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RESUME

L’objectif principal de ce travail a pour but de contribuer au développement des
applications analytiques quantitatives de la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier.
Cette méthode analytique simple, rapide est utilisée pour la détermination de la fraction
monoterpénique carbonyle (analysée globalement sous forme de carvone) de I’extrait de

carum carvi, sans traitement préalable de ce dernier.

Les valeurs d’absorbance, en considérant la bande spécifique 4 1732 cm™ corrigées avec
une ligne de base comprise 1830-1580 cm™, donnent un taux de la fraction monoterpénique
carbonyle de 46%.

L’utilisation du spectre de la premiére dérivée du spectre direct & 1732 cm™ permet la
détermination spécifique de la fraction monoterpénique cétonique de 1’extrait de carvi et ce,
en utilisant le volet gauche du spectre dérivé a 1742 cm™. Le taux de la dite fraction est de

39%, dominant la fraction monoterpénique carbonyle avec un taux de 81%.

La comparaison des résultats obtenus avec ceux déterminés pour 'huile essentielle de

carvi par CG-SM montre la cohérence des valeurs.

Mots clés: Carum carvi, extrait, monoterpéne carbonyle, carvone, CG-SM, spectrométrie

IRTF et spectre dérivé.



ABSTRACT -

The principal objective of this work is to contribute to the development of the
quantitative analytical applications of Fourier transform infrared spectrometry. This
simple analytical method, fast and especially available was used for the direct
determination of the monoterpene carbonyl fraction (globaﬂy analyzed as carvone) .

obtained from the extract of carum carvi.

The absorbance values while considering the specific band at 1732 em™
corrected with a baseline established between 1830-1580 cm™ give a rate of 46% of

the monoterpene carbonyl fraction.

The spectrum of the first order derivative of the direct spectrum at 1732 cm™
allowed the specific determination of monoterpene ketone fraction of the extract of
caraway and that, by using the left valley of the derivative spectrum at 1742 cm™. The
rate of the said fraction is 39% in the extract and 81% in the monoterpene carbonyl

fraction.

The comparison of the obtained results with those determined for the essential

oil of carvi by GC-MS shows the coherence of the values.

Keywords: extract of Carum carvi, monoterpene carbonyl, carvone, GC-MS, FTIR

spectrometry and derivative spectrum.
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INTRODUCTION GENERALE

L’homme et les plantes vivent cte a cote depuis toujours. Il est habitué a consommer et a
digérer différentes espéces de plantes, qui sont bien souvent appréciées pour leurs qualités
aussi bien médicales que nutritives. Depuis longtemps, les hommes apprécient les vertus

apaisantes et analgésiques des plantes [1].

Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car la
phytothérapie propose des remedes naturels bien acceptés par ’organisme. L’action de la
phytothérapie sur I’organisme dépend de la composition des plantes. Une plante n’est pas une
recette magique dotée d’une action unique, mais un ensemble complexe de principes actifs
qui ont une influence sur les différents systeémes de régulation du corps. En associant la
recherche scientifique sur les constituants actifs, I’observation clinique et la connaissance
traditionnelle des plantes, il est possible de dresser un inventaire de leurs usages

thérapeutiques [1].

Au début, la manipulation des plantes était de maniere presque instinctive, ’homme a
appris par la suite a en faire des tisanes, décoctions, et autres infusions jusqu’a arriver a en

extraire des huiles essentielles.

De nombreux parametres entrent en jeux dans la qualité thérapeutique et nutritive des
huiles essentielles ou des extraits en général:
e La sélection correcte de I’espece et de la variété botanique;
e L’origine géographique de la plante;
e Le mode et la saison de culture et de récolte;
e Le stade de développement végétatif de I’espeéce ou la partie de la plante que 1’on
distille;

e Les conditions d’extraction et de stockage.

Les différentes études, ciblées sur un de ces paramétres, ont été réalisées en déterminant

la composition chimique des extraits, fort diverses, dont dépendent les propriétés de I’essence.



La méthode d’analyse des extraits la plus fiable et la plus compléte est la chromatographie
en phase gazeuse. Cette méthode d’analyse s’adapte plus particulicrement aux substances
volatiles, comme les molécules aromatiques. Cette analyse donne une véritable carte
d’identité de I'extrait et permet de définir son profil caractéristique et sa spécificité

biochimique.

Beaucoup de travaux ont déterminé la composition chimique en utilisant la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) en
mentionnant les composants majoritaires suivis des composants minoritaires spécifiques et
permettant ainsi de mettre en évidence tout probléme qualitatif dii & une mauvaise fabrication

ou un mauvais stockage ou encore déceler toutes les fraudes éventuelles.

