviation standard relative ainsi que la bonne corrélation. La quelle

des bandes qu’il faut choisir pour quantifier le menthol ? Le choix est difficile.
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I11.3.2 Analyse de menthol dans ’HE de la menthe par spectrométrie IRTF

D’apres la figure 111.4, on a constaté que les deux spectres des menthes fraiche

et seche sont identiques, donc on peut utiliser 1'un ou I’autre dans la détermination.
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Figure I11.4 : Spectres IRTF de menthol a), HE de menthe séche b),
HE de menthe fraiche c)

Si on compare le spectre d’étalon de menthol avec celui d'un échantillon réel
de menthe séche (figure I11.4), on observe que la bande intense a 1670 cm™ dans
I’échantillon est absente dans 1’étalon. On a estimé que cette bande est
caractéristique d’un produit majoritaire et a I’aide d’un travail effectué au sein de
notre équipe nous avons trouvé que cette bande coincide avec la bande

caractéristique de la carvone qui donne un taux de 60%.

On peut constater que la détermination directe du menthol dans la menthe par
spectrométrie IRTF pourrait étre encore difficile pour cela on a fait appel a la
calibration par addition standard qui consiste & ajouter des quantités connues d’une
solution étalon a un prélévement d’échantillon. Lors de 1’enrichissement par addition
standard un nouveau paramétre s’impose, alors on a calculé ce qu’on appelle

I’exactitude.
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, C trouvée
Exactitude = - —— ¥ 700
C présente + C ajoutée

C youvee - COncentration calculée a partir de la droite d’étalonnage dans le cas du
spectre de I’'HE additionnée d’étalon.
C presente - concentration calculée a partir de la droite d’étalonnage pour le spectre de
I’HE.
C ajoutce : concentration d’étalon ajouté.

Dans la figure II1.5 on a montré les spectres de menthol, d’HE de menthe et le

de I’'HE enrichie avec une masse bien précise de menthol.
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Figure IIL.5 : Spectres IRTF d’HE de menthe a), de menthe enrichie b)
et de menthol ¢)

L’examen de la figure III.5 montre que les quatre bandes présentes dans
I’étalon et dans I’HE, enrichie en étalon sont absentes dans I’HE de menthe. Ces
quatre bandes qui sont 975 em™, 991 em™, 1023 cm™ et 1043 cm™ (situées dans la
zone des empreintes digitales) vont étre considérées dans la détermination du

menthol dans la menthe (tableau II1.2).
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Tableau II1.2 : Teneurs du menthol dans la menthe en utilisant la calibration

par addition standard

C tration de | T Concentration de
Ligie de base oncentration de eneurenmasse | o PHE .
Bande e menthol dans de menthol dans d i chi Exactitude
(cm']) COI‘I‘I%CC I’HE de menthe | I’'HE de menthe P (%)
(cm™) 2 avec menthol
(mg.ml™) (%) -1
(mg.ml™)

975 973-986 2.78 15.19 20.48 278

991 987-1003 1.27 6.94 15.19 171
1023 1010-1034 3.3 18.03 11.02 117
1043 1019-1071 1.2 6.55 15.57 213

Le tableau II1.2 montre des valeurs d’exactitude intolérables, ce qui rend la
détermination du taux de menthol dans la menthe délicate. Pour plus de précision on

a fait appel aux spectres dérivés.

I11.3.3 Détermination du menthol dans la menthe par spectrométrie IRTF en
utilisant le spectre dérivé

Pour quoi le spectre dérivé ?

La spectrométrie dérivée peut étre trés intéressante pour résoudre le probléme
d’identification ou permettre de savoir si un produit est pur ou en mélange. Cette
méthode met trés clairement en évidence les changements de pente des spectres et
permet ainsi de noter les points d’inflexion avec précision. En conséquence, cette
technique doit permettre de définir beaucoup plus clairement les caractéristiques du
spectre d’une substance [52].

Cette méthode est déja utilisée par notre équipe pour résoudre le probleme des

interférences [53].

Afin de donner le taux du menthol dans la menthe on a établit d’abord les
droites de calibration a partir des spectres dérivés d’une série de solutions étalons de
menthol préparée directement dans le CH,Cl, dans un domaine de concentration

varie de 0.75-10 mg.ml™ (figure IIL6).
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Figure II1.6 : Spectres dérivés d’une série d’étalons de menthol

Le tableau II1.3 regroupe les caractéristiques analytiques du menthol préparé

dans CH,Cl, en considérant le spectre dérive.

