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RESUME

Le présent travail porte sur I’étude chimique de I’extrait d’une plante médicinale et
aromatique utilisée comme épice, il s’agit du cumin (Cuminum cyminum Linné) et I’huile
essentielle d’une autre épice (Pimpinella anisum Linné). La premiére partie est consacrée a
I’étude de I’huile essentielle (HE) du cumin obtenue par hydrodistillation, avec un rendement
de 0.97%. L’identification des composés de I’huile essentielle est réalisée par le couplage
chromatographique en phase gazeuse / spectrométrie de masse (CG/SM), en se basant sur les
banques de données spectrales de I’appareil. La composition chimique de I’'HE est dominée
par des terpénes et particulicrement des monoterpenes (64.89%), ainsi que des composés
oxygenés (19.15%), des acides gras (3.38%) et d’autres composés chimiques non identifiés
(3%).

La deuxiéme partie consiste a doser quantitativement le cuminaldéhyde dans I’extrait de
cumin et ’anisaldéhyde dans 1’huile essentielle de I’anis vert par spectrométrie IRTF.

Le taux de cuminaldéhyde dans Pextrait de cumin a été obtenu sans traitement préalable, la
bande spécifique considérée est 4 1097 cm™ corrigée avec une ligne de base stabilisée entre
957 -1325 cm™. Le taux de cuminaldéhyde obtenu par cette méthode est de 40.75%.

Etant donné que le taux d’anisaldéhyde est faible dans 1’huile essentielle d’anis vert, la
détermination de ce dernier par spectrométrie IRTF a été effectuée aprés dilution de ’'HE
dans le solvant et ce, apres I’enrichissement. En considérant la bande d’absorbance spécifique

a 1216 cm™ corrigée avec une ligne de base stabilisée entre 658 - 1792 cm™. Le taux de

’anisaldéhyde dans 1’anis vert est de 0.14%.

Mots clé: cumin, anis vert, cuminaldéhyde, anisaldéhyde, CG/SM, spectrométrie IRTF,addition

standard



ABSTRACT

This work focuses on the chemical study of the extract of cumin (Cuminum cyminum
Linnaeus) and the essential oil of anise (Pimpenilla anisum Linnaeus). The first part is
devoted to the study of the essential oil obtained by hydrodistillation of cumin, with a yield of
0.97%. The identification of the compounds of the essential oil is produced by coupling gas
chromatography/ mass spectrometry (GC/MS), based on spectral database of the device. The
chemical composition of the essential oil is dominated by terpenes, particulary monoterpenes
(64.89%) and oxygenated compounds (19.15%), fatty acids (3.38%) and other unidentified
chemicals (3%).

The second part is devoted to measure quantitatively of the cuminaldéhyde in the extract of
cumin and anisaldéhyde in the essential oil of anise by FTIR.

The rate of cuminaldéhyde in the extract of cumin was obtained without treatement, the
specific band at 1097 cm™ is considered corrected with a baseline stabilized between
957-1325 cm'. Cuminaldéhyde rate obtained by this method is 40.75%.

Since the rate of anisaldéhyde is low in the essential oil of anise, the determination of the
latter by FTIR was carried out after dilution of the essential oil in the solvent and enrichment.
Considering the specific absorbance band at 1216 cm' corrected with a baseline stabilized

between 658-1792 cm'. The rate of anisaldehyde in the anise is 0.14%.

Key words: Cumin, anise, cuminaldehyde, anisaldehyde, GC/MS, FTIR spectrometry, standard
addition
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INTRODUCTION GENERALE

Au travers des dges, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir & ses besoins
de base : nourriture, abris et également pour ses nécessités médicales. L’utilisation
thérapeutique des vertus des plantes dans le traitement des maladies de est trés ancienne et

évolue avec I’histoire de I’humanité.

La majorité de la population mondiale, plus particuliérement dans les pays en voie de
développement, ont recours & des plantes médicinales pour se soigner, par manque d’acces
aux medicaments prescrits par la médecine moderne mais aussi par ce que ces plantes ont

souvent une réelle efficacité.

De nos jours, les produits naturels sont une source importante pour la recherche de
nouveaux composes actifs utilisés dans diverses industries. La valorisation des plantes
médicinales passe notamment par I’isolement et ’identification de nouvelles molécules

s’effectuant par des fractionnements guidés par 1’activité sur une cible biologique.

L’étude des huiles essentielles reste toujours d’actualité malgré son ancienneté ainsi
que le développement exponentiel de la biotechnologie végétale. L histoire de I'aromathérapie
naquit ainsi et, avec les progrés de la science, de nouveaux principes actifs et de nouvelles
propri€tés pharmacologiques qui ont permis de faire des plantes aromatiques et médicinales

(PAM) d’authentiques médicaments.

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en
ceuvre de plusieurs techniques. La premicre approche, qui est la plus employée, est
Putilisation du couplage d’une technique chromatographique. D’une maniére générale la
Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) permettant I’individualisation des constituants,
avec une technique spectroscopique: la Spectrométrie de Masse (SM) et/ou la spectrométrie
Infra-Rouge a Transformée de Fourier (IRTF), cette derniére identifie des constituants par
comparaison des données spectrales avec celles des produits de référence contenus dans des

bibliotheques de spectres.



Le présent travail s’integre a ce large domaine de recherche. Il contribue au
deéveloppement des applications quantitatives de la spectrométrie infrarouge & transformée de
Fourier et offre un moyen d’analyse simple rapide en utilisant un appareil disponible dans la

quasi-totalité des laboratoires.

L’objectif de ce travail est de proposer une méthode analytique pour le dosage
quantitatif d’un produit majoritaire dans I’extrait d’une plante médicinale et aromatique dilué
directement dans le solvant, sans aucun traitement préalable en utilisant une bande spécifique
dans la zone «des empreintes digitales» comprise entre 1000 et 1500 cm™. Elle a été
¢galement appliquée en dosage d’un produit minoritaire en faisant appel & I’enrichissement

par addition standard.

Le mémoire comprend trois chapitres :
—Le premier chapitre comporte une synthése bibliographique portant sur 1’étude
chimique des plantes aromatiques et médicinales étudiées, les procédés d’extraction et de

préparation des huiles essentielles et les différentes techniques d’analyse utilisées.

—Le deuxiéme chapitre est consacré a la préparation de I’huile essentielle de cumin et

son analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/SM).

— Le dernier chapitre concerne la détermination quantitative par spectrométrie IRTF de
cuminaldéhyde et 1’anisaldéhyde dans I’extrait de cumin et I’huile essentielle d’anis vert,

respectivement.

La conclusion générale et la bibliographie terminent ce mémoire.






L1 Introduction

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de
médicament. Aujourd’hui encore une majorit¢ de la population
mondiale, plus particulierement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des remédes traditionnels a
base de plantes. De I’aspirine au Taxol, ’industrie pharmaceutique
moderne elle-méme s’appuie encore largement sur la diversité des
métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules
aux propriétés biologiques inédites. Cette source semble inépuisable
puisque seule une petite partie des 400.000 espéces végétales connues
ont ét€ investiguées sur les plans phytochimique et pharmaceutique, et
chaque espece peut contenir jusqu’a plusieurs dizaines a centaines des

constituants différents [1].

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui auraient une
~activit¢  pharmacologique pouvant conduire a des emplois
thérapeutiques. Cela grace & la présence d’un certain nombre de
substances actives dont la plupart agissent sur 1’organisme humain.
Elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en
cosmétologie, ainsi que dans la confection de boissons, soit nature, soit
en préparation galénique, soit encore sous forme de principes actifs,

comme matiére pour 1’obtention de médicaments [2,3].

Les épices et les herbes aromatiques sont des produits d’origine
vegetale utilisée dans 1’alimentation. Elles sont pour une bonne part
responsable des plaisirs de la table et n’ont aucune valeur

nutritionnelle. La terminologie utilisée pour classer ces plantes



aromatiques est parfois assez confuse; ainsi, 1’oignon peut étre
considéré comme un aromate ou un légume, la moutarde et le raifort
comme des condiments ou des aromates. Définir avec précision les
concepts d’épices, d’aromates, ou de condiments n’est pas évident. Les
définitions dépendent en fait de ’angle sous lequel on regarde ces

produits, ¢’est-a-dire essentiellement de leurs utilisations [4].