Tableau IIL3: Caractéristiques analytiques du menthol dans CH,Cl; en

considérant les spectres dérivés

Bande Ligne de Coefficient de
; ; Droites d’étalonnage.
(cm™) base (cm™) corrélation.
975 : volet gauche
0.001806C+0.000580 0.9996
(979).
970-1002
991 : volet droit
0.0061661C+0.000446 0.9998
(987).
1026 0.005636C+0.001214 0.9993
1023
1019 0.005377C-0.000220 0.9999
947-1179
1047 0.004006C+0.000424 0.9999
1043
1040 0.003909C+0.000153 0.9996

Les valeurs d’absorbance de I’huile essentielle de menthe et de celle
additionnée de menthol sont extrapolées dans les droites de calibration obtenues pour

des solutions étalons de menthol, en considérant le spectre dérivé concernant chacune
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des bandes 979 cm'], 987 cm'], 1019 cm", 1026 cm'l, 1040 cm™ et 1047 cm™. Les

étalons sont traités de la méme maniére que les échantillons.

Le tableau II1.4 donne les taux de menthol dans la menthe ainsi que

I’exactitude.

Tableau I11.4: Taux du menthol dans la menthe en utilisant la spectrométrie

IRTF dérivée
Concentration
Bande Concentration de ]I;f;qesuer;: d‘;i m[e’ggocg
(cm-1). menthol dans i ﬂs 1d g py € | Exactitude
(par rapport I’HE de menthe s i e (%)
I’HE) s /_1) [’HE de menthe | enrichie avec
' (%) menthol
(mg.ml'l)
YLI* "(nggg)g"”Che 2 10.92 6.24 77.08
el ("909125 are 1.29 7.04 6.1 82.54
” 1036 0.25 1.36 4.83 74.42
1023
1023 0.58 3.16 6.03 90.27
0 1049 0.5 2.7 6.16 93.33
1043
1043 1.11 6.06 6.76 93.75

I’examen de tableau III.4 révéle une meilleure exactitude pour la bande a 1049

cm’! stabilisée avec la ligne de base entre 947 cm” et 1179 cm™. On note que malgré

I’utilisation du spectre dérivé il ya toujours un léger déplacement de cette bande par

rapport a celle de Détalon (figure IIL7). Alors, on a extrapolé la valeur de

I’absorbance de 1’huile essentielle a 1049 cm’! dans la droite de calibration du

menthol 4 1047 cm™. Le tableau IIL.5 donne les caractéristiques analytiques de cette

bande.
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Figure II1.7 : Spectres dérivés de ’HE de menthe (jaune),
de ’HE enrichie et de menthol

Tableau ITL.5 : Caractéristiques analytiques de menthol a 1047 cm’

Droite de calibration 0.004006C+0.000424
Coefficient de corrélation 0.9998

L.D. (ugml™) 0.298

D.S.R. (%) 0.28
Domaine de concentration (mg.ml'l) 0.75-10

C: Concentration en mg.ml”
D.S.R. (%) : Déviation Standard Relative (pour C =5 mg.ml™")
L.D : Limite de détection en pg.ml” obtenue pour un niveau de confiance de 99.6 % (K=3).

D’aprés les résultats du tableau IIL.5 on confirme que cette bande présente
encore de faible limite de détection et de déviation standard relative. Alors cette
bande caractéristique est choisie pour déterminer le menthol dans la menthe, elle

donne un taux de menthol de 2.7 %.
L’analyse de I’huile essentielle de menthe par CG-SM a montré que cette

derniére est dépourvue de menthol. On rappelle qu’il s’agit d’une huile essentielle

qui a été préparée et stockée au laboratoire il y a quelques mois.
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L absence du menthol dans cette huile est du probablement a la perte de ce
constituant volatil au cours de stockage [54]. Par contre, 1’huile essentielle de menthe

étudiée par spectrométrie IRTF a été fraichement préparée et analysée.
I11.3.4 Spectre IRTF de 1,8 cinéole
Le spectre d’absorbance d’un étalon d’eucalyptol préparé directement dans le

CH,Cl, stabilisé avec I’amyléne de concentration de 5mg.ml™ est représenté dans la

figure II1.8.
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Figure II1.8 : Spectre d’absorbance IRTF d’eucalyptol (5 mg.ml'l)

Le spectre montre des bandes dans la région entre 2970 cm” et 2860 cm™ liées
aux vibrations d’élongation des groupes CH, et CHs, la région entre 1464 cm’ et
1300 cm™ présente les vibrations de déformation des groupes CH et CHs. Les 3
bandes a 1055 cm™', 1080 cm™ et 1168 cm’ caractéristiques de groupement C-O

d’un éther,

Afin de sélectionner la bande spécifique d’eucalyptol pour réaliser la
détermination quantitative, les spectres d’absorbance pour une série de solutions
d’eucalyptol préparée directement dans le CHyCl, stabilisé avec I’amyléne et ce,
dans un domaine de concentration allant de 0.75 a 10 mg.ml'] sont représentés sur la
figure II1.9.
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Figure IT1.9: Spectres d’absorbance des solutions d’eucalyptol préparées
dans CH,Cl, stabilisé avec ’amyléne, pour un domaine de concentration

compris entre 0.75-10 mg.ml'1

Les caractéristiques analytiques d’eucalyptol dans CH,Cl, sont établies

(tableau IIL.6).
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Tableau III.6: Caractéristiques analytiques d’eucalyptol préparé directement

dans CH,Cl, stabilisé par ’amylene

(]I‘«IZx) Droite de calibration Coeffeczent L.D. , D.S.R. en %
(cm”) sobrdlation - | - WEmE) (n=10)
841
(828.855) | 0-0287597C-0.001505 0.9996 0.28 935
980
(954-1007) 0.084262C+0.008115 0.9999 0.29 1.98
1016
(1008-1062) | 0-008267C-0.003272 0.9999 0.48 5.09
1052
(1036-1066) | 0-028042C+0.001974 0.9998 0.27 0.75
1078
(1007-1104) | 0-045178C+0.004099 0.9997 0.14 0.76
1168
(1143-1187) | 0:029600C+0.003383 0.9999 0.41 0.27
1214
0.042484C+0.003430 0.9998 023 { 55

(1193-1227)

C: Concentration en mg.ml ™.

D.S.R (%) : Déviation Standard Relative (pour C = 5 mg/ml).

L.D: Limite de détection en pg.ml” obtenue pour un niveau de confiance de 99.6 % (K=3).
L.B: Ligne de base.
Les conditions expérimentales : Chemin optique 0.5 mm, résolution nominale 4 cm’,

nombre de balayage 10, background de la cellule remplie de CH,Cl, /amyléne

D’aprés le tableau IIL.6, on constate que les différentes bandes étudices

fournies des caractéristiques analytiques a savoir la faible limite de détection et la

déviation standard relative ainsi que la bonne corrélation, cependant le choix de la

bande spécifique est difficile, donc on a sollicité la calibration par addition standard

(section I11.3.2).
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I11.3.5 Analyse d’eucalyptol dans ’HE d’eucalyptus par spectrométrie IRTF

En comparant les sensibilités des différentes bandes des trois spectres des
solutions : étalon d’eucalyptol (10 mg.ml"), de ’'HE d’eucalyptus (18.52 mg.ml™) et
d’HE d’eucalyptus enrichi avec 1’eucalyptol (5 mg.ml ™) préparées directement dans
le CH,Cl, (figure I11.10), on peut constater que la bande a 1670 cm” présente dans le
spectre de I’huile essentielle d’eucalyptus et celui de I’'HE enrichie avec 1’eucalyptol
est absente dans 1’ étalon.

La bande & 1168 cm™ peut étre sélectionnée pour la détermination de cinéole dans
I’HE d’eucalyptus par spectrométrie IRTF. La valeur d’absorbance a 1168 cm” pour

I’HE d’eucalyptus a été corrigée, avec une ligne de base entre 1153 - 1196 cm’™.
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Figure ITL.10: Spectres IRTF de cinéole , d’HE d’eucalyptus ( rouge)
et d’HE enrichie

La figure II.10 montre que le spectre de I’'HE d’eucalyptus préparée
directement dans CH,Cl, en considérant la bande a 1168 cm‘l, présente un léger
déplacement par rapport aux étalons, pour cela on a fait appel au spectre derivé
(section I11.3.3).

La figure II1.11 montre les spectres dérivés d’une série d’étalon d’eucalyptol de
concentration allant de 0.75-10 mg.ml”, en considérant les deux volets de la bande a

1168 cm™.
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Figure II1.11: Spectres dérivés d’une série d’étalons d’eucalyptol

Les caractéristiques analytiques du cinéole préparé dans CH,Cl, en considérant

le spectre dérivé sont regroupées dans le tableau I11.7.