Des associations plus larges peuvent étre crées selon les
fonctions chimiques des substances aromatisantes. On parle d’épices a
par exemple :

-fonctions phénols et dérivées (badiane, anis vert, fenouil,
basilic, estragon, thym, origon, feuilles de cannelier, clou de girofle,
piment vrai),

-fonctions aldéhyde aromatique (cannelle, cumin, vanille) [5].

Depuis la plus haute Antiquité, ’homme utilise des colorants,
des parfums et des ardmes a des fins alimentaires, décoratives ou
cosmétiques. Ceux-ci ont d’abord été extraits de produits naturels,
d’origines animale ou végétale. Parmi les substances ainsi extraites, les

huiles essentielles.

1.2 Huiles essentielle

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant
contenir plus de 300 composés différents. Ces composés sont des
molécules volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des
terpénes. Seuls les terpénes les plus volatils, ¢’est-a-dire ceux dont la

masse moléculaire n’est pas trop élevée, y sont rencontrés soit, les



monoterpénes (myrcene,o-pinéne,y-terpinéne, cuminaldéhyde, etc) et
les sesquiterpenes (B-caryophyliéne, a-bisaboléne, etc), et les COmMposes

aromatiques (anisaldéhyde) [6,7].

L.2.1 Terpénes

Les terpénes sont des composés issus du couplage de plusieurs
unités "isopréniques” (CsHg) (figurel.1), soit deux unités pour les
monoterpenes (CioHye), trois unités pour les sesquiterpénes (CisHa),
quatre unités pour les diterpénes, six unités pour les triterpénes et huit
unités pour les tétraterpénes. Ils ont la méme origine meétabolique. Ces
composants majeurs déterminent les propriétés biologiques des huiles
essentielles [8-10].

(= méthylbutadiéne diphosphate d'isopentényle

K — 2.méthul 1 2.hitadianal J

Figure 1.1 : Molécules d’isopréne [11, 12]

On peut obtenir les terpénes par Condensation des unités
isopréniques, a partir du diphosphate d’isopentényle (IPP) comme le

montre la figure 1.2.
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Figurel.2 : Synthése de différents types des terpénes

1.2.1.1 Monoterpénes

Constituants les plus simples de la série des terpénes, ces
composés constituent souvent avec les sesquiterpénes et les diterpénes,
la plus grande partie des huiles essentielles, c'est leur point d'ébullition

peu élevé qui détermine le caractére volatil de ces composés. Ils sont



largement distribués chez les végétaux supérieurs et existent a 1'état
halogéné, chez les huiles essentielles des lamiales, Asterales... [1].

Les monoterpenes comportent 10 atomes de carbone, et sont
issus des couplages de deux unités isopréniques " téte a queue".

Ils sont répartis selon la figure 1.3.



Monoterpénes acvcliques

Bicyclique Alcools Aldéhyde Hydrocarbures
] |
Alcools i Carbures -Geraniol ~ -Geranial =Ocimene
-Nerol -Neral -Myrcene
-Citronellol  -Citronell
-Thymol  -Limonene
-Menthol -Menthane

Figure 1.3 : Classement des monoterpénes [1]



1.2.2 Composés aromatiques

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontré est celle des
compos¢s aromatiques dérivés du phénylpropane, qui empruntent une voie
biosynthétique différente de celle des terpénes [7]. Cette classe comporte des
composés odorants bien connus comme la vanilline, I’eugénol, 1’anéthole,
Iestragole, et bien d’autres [13]. Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants
que les terpénoides, ce sont des arénes issues d’une voie métabolique secondaire dite
de Iacide shikimique lui-méme intermédiaire de la synthése de la lignine & partir du
phénylpropane.

Les composés sont néamoins importants sur le plan qualitatif et quantitatif
chez certaines espéces. Par exemple, le trans-anéthole qui est la molécule
responsable en grande partie de I’ardme d’anis, constitue environ 80% de I’huile
essentielle de fenouil (1-3% d’essence), et d’anis vrai (3% d’essence). Les dérivés
phénylpropanoiques et les terpénoides sont associés en nombre et en proportions trés
variables de telle sorte que le produit est hétérogéne et complexe sur le plan
chimique. Ils sont biosynthétisés au sein des mémes organes sécréteurs ou ils forment
’essence naturelle (figure 1.4) [14].

( CO,H \
® .y ,
o) o O_@ i
* + =0 OH
HO OH CO»H

1
1
OH

Erythrose-4-phosphate Phospho-énolpyruvate (PEP) Acide shikimique

Figure 1.4 : La voie de synthése de I’acide shikimique.

-A partir de I’acide shikimique on peut obtenir différents composés
phénoliques :
e Acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique
Les acides phénols en Ce-C;, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique sont trés

communs, aussi bien sous forme libre que combinée a 1’état d’ester ou d’hétéroside.



On connait également les aldéhydes correspondants 4 ces acides qui sont la

vanilline, ’anisaldéhyde ....

1.3 Espéces étudiées
L.3.1 Cumin (Kemoun)
Systématique [15]
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Origine

Originaire du désert de Kyzyl Koum sur les bords.de 1’ Amou-Daria et du Syr-
Daria dans le Turkestan, le cumin (en anglais : cumin) est surtout cultivé en Iran,
Inde, Syrie, Turquie, Indonésie, Maroc, Egypte ainsi que dans le sud de 1’Europe, en
Sicile, a Malte, et 2 Chypre. On le trouve en France dans le Var et le Vaucluse [5].

(L’origine de cumin utilisé est 'Egypte)

Description

Plante annuelle aux tiges hautes de 25 a4 30 cm, aux fleurs blanches ou
rougedtres groupées en ombelles et aux feuilles découpées en laniéres, le cumin
rappelle le carvi par son allure générale. Ses fruits, qui constituent 1’aromate

proprement dit, sont petits, striés et hérissés de poils [5].

Utilisation

Depuis la plus haute antiquité, le cumin a été employé a des fins médicinales.
Les Egyptiens en plagaient dans les tombeaux des pharaons. Le cumin est reconnu
pour ses vertus apéritives, qui permettent de régulariser la sécrétion des sucs

stomacaux et d’apaiser les ballonnements. On lui attribue aussi des propriétés
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thérapeutiques, antispasmodiques, stomachiques et carminatives. Le fruit entier ou
réduit en poudre est employé comme épice, notamment dans les cuisines indienne,
indonésienne, sud-européenne, nord-américaine. Le cumin entre dans les
assaisonnements pour légumes et dans 1’aromatisation du pain. Dans certains pays,
notamment en Hollande, au Danemark et en Alsace, on en saupoudre les fromages

pour enrichir la flaveur [5].

Huile essentielle de cumin

L’odeur du cumin est tenace, plutdt désagréable ; son goiit est pimenté,
piquant, icre, légerement amer. La poudre de cumin garde ses propriétés pendant
environ douze mois. Les graines de cumin contiennent des substances améres et
jusqu’a 3% d’une huile essentielle jaune, particuliérement riche en composés
aldéhydiques : cuminaldéhyde (32%), p-menthadiéne-1, 3 al-7 (13.0%) et p-
menthadi¢ne 1,4 al 7 (0.8%) qui possédent I’ardbme typique du cumin [5]. Cette
composition dépend de plusieurs facteurs, tels que la partie de plante utilisée, le
temps de récolte, la méthode d’extraction, 1’origine géographique, le type a cultiver
et les conditions de stockage [16]. L’huile essenticlle de cumin est riche en

cuminaldéhyde (figure 1.5).




Cuminaldéhyde

Le cuminaldéhyde ou 4-isopropylbenzaldéhyde est un composé organique
aromatique de formule CyoH,,0, de la famille des aldéhydes monoterpeniques. Il est
constitu¢ d’une molécule de benzaldéhyde substituée par un groupe isopropyle en
position para. Son odeur agréable fait qu’il est utilisé en parfumerie ainsi que pour la
préparation d’autres produits cosmétiques. Le cuminaldéhyde est un composant des
huiles essentielles d’eucalyptus, de cannelle et de cumin. Il peut étre préparé par
réduction du chlorure de 4-isopropylbenzoyle ou par formylatien du cumeéne. Le
cuminaldéhyde est un liquide huileux, incolore a I’odeur boisée. Il a une température
d’ébullition qui varie de 235 a 236°C, il est peu miscible a I’eau, sa masse
volumique est de 0.977 g.cm™, il est soluble dans le cyclohexane, son point d’éclair
est de 93°C.

On peut citer aussi que le cuminaldéhyde est le composé biologiquement actif
de I’huile de graines de cumin (Cuminum cyminum). Cette substance avait un effet
inhibiteur sur les enzymes aldoseréductase et alpha-glucosidase, menant la voie a une
utilisation potentielle comme antidiabétique [17].

Le cuminaldéhyde a fait 1’objet de travaux divers, I’huile essentielle de cumin
(Cuminum cyminum) obtenue par hydrodistillation a été analysée par
Chromatographie en phase Gazeuse (CG), et par Chromatographie en phase Gazeuse
couplée a la Spectrométriec de Masse (CG/SM), le cuminaldéhyde a été le produit
majoritaire (30.2%). Cette huile essentielle posséde une activité antibactérienne
importante [18].

Le cuminaldéhyde a €té utilisé dans un complexe de thiosemicarbazone pour
une ¢tude du clivage de I’ADN [19].

Dans une autre étude comparative de la composition chimique de 1’huile
essentielle de cumin noir d’Iran obtenue par extraction par un fluide supercritique
(EFS) avec celle obtenue par Hydrodistillation (HD), le taux de cuminaldéhyde a été
de 11.5%, et de 12.7%, respectivement [20].

Une autre étude biologique de quelques monoterpeénes a été effectuce. Ce
travail a montré que le cuminaldéhyde est un inhibiteur utilisé contre Culex pipens

donc il peut étre utilisé dans la recherche de nouveaux insecticides naturels [21].



Dans le travail de Quinquin Chen, Le cuminaldéhyde a été purifié et isolé de 1’huile
essentielle de cumin par une technique semi préparative la chromatographie a contre
courant a haute perfermance (CCCHP). En utilisant un systéme de solvants de deux
phases composé de n-hexane/methanol/eau, le cuminaldéhyde purifié a été de
95.42% [22]. En réalisant I’hydrodistillation du cumin de Tunisie, I’huile essentielle
obtenue a €té caractérisée par CG et CG/SM, 21 composés ont été identifiés. Le
cuminaldéhyde a été le produit majoritaire (39.48%). Cette huile posséde une activité
antioxydante et antifongique [23].

L’étude de I’effet d’enzyiaes sur I’extraction de I’huile essentielle de cumin
montre que la composition de cette derniére n’est pas influencée, au contraire les
enzymes facilitent le procédé d’extraction [24].

L’huile essentielle obtenue du cumin par hydrodistillation en utilisant
I"appareil de Clevenger en contact avec des micro-ondes, a été analysée par CG et
CG/SM. Les résultats d’analyse montrent que le processus utilisant les micro-ondes a
un effet bénéfique sur la composition chimique des produits volatils, tous les
aldéhydes de I’huile de cumin sont caractérisés [25]. Le travail portant sur
I’extraction de I’huile essentielle de Carum carvil par hyrodistillation et la
caractérisation des composés volatiles isolés par CG et CG/SM, montre que le
cuminaldéhyde est le produit majoritaire (22.08%). Des tests biologiques montrent

que cette huile posséde une activité antiflatoxigénique [26].

L.3.2 Anis vert

Systématique [5]

% Nom botanique : Pimpinella anisum Linné
% Classe : Magnoliopsida

% Ordre : Ombellales

% Famille : Apiaceae (Ombelliféres)

% Genre : Pimpinella

** Partie utilisée : la graine
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Origine

Plante annuelle, 1’anis vert (en anglais : aniseed), dont le nom dérive du grec
anison, est originaire d’Asie Mineure. Il est cultivé depuis des temps immémoriaux
dans le Bassin méditerranéen. Les principaux pays producteurs sont I’Espagne, la
France, I’Allemagne, la Bulgarie, la Turquie, Chypre, la Tunisie, 1’Inde, la Chine et
le Mexique [5]. (L’origine d’anis vert utilisé est ’Egypte)

Discription

Plante herbacée de 20 4 60 cm de haut, & odeur aromatique, les fleursd’un
blanc jaundtre, sont disposées en ombelles. Le fruit est un akéne double (figurel.6).
Toutes les parties de la plantes dégagent un parfum trés reconnaissable : 1’odeur
typique d’anis [5].

Utilisation

L’huile essentielle d’anis a des propriétés toniques et apéritives. Son
indication principale se retrouve au niveau de la sphére digestive. De part ses
propriétés antispasmodiques, elle sera indiquée pour soulager les dyspepsies,
l'aérophagie, les colites spasmodiques. L’anis doit étre conservé dans des boites
hermétiques, a 1’abri de la lumi¢re. Une fois moulu, il perd en quelques jours son

parfum. Au Moyen Age, il était couramment utilisé comme contrepoison [5].

Huile essentielle d’anis vert

Les fruits donnent 2 a4 3% d’une huile essentielle jaune pale, riche en
trans-anéthole (85 a 90%), il peut constituer des sesquiterpénes (alpha
hymachaléne), alcool terpénique (anisol), autre phénols (éstragole de 0.5 a 5%),
aldéhydes (aldéhyde anisique de 0.76%). Cette huile se solidifie a basse température
et possede un point de fusion situé entre 15 et 19°C [5].

D’apres la composition de I’huile essentielle de 1’anis vert, on constate qu’il
est pauvre en anisaldéhyde. Pour cette raison on a choisi cette matiére végétale pour

effectuer une étude quantitative.

aj |
5



OCHj,

Figurel.6 : Grains d’anis vert a), et plante d’anis vert b)

Anisaldéhyde

L’anisaldéhyde ou 4-méthoxybenzaldéhyde est un composé aromatique de la
famille des aldéhydes, de formule brute CsHsO,. C’est un liquide huileux, incolore
ou jaundtre a& odeur d’aubépine, il est utilisé dans la fabrication des produits
organiques et des parfums, c’est un analyte standard. On peut trouver 1’anisaldéhyde
dans les huiles essentielles d’anis vert, de badiane et d’aneth. Il peut étre préparé par
la synthése de 1’acide benzoique dérivé phénolique. L’anisaldéhyde est incompatible
avec ces substances : les agents oxydants forts, les acides forts et les bases fortes. 11
porte les propriétés physiques suivantes : la densité est de 1.19 g.ml™ 4 25°C, I’indice
de réfraction est de 1.57, le point d’ébullition est 248°C, ainsi il est insoluble dans
’eau [27, 28]. L’anisaldéhyde est utilis¢ dans la synthése des composés organiques
pharmaceutiques €t agroalimentaires, il est aussi un intermédiaire important dans le
processus des parfums et des flaveurs [29]. En citant quelques travaux réalisés,
I’anisaldéhyde a été utilisé comme un échantillon standard pour évaluer le systéme
d’extraction en phase solide couplée a la chromatographie liquide a haute
perfermance (EPS/CLHP) [30].

L’anisaldéhyde a été utilisé comme un intermédiaire dans une réaction de
condensation pour former des chromogeénes colorés & partir du secnidazole ou 1-
(2-methyl-5-nitroimidazole-1-yl) propan-2-ol [31].

- Le travail de Benjaram M.R et son équipe a montré que 1’oxidation de
4-methylanisole a 1’aide des catalyseurs V,0s/ Al,03-TiO; donne I’anisaldéhyde et

I’acide anisique [32].



Le basidiomycete Pleurotus Ostreatus peut produire des flaveurs dans un
milieu liquide, I’identification de ce dernier par CG/SM a montré que le produit

majoritaire est ’anisaldéhyde [33].

L.4 Procédés d’extraction

Les essences sont extraites des matiéres végétales par différentes méthodes, le
choix d’une méthode par rapport a une autre est lié a plusieurs paramétres tels que la
nature de la matiére végétale et sa fragilité au contact de 1’eau et a la variation de la
température. Généralement les méthodes utilisées sont I’hydrodistillation et

’extraction par solvant volatil.

L4.1 Hydrodistillation

La technique d’extraction des huiles essentielles utilisant I’entrainement des
substances aromatiques grice 4 la vapeur d’eau est de loin la plus utilisée & 1’heure
actuelle. Cette méthode est basée sur I’existence d’un azéotrope de température
d’ébullition inférieure aux points d’ébullition des deux composés, 1’huile essentielle
et ’eau, pris séparément. Ainsi, les composés volatils et ’eau se distillent
simultanément 4 une température inférieure 4 100 °C sous pression atmosphérique
normale. En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par la vapeur d’eau
sans subir d’altérations majeures [34].