Tableau IIL.7: Caractéristiques analytiques d’eucalyptol a 1168 cem™, en

considérant le spectre dérivé

Volet gauche : 1173 cm’’

Volet droit : 1161cm™

Droite de calibration 0.003567C+0.000065 0.002545C-0.000147
Coefficient de corrélation 0.9991 0.9984

L.D. (ug.ml™") 0.21 8.25

D.S.R. (%) 4.62 8.25

D.S.R. (%) : Déviations Standard Relative (pour C =5 mg.ml™)
L.D : Limite de détection en pg.ml™” obtenue pour un niveau de confiance de 99.6 % (K=3).

La figure II1.12 représente les spectres dérivés d’un étalon d’eucalyptol et

d’HE d’eucalyptus préparés directement dans le solvant.
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Figure I11.12 : Spectres IRTF dérivés d’eucalyptol a) et d’HE d’eucalyptus b)

La spectrométrie IRTF dérivée a pu résoudre le probléme d’interférence dans
le cas de 1.8 cinéole, en donnant un spectre dérivé de I’HE avec un minimum a 1173
cm” (volet gauche de la bande direct a 1168 cm™) qui a la méme allure que celle du
spectre de 1étalon a cette bande. Seulement, on remarque que la sensibilit¢ de ’'HE a
diminuée en comparaison avec celle obtenue en considérant la bande du spectre

directe 2 1168 cm™.

Le tableau II1.8 donne le taux d’eucalyptol dans I’HE d’eucalyptus.

Tableau II1.8: Teneur en 1.8 cinéole dans I’HE d’eucalyptus

Taux par IRTF (%)
Spectre direct a Speeire ainive
-1
1168 cm Volet gauche a 1173 em’” Volet droit 2 1161 cm™
(L.B.1153-1196) (L.B.1027-1227) (L.B.1027-1227)
12.6 6.5 12.8

1

En considérant le volet gauche a 1173 cm'de la bande directe 4 1168 cm™, le

taux d’eucalyptol est de 6.5%.
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Il est a noter que la CG-SM n’a pas revelé la présence d’eucalyptol dans I'HE
d’eucalyptus cela est du probablement au stockage qui a causé la perte de quelques

composés volatils [54].
I11.3.6 : Spectre IRTF de thymol

Le spectre infrarouge de la solution de thymol (10 mg.ml™") préparé dans

CH,Cl, est montré sur la figure I11.13.
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Figure III.13: Spectre d’absorbance IRTF de thymol (5 mg.ml'l)

En observant la figure, le spectre montre une bande a 3687 cm’ caractéristique
de la fonction OH, ainsi que la bande a 3005 cm’ caractéristique de 1’élongation de
C=C. Les bandes intenses dans la région entre 2965 cm’ et 2870 cm™ 4 cause des
groupes CH, et CH3, on peut constater la présence des quatre bandes 1460 cm™,
1500 cm™, 1580 cm™ et 1618 cm™ caractéristique de C=C aromatiques. Le thymol

présente également les bandes 1060 et 1085 cm-1 correspond a I’alcool C—OH.

Les spectres de thymol a des concentrations varient de 0.75-10 mg.ml”

sont représentés dans la figure I11.14.
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Figure I11.14: Spectres d’absorbance du thymol préparé dans CH,Cl, stabilisé avec

’amyléne pour un domaine de concentration compris entre 0.75-10 mg.ml”

Les caractéristiques analytiques de thymol préparé directement dans CH,Cly,

aux différentes bandes d’absorbances sélectionnées, sont regroupées dans le tableau

II1.9.

Tableau II1.9: Caractéristiques analytiques de thymol préparé directement dans

CH,C], stab

ilisé par I’amylene

Max

Coefficient

0,
(L.B.) Droite de calibration de ( LZ-[I ) D‘?nli 180’)1 %
(em™) corrélation Hs:
o4 0.020556C-0.002656 0.9987 0.19 1.18
(936-953) ' ) ) ' '
Loza 0.016284C+0.000938 0.9990 1.95 3.07
(1080-1099) : ' ' ' :
1181
(1169-1188) 0.017396C-0.000549 0.9988 0.24 3.53
1617
(1594-1642) 0.016888C+0.005132 0.9983 0.14 2.80
2871
0.012493C-0.005132 0.9960 1.78 7.21