L’hydrodistillation est la méthode la plus simple et de ce fait la plus
anciennement utilisée. Le matériel végétal est immergé directement dans un alambic
rempli d’eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition.
Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un réfrigérant et I’huile essentielle se
sépare de I’hydrolat par simple différence de densité. L’huile essentielle étant plus
légére que I’eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de
I’hydrolat [14]. Cette technique a été utilisée dans de nombreux travaux. Dans une
¢tude comparative de la composition chimique de 1’huile essentielle de Ferula
assafoetida a utilisé I’hydrodistillation (HD) et I’extraction par fluide supercritique
(EFS) ont été utilisées [35].
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Une autre étude comparative entre I’hydrodistillation traditionnelle et
Ihydrodistillation assistée par micro-ondes a été effectuée dans le cas de extraction
de I’huile essentielle de Thymus vulgaris L. [36].

Une technique élaborée qui consiste & utiliser I’hydrodistillation et la micro
extraction par solvant a été sollicitée pour 1’extraction de I’huile essentielle de la
lavande /avandula augustifolia mill. 1.’ huile ainsi obtenue a été soumise & I’analyse
par chromatographie gazeuse [37].

L’hydrodistillation a été utilisée en combinaison avec la micro extraction en
phase solide & haute espéce MEPS-HS pour analyser le thymol et le carvacrol dans le
thym (Thymus transcaspicus) [38].

Une étude comparative de I’hydrodistillation et I’extraction assistée aux
ultrassons (ESU) en utilisant le mélange de solvants organiques pentane/ether :(1/2) a
eté réalisée pour I’isolement des composés volatils de Robinia pseudoacacia L. et
Castanea sativa.L [39].

Au laboratoire le systéme équipé d’une cohobe qui est généralement, utilisée
pour Pextraction des huiles essentielles et qui est en accord avec la Pharmacopée

Européenne est le Clevenger [15].

1.4.2 Extraction par solvant organique

L’extraction est un procédé chimique qui permet de séparer un composé d’un
mélange ou d’une solution. Le meilleur solvant & utiliser est celui dans lequel le
compos¢ a extraire est trés soluble. Une succession d’opérations peut étre nécessaire
avant que le composé ne puisse étre isolé par distillation ou par évaporation du
solvant [15]. L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus
pratiquée. Les solvants les plus utilisés a ’heure actuelle sont 1’hexane, cyclohexane,
I’éthanol moins fréquemment le dichlorométhane et I’acétone [40].
L’emploi restrictif de ’extraction par solvants organiques volatils se Justifie par son
coit, les problémes de sécurité et de toxicité, ainsi que la réglementation liée 4 la

protection de I’environnement [41].



L.5 Méthodes d’analyse

Les techniques de choix utilisées dans I’analyse des huiles essentielles et
extraits sont les méthodes chromatographiques, utilisées pour I’analyse qualitative :
la chromatographie sur couche mince(CCM).et d’autres utilisées pour 1’analyse
quantitative : la chromatographie en phase gazeuse(CPG) et la chromatographie en
phase gazeuse couplée 4 la spectrométrie de masse (CG/SM).

La spectrométrie IRTF a été utilisée souvent pour I’analyse qualitative.

L.5.1 Chromatographie sur couche mince(CCM)

La chromatographie sur couche mince(CCM) est une méthode basée
principalement sur les phénomeénes d’adsorption, elle s’apparente étroitement a la
chromatographie sur colonne au niveau des phases impliquées et du mécanisme mis
en ceuvre pour la séparation [1]. Elle peut étre sollicitée pour des analyses

qualitatives ou quantitatives.

L5.2 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse-

(CG/SM)

Cette technique d’analyse est trés utilisée pour la séparation des constituants
des mélanges complexes, elle permet d’obtenir des informations concernant la
structure de la plupart des molécules. En analyse CG/SM, les molécules entrainées
dans le flux gazeux, a la sortie de la colonne arrivent directement dans la chambre
d’ionisation, maintenue sous-vide. L’ionisation se fait par impact électronique, sous
une tension donnée. La fragmentation de la molécule, permet d’obtenir un spectre de
masse. L’identification peut étre réalisée par comparaison des fragments (m/z)
formés avec ceux des spectres des banques de données. La fiabilité de la
reconnaissance, est principalement donnée par ’indice de qualité, en pourcentage
d’adéquation du spectre du composé inconnu, par rapport au spectre de la banque de

données. Le résultat peut étre considéré comme correct, pour un indice supérieur a
90% [42].
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L.5.3 Spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier

La spectrophotométrie infrarouge est un des outils les plus puissants dont
dispose le chimiste pour identifier les composés organiques et inorganiques purs, car,
a I’exception de quelques molécules homonucléaires telles que O,, N, et Cl,, toutes
les espéces moléculaires absorbent dans I’infrarouge. De plus, a ’exception des
molécules chirales a D’état cristallin, chaque espéce moléculaire a un spectre
d’absorption infrarouge unique. Dés lors, la concordance exacte entre le spectre d’un
compose de structure connue et celui d’un analyte permet d’identifier ce dernier sans
aucun doute possible [43]. La région infrarouge occupe une partie trés importante
du spectre électromagnétique entre 12500 et 10 cm™, le domaine qui représente le
plus grand intérét pour le chimiste, connu par le domaine de I’infrarouge moyen, est
trés limité et s’étend de 4000 cm™ 4 400 cm™. Un spectre infrarouge est caractérisé
par des pics d’absorption étroits, trés rapprochés, qui résultent des interactions entre
les différents niveaux quantiques de vibration. Le nombre de modes de vibrations
d’une molécule dépend du nombre d’atomes, est donc du nombre de liaisons qu’elle
contient, (3n-6) dans le cas d’une molécule non linéaire de (n-atome), ot méme pour
une molécule simple le nombre de vibrations possible est important.

La spectrométrie IRTF est une spectrométrie multiplex. La lumiére incidente
est détectée globalement aprés avoir été codée par un interférométre qui remplace le
monochromateur, et aprés avoir ét¢ passée a travers 1’échantillon [44].

L’intensité du signal 1(8) est mesurée en fonction du retard §, ce qui génére un
interférogramme.. Les spectrométres a transformée de Fourier pour I’infrarouge ont
comme avantage une sensibilité, une résolution et une vitesse d’acquisition des
données particulicrement élevées. Toutes les longueurs d’ondes sont détectées et

mesurées simultanément.

1.5.3.1 Application qualitative de la spectrométrie infrarouge

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 a cette fin [45], (2) confirmation de la structure
moléculaire par comparaison de la totalité du spectre avec celui d’un composé connu.

La concordance exacte entre le spectre d’un composé de structure connue et celui



d’une analyse 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) [46].

L.5.3.2 Application quantitative de la spectrométrie infrarouge

Les études quantitatives sont basées sur 1’utilisation de la loi de Beer-Lambert
qui €tablit une relation entre les mesures d’absorbance et la concentration des
especes a déterminer. Des analyses quantitatives 4 + 10 % sont relativement aisées
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 des
conditions optimales. Dans cette partie, trois modes de mesure 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) ot les échantillons sont conservés dans des
récipients distincts pendant toutes les opérations unitaires Jjusqu’au transfert vers le
dispositif d’analyse (on utilise une pompe péristaltique pour remplir la cellule, on
stoppe momentanément le flux, on obtient le spectre et on rétablit le flux pour laver
la cellule avec le solvant ou la remplir avec une autre solution et ce, sans la
déplacer), (3) en mode & flux continu (Flow Injection Analysis) ou les diverses
opcrations unitaires de I’analyse s’effectuent pendant que I’échantillon circule du
point d’injection jusqu’a I’unité de mesure. Généralement, la spectrométrie IRTF est
utilisée pour I’analyse qualitative. La spectrométrie IRTF a été utilisée pour
optimisation, la fréquence et [Iintensit¢ des bandes vibrationnelles de
p-anisaldéhyde dans la région 400-4000 cm™ [47]. Cependant, il y a peu de travaux
qui ont utilisé la spectrométrie IRTF pour la détermination quantitative. Notre équipe
de recherche a sollicitée la spectrométrie IRTF pour doser les stérols dans les algues

(rouges et brunes) [48-49].






II.1 Introduction

Différentes études portées sur 1’huile essentielle de cumin, montre que cette derniére a
¢té souvent obtenue par hydrodistillation en utilisant le Clevenger [19]. Le CO, a I’état
supercritique a ¢té également utilisé a coté de 1’hydrodistillation pour donnér cette huile
essentielle [21]. L’analyse de la composition de 1’huile essentielle a été généralement réalisée
par CG/SM [19, 24, 26, 27].

Dans ce chapitre on s’intéresse & donner la composition chimique de I’huile essentielle
de cumin par CG/SM.

I1.2 Partie expérimentale
I1.2.1 Appareillage
I1.2.1.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les plaques CCM utilisées sont des feuilles de plastiques de dimensions 7x10 cm
recouvertes de gel de silice Si 60 (Merck). L’¢élution est réalisée avec un mélange de solvants,
acétate d’éthyle isooctane dans les proportions : 40 /60 :(v /v). La révélation est effectuée

avec une lampe UV a 256 nm.

I1.2.1.2 Chromatographie en phase gazeuse couplée 4 la spectrométrie de masse
(CG/SM) _

L’analyse est effectuée sur un chromatographe HP-6890 couplé & un spectrométre de
masse HP-5972 (figure I1.1), dans les conditions suivantes :
-Une colonne capillaire de type HP1 (polydiméthylesiloxane 100%), de longueur 30 m, d’un
diamétre de 0.25 mm et une épaisseur du film de 0.25 pm.
-Un potentiel d’ionisation du spectrométre de masse égale a 70 eV.
-Le programme de température du four est : 90(10”) 4 210 (10”) & raison de 3°/mn.
-Un gaz vecteur (helium) d’un débit de 0.3 ml.mn™

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

Les échantillons de 1’huile essentielle sont dilués dans 1’AcOFEt a 1%.



Figure IL.1 : Equipement utilisé pour P’analyse CG/SM

II.2.2 Réactifs

On a utilisé le dichlorométhane stabilisé par 1’amyléne (Panreac, Espagne), pour
I"analyse par IRTF, I’anisaldéhyde, le cuminaldéhyde, 1’acétate d’éthyle et I’isooctane (Carlo
Erba,Italie) pour la CCM. Tous les réactifs utilisés sont de grade analytique.

IL.3 Procédure générale
IL.3.1 Préparation de I’huile essentielle de cumin
I1.3.1.1 Hydrodistillation

L’huile essentielle est obtenue en utilisant un montage d’hydrodistillation a I’échelle
laboratoire (figure I1.2) , composé d’un ballon rempli au 2/3eau et contenant une masse de
150.5g de cumin en poudre, ce ballon est porté a ébullition, les vapeurs sont condensées au
niveau du réfrigérant pour donner le distillat.

Le mélange hétéro-azéotrope est récupéré dans un bécher. Cetteopération prend une
durée de 3 h.



Figure I1.2 : Montage de ’hydrodistillation

I1.3.1.2 Extraction liquide-liquide

Le mélange eau - huile essentielle est soumis & une extraction liquide-liquide avec de
I’éther diéthylique. On obtient deux phases, une phase organique contenent I°huile essentielle
dans I"éther et une phase aqueuse, on refait 1’extraction liquide-liquide pour la phase aqueuse
plusieurs fois afin de récupérer le maximum d’huile essentielle soluble dans I’eau. On
mélange toutes les phases organiques en une seule phase qui est passée & travers du Na,SO,
pour ¢liminer toutes traces d’eau. La phase organique filtrée est distillée & la pression
atmosphérique afin d’éliminer I’éther. Le montage de 1’extraction liquide-liquide est montré
sur la figure I1.3. La masse récupérée de I’huile essentielle est de 1.94 g, le rendement de cette

extraction est de 0.97%. Rappelant que le rendement est calculé en utilisant la formule

suivante :

( R(%)=mgx / mMVxlotq

R : Rendement de I’huile essentielle en %
Mg : masse de I’huile essentielle en gramme (g)

myry : masse de la matiére végétale en gramme




Figure IL3: Extraction liquide -liquide

I1.4 Détermination de cuminaldéhyde par CCM

“Une étude chromatographique préliminaire par CCM a été effectuée, pour confirmer
I’existance de I’analyte cuminaldéhyde dans I’extrait de cumin. L’analyse de la plaque CCM
dans les conditions citées dans le paragraphe II.1.2.1.2 montre 1’apparition de taches jaunes

pour I’extrait et I’étalon de cuminaldéhyde au méme niveau avec un Rf = 0.7 (figure I1.4)

cuminaldéhyde Extrait de cumin

Figure IL4 : Purification du cuminaldéhyde a partir de I’extrait de cumin
par CCM



IL.S Etude analytique de I’huile essentielle de cumin par CG/SM
IL5.1 Identification des produits de I’huile essentielle de cumin

L’analyse par CG/SM dans les conditions citées dans le paragraphe 11.2.1.2 a permis
Iidentifications des composés regroupés dans le tableau II.1, en se basant sur les banques de
données spectrales de 1’appareil (NBS 75k.1, et Wiley 7n.1) ainsi que sur les données de la
littérature concernant les produits isolés.

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 avec un
certain taux de similitude. Dans notre cas tous les produits ont été identifiés 4 un taux de
similitude de plus de 90%.

Rappelons que NBS 75k est une banque comprenant les spectres de masse de 7500
molécules, celle de Wiley 7n comprend 250000 molécules. Les produits identifiés a partir de
la figure IL5 et qui représente le profil chromatographique de Ihuile essentielle de cumin sont
présentés dans le tableau II. 1

Tableau IL.1 Composition chimique de ’huile essentielle de cumin

d(,),lid :e Tr N F 1 Teneur
é ;1 io (i} om ormule (%)
1 425 B-pinene CioHis 1.125
2 494 O-cymene C10H14 1.901
3 5.14 Limonene CioHie 0.983
4 5.74 y-terpinene CioHie 0.440
5 6.56 L-linalol C10H130 0.135
6 6.57 a-terpinolene CioHis 0.005
7 7.34 Cyclohexane, 1,3dimethyl2methylene CoHig 0.020
8 7.80 1,4-hexadiene, 4 methyl C/Hi, 0.352
9 8.5 3-penten-2-ol CsH;00 0.089
10 311 Acide 3 (5 ’,25’-dimethyltetrah_ydrofuranZ’-yl) C1oH1s0; 0.059
-methylpropanoique
11 891 Terpin-4-ol C10H130 1.014
12 923 4 (cyclohex-1’-enyl) but2enlol Ci0Hi60 1.497
13 10.93 ‘ Cuminaldéhyde Ci0H:20 44.828
14 11.76 Propanal2-methyl-3-phenyl CioH;,0 0.322
15 11.95 Phellandral CloHlsO 0.750
16 12.30 2-caren-10-al CioH140 10.246
17 12.54 2,2-dimethyl-1-phenyl-1-propanal C1;1H360 13.937
18 12.97 3,4 et 2,4 diméthylthiophene CeHsS 1.781
19 13.08 4-hydroxy-3-methylacetophenone CoH;00, 0.816
20 13.32 Methylpentachlorostearate Cwl({)z’;ck 0.419
21 13.58 2,4 cyclopentadiene-1-ethanamine C/H; 1N 0.374
bl 13.65 2-methyl-1-phenyl-2-propen-1-ol CyoH;,O | <0.001
23 13.80 a-terpinene CioHis 0.353