(2844-2886)

C: Concentration en mg.ml'l.
D.S.R (%) : Déviations Standard Relative (pour C = 5 mg/ml).
L.D: Limite de détection en pg.ml™ obtenu pour un niveau de confiance de 99.6 % (K=3).
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L.B: Ligne de base.
Les conditions expérimentales : Chemin optique 0.5 mm, résolution nominale 4 cm™, nombre de
balayage 10, background de la cellule remplie de CH,Cl,/amyléne

I11.3.7 Spectres IRTF de thymol et de ’HE de thym

En comparant les spectres des solutions étalons avec ceux d'un échantillon réel
(figure.Ill.15), on peut constater que la détermination directe de thymol dans I’'HE de
thym par spectrométrie IRTF est impossible a cause du faible taux de thymol dans
1’échantillon et la complexité de ce dernier. De ce fait on a fait appel a un traitement

de I’'HE de thym pour purifier le thymol.
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Figure I11.15: Spectres IRTF de thymol a) et de ’HE de thym b)

En utilisant le protocole de la référence [55], on n’a pas pu isoler le thymol. En
conclusion, pour doser le thymol dans I’HE de thym par spectrométrie IRTF il faut
faire appel a une autre méthode de purification et de préconcentration telle que

I’extraction en phase solide.
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude a porté essentiellement sur la contribution au développement d’ une
méthode analytique simple pour le dosage des monoterpénes dans des huiles

essentielles d’origine végétale par spectrométrie IRTF.

L’extraction des huiles essentielles des menthes fraiche et séche a été effectuce
par hydrodistillation et a mené a un rendement de 0.04% et 0.93%, respectivement.
Cependant, les huiles essentielles d’eucalyptus et de thym ont été extraites par
entrainement a la vapeur d’eau. Les rendements obtenus sont de 0.21% et 3.07%,

respectivement.

L’analyse des huiles essentielles obtenues par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) a permis d’identifier la

composition chimique de chacune des huiles étudiées.

L’huile essentielle de menthe est dominée par les terpenes oxygénés (85.4%)
contre seulement environ 1.8% d’hydrocarbures terpéniques. D’autres composés

oxygénés ont été également identifiés.

Dans le cas de I’huile essentielle d’eucalyptus, la fraction principale de
terpénes est celle des sesquiterpénes oxygénés (22%), suivie par les monoterpenes
oxygénés (16%), les terpenes hydrocarbonés occupent aussi une classe importante
avec 15%. On reléve également la présence des acides gras (2%), et d’un diterpéne

oxygéné (8%).

L’analyse a montré également que la fraction terpénique est la fraction la plus
prépondérante dans I’huile essentielle de thym avec un pourcentage élevé de
monoterpénes oxygénés (74%). On a noté en plus, la présence de monoterpenes et

sesquiterpénes hydrocarbonés.
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Les pourcentages de monoterpénes obtenus par CG/SM constituent une

référence préliminaire a I’analyse par spectrométrie IRTF.

L analyse des échantillons d’huiles essentielles obtenue sans traitement
préalable en utilisant la spectrométrie IRTF a montré que la détermination directe du
taux de menthol et d’eucalyptol dans les huiles essentielles de menthe et d’eucalyptus
respectivement, est difficile. Ce qui nous a poussé a faire appel a la spectrométrie
infrarouge dérivée. En utilisant le spectre dérivé et pour confirmer le choix des

bandes on a utilisé la calibration par addition de standard.

La valeur d’absorbance en considérant le volet gauche a 1049 cm™ de la bande
directe 4 1043 cm™, corrigée avec une ligne de base comprise entre 947-1179 cm™,

donne une teneur de menthol dans la menthe de 2.7 %.

Dans le cas de la détermination d’eucalyptol dans 1’eucalyptus, on a choisi le
volet gauche & 1173 cm™ de la bande directe 2 1168 cm™, corrigé avec une ligne de

base entre 1027-1227 cm™’. Le taux obtenu est de 6.5 %.

La détermination directe du taux de thymol dans I’'HE de thym par
spectrométrie IRTF, est impossible. Un protocole de purification et de

préconcentration s’impose.

Les résultats obtenus sont préliminaires et méritent d’étre complétés par
’utilisation du couplage de la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier
couplée a D’extraction en phase solide (IRTF-EPS) et confirmée par d’autres

techniques telle que la chromatographie liquide a haute performance (CLHP).
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