24 14.07 Benzene, 1 (1-hydroxyethyl) 4isobutyl CioH;30 1.146
25 14.46 3-penten-2-one, 3 (2-furanyl) CoH100, <0.001
%6 14.65 Bicyclo(4,1 )heptane,3,1,)7-mmethyl[l S(la,30,6 CioHie 0.523
27 14.85 Acide benzene acetique, oethyl CioH20,. 0.120
28 15.75 Ether methyl 2[Z] hexenyl C7H;,0 0.363
29 15.88 Cis, 2methyl1,3cyclooctadiene CoHjs 0318
30 16.21 3,3-dimethyl-6-methylenecyclohexene CoHyy 7.128
31 17.18 Tricyclo(3,2,1 )octanj(&;gjr;;ﬁ ,3-dimethyl(10,2a, CoHyO 0.256
32 17.20 Allylidenecyclohexane CoHyy 0.045
33 17.55 Oxepine,2,7 dimethyl CgH;00 0.173
34 17.84 Iso-geraniol CioH;30 0.153
35 18.57 Acide benzoique,4-(1-methylethyl) Ci0H;,0, 3.086
36 20.00 Trans-2-methyl-5(1-methylethenyl)6-oxaspiro(5, C11HicO 0.560
2)octa-2-ene
37 20.16 | 5-hepten-3-yn-2-one,6-methyl-5(1-methylethyl) | C;;H;cO 0.217
38 20.29 p-nitrostyrene CgH7NO, <0.001
39 20.50 p-mentha-1(7),4(8)-diene CioHis 0.287
40 2067 412, 6,6tr1methylcyclo}(1)elzxa1 ,3dienyl) pent3en2- CLHpnO 0.338
9-isopropenyl-7,7,8trimethyl-4-oxatricyclo[6,1,0
41 20.88 B S pamn2-oue C14H,,0, 0.492
42 21.19 (2,6,6-tr1methyl-3-oon-:)i(;IOhex- 1-en-1-yl)propa CpHisO, | <0.001
43 21.02 Ethylamine,N-formyl-1-phenyl CoH;;NO 0.327
44 21.31 Benzenmethanol,4-(1,1-dimethylethyl) CuHisO 0.207
45 21.83 | Chloro-2-tricyclo(4,1,0,0(2,7)hept-1-yl)ethylene | CoHj;Cl 0.042
46 22.15 N-(o-methylbenzyl)formamide CoH;;NO 0.021
47 22.50 - Acide bromide myrtene CIOI_(I)”BI 0.121
48 23.46 3,5-dimethylamphetamine CyHiyN 0.040
Cyclopropane, 1,1-dichloro-2,2-dimethyl-3-
49 23.47 (Gmethyipronyl) CoHi6Cl, 0.075
50 23.71 (-) Oxide caryophyllene Ci5Hp40 0.319
51 24.12 | 6,6-dimethyl-7-methylene-bicyclo(3,2,2)nonane Ci2Hyo 0.081
3a(1H)azulenol,2,3,4,5,8,8a-hexahydro-6,8a-dim
52 24.37 ethyl-3(1-methylethyl) C15Hy60 0.600
53 24.63 | 1-Hydroxymethyl-1-methyl-2-vinylcyclopentane | CoH;60 0.111
54 24.72 Bicyclo(5,1,1)non-1(8)ene CoHyy <0.001
55 24.97 (-)Elema-1,3,11(13)trien-12-0l Cy5H,40 <0.001
56 2587 3-(2°,2’-Dimethyl-6’-methylidenenecyclohexyl) CisHsOsS | 0.076
propyltoluenesulfonate
57 25.81 1-Ethyl-3-nitrobenzene CgHoNO, 0.066
58 26.46 Bicyclo[(8,1,0)undec-3-ine-2-ol C1:H;60 0.043
59 26.69 (-)-Curcuphenol Ci5H,0 0.150
60 26.99 Trans-4-butyl-1-ethenyl-1-(phenylcarbonyloxy) CroHy0, 0.050
cyclohexane
61 27.23 1,5-Decadiyne CioHys 0.045




62 27.79 1-Dodecen-11-yne Ci2Hao 0.076

63 27.88 1-(4’-phenyl)1,2-epoxycyclopentane CioH;160 | <0.001
64 28.68 3,3-Dimethyl-1-propéylpiperidine CioH2iIN 0.005
65 28.75 Grasshopper ketone Ci3H005 0.004
66 28.73 3-(2-methylenecyclohexyl)propanal CioHi60 0.010

67 | 2940 | 3-Hydroxy-6-(3’-isopropenyl-1’-cyclopropenyl)-

3,6-dimethyl-2-heptanone CisHp0, | <0.001

68 29.57 1,3,6-Octatriene,3,7,dimethyl(Z) CioHie 0.019
69 30.00 Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4methyl CisHp, <0.001
70 30.01 1-Dodecen-11-yne CioHyp <0.001

I1.5.2 Résultats et discussion .

L’examen du tableau montre que I’HE de cumin est riche en terpénes particuliérement
sous forme de monoterpénes (64.89%)), il s’agit notamment du B-pinene, o-cymene et
terpin-4-ol, et le cuminaldéhyde qui est le produit majoritaire (44.82%). On peut noter la
présence de composés oxygénés (19.15%) comme 2,2-dimethyl-1-phenyl-1-propanol et
3-penten-2-one ,3 (2-furanyl). La composition de I’HE révéle aussi la présence d’acides gras
représentant (3.38%), il s’agit de I’acide benzoique, 4 (1-methyl ethyl) et I’acide benzene
acétique,o-ethyl. D’autres composés peuvent y exister représentent (10.37%), il reste presque
3% de composés inconnus. Différentes classes chimiques de I’huile essentielle sont

représentées par la figure I1.5

Huile essentielle

B Monoterpénes

# Composes
oxygeénés

& Acides gras

7+ Autres
composeés

Composés
inconnus

Figure IL.5: Représentation de la composition chimique de I’huile essentielle
de cumin
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Figure I1.6 Le profil chromatographique de I’huile essentielle de cumin




Le spectre de masse du composé majoritaire (cuminaldéhyde) est donné par la figure I1.7
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Figure IL.7: Spectre de masse de cuminaldéhyde
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Le spectre de masse du composé majoritaire (44.82%) de I’huile essentielle de cumin
est représenté sur la figure I1.7. 1l est a noter que le taux du cuminaldéhyde obtenu par CG/SM

peut €tre considérer comme une référence pour I’analyse par spectrométrie IRTF.
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III.1 Introduction

De nombreux travaux portés sur ’étude des monoterpénes dans I’huile
essentielle de cumin ont été réalisés [18, 19, 21, 23, 26]. Ces monoterpénes sont
présents dans l'huile & coté de différentes classes chimiques. Il a été montré que le
principal aldéhyde monoterpénique présent dans cette huile essenticlle est le
cuminaldéhyde [19, 23, 24]. La littérature révéle également la présence d’un
compose¢ aromatique dans I’huile essentielle d’anis vert, il s’agit de I’anisaldéhyde
[50].

IIL.2 Partie expérimentale
III.2.1 Appareillages et réactifs
I1.2.1.1 Spectrométrie infrarouge & transformée de Fourier (IRTF)

Un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier de marque Jasco modéle
IRTF a été utilisé pour effectuer des mesures dans I’intervalle de nombre d’ondes
4000-400 cm™. Le systeme est équipé d’un détecteur sulfate triglicine deutré (DSTG)
a température stabilisée, d’une séparatrice de radiation en KBr, d’une fonte type
globar et d’un systéme de processus digital (SPD). A fin de travailler en mode ”«stop
flow»”, une cellule conventionnelle a été modifiée en une cellule de flux avec des
fenétres de fluorure de calcium CaF; et un parcours optique de 0.5 mm. L’avantage
d’une telle cellule est d’éviter les inconvénients relatifs au nettoyage et au
remplissage des cellules conventionnelles, pour minimiser la consommation des
solvants organiques et pour un temps d’acquisition plus court (15-60s). L’acquisition
des spectres infrarouge a été effectuée avec une résolution de 4 cm™, un nombre de
balayage minimum égale & dix spectres et le «background» a été stabilisé avec le

dichlorométhane utilisé pour la dilution des extraits.

Le montage de la figure IIl.1 a été utilisé pour effectuer les mesures dans
I'infrarouge moyen, en employant des tubes de connexion en Téflon de diamétre

intérieur de 0.8 nm et en fixant un débit de 1.5 ml.mn™.
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Figure IIL.1: Montage de flux utilisé pour I’étude quantitative

IIL.2.1.2 Réactifs :

Le solvant utilisé est le dichlorométhane stabilisé avec 1’amyléne, en plus des

réactifs utilisés dans la section I1.2.2.

ITL3 Procédure générale
IIL.3.1 Préparation de I’extrait du cumin

L’extrait est obtenu par la macération de 230 g de cumin en poudre dans un
solvant organique, le dichlorométhane d’un volume de 350 ml pendant 3 jours, le
miscella extrait-solvant est filtré a travers un papier filtre. Suivi par évaporation a sec
du solvant, le marc a subi un deuxiéme lavage afin d’épuiser la maticre végétale. La
masse de I’extrait obtenue est de 33.12 g. Le rendement de 1’extrait est de 14.4%.

Cette procédure est résumée sur 1’organigramme de la figure I11.2
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Figure INL.2 : Préparation de I’extrait & partir de la matiére végétale

Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante

R(%) = (mgxr/ mmv) x100

R : Rendement de ’extrait en %

mgxt - masse de I’extrait en gramme (g)

mpyy : masse de la matiére végétale en gramme (g)

IIL.3.2 Préparation de ’huile essentielle d’anis vert
IIL3.2.1 Hydrodistillation

L’extraction de I’huile essentielle est réalisée par hydrodistillation en utilisant
I’appareil de Clevenger dans un montage a I’échelle laboratoire (figure 1L.3),

comprenant un ballon tricol rempli d’eau contenant les graines d’anis vert surmonté



par un Clevenger, ce dernier est lié & un réfrigérant. Le ballon est porté a ébullition,
les vapeurs formées sont condensées au niveau du réfrigérant. L’hétéro azéotrope
melange (eau - huile condensée) est récupéré dans le Clevenger et c’est I’avantage de

ce dernier. La durée de I’extraction est fixée a 3h pour une masse de graines d’anis
vert de 190.706 g.

Figurelll.3: Montage de ’hydrodistillation utilisant le Clevenger

II1.3.2.2 Extraction liquide-liquide

Le mélange eau - huile essentielle est soumis a une extraction liquide-liquide
avec de I’éther diéthylique. On obtient deux phases, une phase organique contenent
I'huile essentielle dans I’éther et une phase aqueuse (figure I11.4), on refait
I"extraction liquide-liquide pour la phase aqueuse plusieurs fois afin de récupérer le
maximum d’huile essentielle soluble dans 1’eau. Les phases organiques obtenus sont
melangées et séchées sur du NaySO, pour éliminer toutes traces d’eau. La phase

organique filtrée est distillée a la pression atmosphérique afin d’éliminer I’éther.

e
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Le montage de Pextraction liquide-liquide est montré sur la figure IIL.4. La
masse de I’huile essentielle est de 1.59 g. Le rendement de I’hydrodistillation est de
0.83%

Figure IIL4: Extraction liquide -liquide

IIl.4 Détermination de cuminaldéhyde et d’anisaldéhyde par spectrométrie
IRTF dans le cumin et I’ anis vert, respectivement

III.4.1 Détermination du taux de cuminaldéhyde par spectrométrie IRTF

100 mg d’extrait sont dilués dans le dichlorométhane jusqu’a un volume de
5ml, les spectres sont enregistrés en considérant un background stabilisé
préalablement avec une cellule remplie de solvant. Finalement, on mesure les valeurs
maximales d’absorbance de cuminaldéhyde a plusieurs bandes. Les absorbances
sont corrigées avec des lignes de base appropriées. Pour le traitement des spectres, on
a utilis¢ un macro qui donne les valeurs d’absorbance aux bandes séléctionnées,
exprimées en terme de 1a hauteur du pic. Les valeurs d’absorbance corrigées sont
extrapolées dans la droite de calibration obtenue pdur des solutions de
cuminaldéhyde préparées directement dans CH,Cl,,pour différentes concentrations
(0.75 3 10 mg ml™).



II1.4.2 Détermination du taux de ’anisaldéhyde par spectrométrie IRTF

L’huile essentielle d’anis vert contient 0.76% d’anisaldéhyde [50], ce taux est
faible donc on a fait appel 4 la calibration par addition standard qui consiste & ajouter
une quantité bien précise d’étalon a I’huile essentielle pour augmenter sa teneur en

anisaldéhyde afin d’effectuer la détermination quantitative.

Une masse bien précise de I’HE d’anis vert avec ou sans étalon est diluée dans

le CH,Cl, pour étre analysée dans les méme conditions d’analyse que le cumin
(section I11.4.1).

IIL.S Résultats et discussions
IIL.5.1 Analyse IRTF du cumin
ITL.5.1.1 Spectre IRTF du cuminaldéhyde dilué dans CH,Cl,

La figure IIL5 montre le spectre IRTF de I’étalon du cuminaldéhyde dilué
directement dans CH,Cl,. La gamme étudiée s* étale de 800-4000 cm™, et Ia plupart
des bandes se situe entre 800 et 1800 cm™. Les deux bandes & 830 cm™ et 840 cm’
qui correspondent a la vibration de déformation de la liaison C-H d’un cycle
aromatique, la bande & 1097 cm™ qui correspond 4 la liaison para disubstituée d’un
cycle benzénique, la bande 4 1214 cm’! qui correspond 4 la vibration d’élongation
d’un ether , et la bande forte & 1730 cm™ qui correspond 4 la vibration d’élongation

de la liaison C=0 d’un aldéhyde aromatique.

f 1730 em™ O\ \

1.54

1.0+

330 an’
0.5 12 et
840 rmt
1097 gt L;‘/V\\

0.0~ r T T T 4
1800 1600 1400 1200 1000 800

\ Nombre d’ondes (cm™) /

Figure IIL5 : Spectre IRTF du cuminaldéhyde préparé directement dans CH,Cl,
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IML5.1.2 Choix de la bande caractéristique pour la détermination du

cuminaldéhyde par spectrométrie IRTF

Afin de déterminer le taux de cuminaldéhyde dans extrait de cumin on a
considéré les différentes bandes citées dans le paragraphe II1.5.1.1. Pour établir les
droites d’étalonnage correspondantes, on a considéré une série de solutions d’étalons
de cuminaldéhyde diluée dans CH,Cl, dans un domaine de concentration qui varie de

0.7 4 10 mg.ml”. Comme le montre la figure II1.6
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Figure IIL.6: Spectres d’absorbance des solutions de cuminaldéhyde
préparé directement dans CH,Cl,, pour un domaine de
concentration compris entre 0.7-10 mg.mlI™

Les caractéristiques analytiques du cuminaldéhyde pour les bandes

seléctionnées sont représentées dans le tableau II1. 1



Tableau IIL1 : Caractéristiques analytiques du cuminaldéhyde dans CH,Cl,

En considérant les bandes préalablement sélectionnées

Max : (cm'l)

Paramétres
Ligne de base

D.C : —0.003571+0.008932C
840 : (r)=0.9999

813-889 L.D (ugml™) =0.644200

D.SR (%) (n=10) = 2.738693

e
D.C : 0.000322+0.011581C
1214 (r)=0.9998
946-1322 L.D (ugmi™)=0.029272
D.SR (%) (i=10) = 2.641868

T

AR s : 3 -
D.C r : coéfficient de corrélation, L.D : limite de détection en pg.ml™
obtenue pour un niveau de confiance de 99.6% (K=3), D.S.R (%) : Déviation Standard

Relative (pour =5mg.ml™), C : Concentration en mg.ml", Domaine de concentration 0.7 -10
A
mg.ml™.

Etant donné que le cuminaldéhyde est un composé majoritaire dans le cumin [5, 19],

alors sa détermination directe sans traitement préalable par spectrométrie IRTF est possible.

Pour déterminer le taux du cuminaldéhyde dans I’extrait du cumin, une masse

de ce dernier de 109.7 milligrammes a été diluée dans Sml de CH,Cl, /amyléne et




analysée par spectrométrie IRTF. En considérant les différentes bandes séléctionées
suivant leurs caractéristiques analytiques mentionnées dans le tableau IIL1, les
absorbances de ces bandes déterminées a partir de I’extrait de cumin sont extrapolées

dans les droites d’étalonnage correspondantes (tableau I11.2).

Tableau ITL.2 Pourcentage de cuminaldéhyde dans I’extrait de cumin

Max : (cm'l) Absorbance | Concentration Taux du

Ligne de base (mg.mlI™) cuminaldéhyde

840 :813-889 | 0.076976 9.017 T 45.08

= o

1214:946-1322 | 0.145491 12.53 62.67

109.7 Milligrammes d’extrait dilué dans 5 ml de CH,Cl,, valeui moyenne + deviation
standard relative de deux mesures indépondantes.
Conditions expérimentales : Résolution nominale : 4 cm™, nombre de balayage minimum
égal a 10 spectres, parcours optiques : 0.5 mm, background de la cellule remplie avec le
solvant de dilution.

L’examen du tableau IIL.2 montre que les trois bandes de cuminaldéhyde a
840 cm™ 2 1097 cm™ et 2 1730 cm™ donnent des taux d’analyte proches. Etant donné

que les caractéristiques analytiques du cuminaldéhyde de la bande 4 1097cm™ sont

les meilleurs a savoir la sensibilité, la limite de détection et la déviation standard
relative les plus basses (tableau IIL.1) alors, cette derniére a été sélectionnée pour

effectuer la détermination quantitative.

I1.5.1.3 Détermination du cuminaldéhyde dans I’extrait du cumin

A partir du spectre de l'extrait brut du cumin dilué dans CH,Cl, tout en
considérant la bande spécifique du cuminaldéhyde a 1097 cm™ (figure II1.7) et en
utilisant la droite de calibration de cette bande, le taux du cuminaldéhyde est obtenu.
11 est de 40.75%.
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Figure IIL.7 : Spectre IRTF d’environ 109.7 mg d’extrait de cumin dilué dans
S ml de CH,Cl,

ITL.5.2 Analyse IRTF de Panis vert
IIL.5.2.1 Spectre IRTF d’anisaldéhyde dans CH,Cl,

La figure II1.8 montre le spectre IRTF de 1’étalon d’anisaldéhyde préparé
directement dans CH,Cl, stabilisé avec I’amyléne'. La gamme étudiée s’ étale de
1000-4000.

Le spectre présent des bandes d’absorption 4 1160 ¢cm™ caractéristique d’une
vibration d’élongation du groupement C-O d’une fonction éther, 4 1216 cm’
correspond 4 la vibration d’élongation d’un éther, et 2 1314 cm™ présente la

déformation des groupes CH, CH, et CH;.

La bande d’absorption & 1578 cm™ correspond a une vibration e d’élongation
de la liaison C=C d’un cycle aromatique. Il montre aussi deux bandes a 168> cm™ et
a 1697 cm™ caractéristiques de la liaison C=0 d’ un aldéhyde. On constate
c¢galement sur le spectre une bande d’absorption i 2745 cm’ correspondant a

I’€longation d’un groupement C-H d’un aldéhyde,
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Figure IIL8 : Spectre IRTF de anisaldéhyde dans CH,Cl, 5 mg.ml'1

ITLS.2.2 Sélection de la bande spécifique pour la détermination de

P’anisaldéhyde dans I’anis vert par spectrométrie IRTF

Pour évaluer le pourcentage de ’anisaldéhyde dans I’'HE d’anis vert. On a
établit les droites d’étalonnage pour les différentes bandes déja mentionnées sur la
figure TI1.8 et ce, on considérant une série de solutions étalons d’anisaldéhyde
préparée directement dans CH,Cl,, dans un domaine de concentration allant de 0.7 &

10 mg.mlI” comme I’illustre la figure ITL.9
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Figure IIL9 : Spectres d’absorbance d’une serie de solutions étalons
d’anisaldéhyde préparée directement dans CH,Cl,




Les caractéristiques analytiques de I’anisaldéhyde pour les différentes bandes

sélectionnées sont montrées dans le tableau I11.3

Tableau IIL3: Caractéristiques analytiques de Panisaldéhyde dilué dans

CH,Cl; Pour différentes bandes
538

SRR

D.C: Droite de calibration, r: coéfficient de corrélation, L.D : limite de détection en
pgml” obtenue pour un niveau de confiance de 99.6% (K=3), D.S.R (%) : Déviation
Standard Relative (pour =5mg.ml™), C: Concentration en mg.ml’, Domaine de
concentration 0.7 -10 mg.mi1?

II1.5.2.3 Détermination de 1’ anisaldéhyde dans1’ HE de1’ anis vert

A’in de déterminer le taux d’anisaldéhyde dans 1’anis vert, une masse de 152
milligrammes d’anis vert a été diluée dansl ml de CHyCl, et analysée par
spectrométrie IRTF. Selon le tableau IIL5, les différentes bandes donnent des taux
différents. Pour sélectionner la bande caractéristique de I’anisaldéhyde on a fait appel
a la calibration par addition standard. Ou on a considéré une masse bien précise ’HE

d’anis vert a laquelle on a ajouté une quantité bien déterminée d’anisaldéhyde, le



mélange a été dilué dans CH,Cl, et soumis 4 Panalyse par spectrométric IRTF.
L’opération a été répétée 1 fois (Tableau I11.4)
Tableau IIl.4 : Quantités d’HE d’anis vert et d’HE d’anis vert enrichie en

anisaldéhyde utilisées pour effectuer la détermination quantitative

Les absorbances des bandes caractéristiques de I’anisaldéhyde déterminées a
partir de I'HE d’anis vert sont extrapolées dans les droites de calibration
correspondantes. Les taux d’anisaldéhyde dans ’anis vert ainsi que I’exactitude sont

montrés dans le tableau IIL35.

Tableau IILS5 : Taux d’anisaldéhyde obtenu dans ’huile essentielle d’anis vert




En examinant le tableau IIL.5, on remarque que seulement la bande & 1216
cm” qui présente un taux d’exactitude autour de 96% avec les meilleurs
caractéristiques analytiques 4 savoir la sensibilité qui obéit 4 la loi de Beer —Lambert
ainsi que la bonne corrélation. Donc la bande a 1216 cm™ montré sur la figure I11.10
qui représente la vibration d’un groupement d’éther a été sélectionnée pour donner le

taux d’anisaldéhyde de I’anis vert.
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Figure I1L.10 : Spectre IRTF d’anis vert dans CH,Cl, avant I’enrichissement (a),
et aprés enrichissement(b)

Le taux de I’anisaldéhyde dans I’huile essentielle de 1’anis vert préparée
directement dans CH,Cl, et déterminé par spectrométrie IRTF est de 1’ ordre de

0.14%







CONCLUSION GENERALE

Notre mémoire a été consacré, d’une part, a I’étude chimique de 1’extrait d’une plante
médicinale et aromatique utilisée comme épice, il s’agit du cumin (Cuminum cyminum Linné)
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. D’autre part,au
dosage d’un aldéhyde monoterpénique le cuminaldéhyde dans le cumin et d’un composé
aromatique anisaldéhyde dans 1’épice anis vert (Pimpinella anisum Linné) par spectrométrie

IRTF.

Les travaux expérimentaux sont répertoriés dans les chapitres 2 et 3

Le chapitre 2 regroupe les résultats concernant ’analyse de ’huile essentielle de
cumin par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Cette
huile essentielle a été obtenue par hydrodistillation avec un rendement de I’extraction
de0.97%. L’étude analytique qualitative montre la richesse de cette huile en terpénes terpénes
et paraticuliérement en monoterpénes tel que le cuminaldéhyde qui est le produit majoritaire
avec 44.8 %, accompagné par d’autres monoterpenes : B-pinéne (1.12%) et o-cyméne (1.9%).
On reléve également la présence de composés oxygénés avecl9.15% ainsi que des acides gras

avec 3.38% et le reste sont d’autres composés chimiques non identifiés.
Le chapitre 3 comporte les résultats de la détermination par spectrométrie IRTF :

Le taux de cuminaldéhyde dans I’extrait du cumin a été obtenu par spectrométrie IRTF sans
traitement préalable en considérant la bande d’absorbance spécifique du cuminaldéhyde a
1097 cm'lcorrigée avec une ligne de base stabilisée entre 957 et 1325 cm™. Le taux de

cuminaldéhyde trouvé est de 40.75%.

Etant donné que le taux d’anisaldéhyde est faible dans Ihuile essentielle d’anis vert [],
la détermination de ce dernier par spectrométrie IRTF a été effectuce aprés dilution de I’HE
directement dans le solvant et ce, aprés I’ajout d’une quantité bien déterminée du standard
(enrichissement). En considérant la bande d’absorbance spécifique 44 1216 cm’! corrigée

avec une ligne de base stabilsée entre 658 et 1792 cm™.. Le pourcentage de 1’anisaldéhyde

dans I’anis vert est de 0.14%.



Les résultats obtenus montrent que cette méthode est facile, rapide, reproductible, peu

couteuse.

Comme perspectives a cette étude, on peut évoquer :

—Deuxiément, la détermination du taux d’anisaldéhyde dans I’huile essentielle d’anis vert, en
considérant la bande d’absorbance spécifique D’apreés ces résultats, on peut conclure que
la méthode utilisée est facile, rapide, reproductible et donne des valeurs qu’on peut les

considérer comme des références par rapport i d’autres techniques analytiques.
p p
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