Il demeure évident que tout échantillon est donc unique, car il suffit que I’un varie vis-a-vis
de I’autre pour que le probléme analytique connu avant se transforme en un « nouveau a priori
inconnuy et de ce fait, la mise au point de nouvelles méthodes d’analyse appropriées, rapide et
extrémement spécifique, pour le dosage d’un grand nombre de substances, est indispensable
et toujours nécessaire pour les chercheurs travaillant sur 1’optimisation des différents

parametres cités ci-dessus.

Notre travail s’intégre a ce large domaine de recherche. Il contribue au développement des
applications analytiques quantitatives de la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier.
1l offre un outil d’analyse complémentaire, surtout disponible, facile 2 manipuler et rapide aux

chercheurs travaillant dans les différents domaines cités ci-dessus.

Un spectre d’absorption infrarouge, méme celui d’une molécule organique relativement
simple, comporte souvent un nombre déroutant de pics, d’ou le dosage d’un produit d’une
matrice complexe. Cette technique nécessite un traitement préalable d’isolement, de

séparation ou de purification.

L’objectif de ce travail est de proposer une analyse quantitative d’un produit majoritaire de
’extrait végétal sans aucun traitement préalable de ce dernier. Pour €éliminer I’effet matrice
deux alternatives sont considérées; la premiére concerne 1’utilisation d’une bande spécifique

et la deuxiéme examine les possibilités que peut offrir le spectre dérive.



Cette idée est exploitée pour la détermination de la fraction monoterpénique carbonyle
(analysée globalement sous forme de carvone) de I’extrait de carvi. La carvone constitue le
produit majoritaire de I’extrait de carvi, ce qui permet I’analyse directe sans traitement
préalable par spectrométrie IRTF; et le constituant majoritaire de la fraction monoterpénique
carbonyle ce qui fait d’elle I’étalon adéquat pouvant représenter cette classe de produits

chimiques.
Le présent travail sera présenté comme suit :

Dans le premier chapitre, il est de I’état des connaissances bibliographiques botaniques et
phytochimiques sur le genre et leur famille botanique, aussi nous avons abordé un apercu

général sur les composés terpéniques, notamment, la carvone et le camphre.

Dans le deuxieme chapitre, sera étudiée la composition chimique de 1’huile essentielle de
carvi, obtenue par hydrodistillation et analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée
ala spectrometne de masse. Le taux de la fraction monoterpénique carbonyle trouvé sera pris

comme référence pour les différentes déterminations par spectrométrie IRTF.

Le troisiéme chapitre est consacré 4 la description du protocole expérimental du dosage
quantitatif de la fraction monoterpénique carbonyle et cétonique (analysées sous forme de
carvone) par spectrométrie IRTF sans traitement préalable de I’extrait de carvi. A la fin de ce
chapitre, nous avons testé le camphre comme étalon pour la détermination de la fraction

monoterpénique carbonyle.

Enfin, nous terminons par une conclusion générale qui portera les différents résultats

obtenus.
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L1. Généralités

L'utilisation des plantes en médecine empirique ont souvent été a l'origine de
recherches scientifiques de haut niveau. Dans la plupart des cas, ces recherches aboutissent
a la découverte de substances originales présentant un intérét thérapeutique considérable.
La pharmacie industrielle jouit largement de ces molécules isolées, purifiées puis utilisées
par la médecine conventionnelle; mais les plantes (source de ces molécules) étaient et sont
toujours utilisées avec succés en phytothérapie et en aromathérapie sous diverses formes.
Ces médications ont de plus en plus la considération du public et des médecins. Les plantes
soignent ou contribuent a guérir, parfois trés rapidement, non seulement la fatigue,
I’insomnie, les maux de téte, la grippe, la toux, les rhumatismes, mais aussi d’autres

maladies [2].

Les épices et aromates possédent souvent des propriétés médicinales connues depuis
des temps immémoriaux. Ils ont représenté I’essentiel de la pharmacopée pendant des

millénaires.

L’histoire des applications thérapeutiques des épices et aromates a suivi un schéma
parfaitement classique :
e Utilisation traditionnelles des plantes dans des préparations pour inhalation, tisanes,
etc., encore souvent employées aujourd’hui ;
e puis mise au point d’extrait présentant des propriétés accentuées
e puis développement d’analogues synthétiques et de dérivés plus efficaces, largement

utilisés dans la pharmacie moderne [3].

Les épices et les herbes aromatiques peuvent se définir de fagon générale comme des
produits d’origine végétale utilisés dans notre alimentation pour assaisonner les plats ; ils
apportent une saveur originale a la préparation culinaire, et sont pour une bonne part

responsable des plaisirs de la table [3].



Les distinctions entre les épices, les condiments, les aromates et les fines herbes sont
assez subtiles. Les épices proviennent d'une seule origine végétale, par exemple: le poivre,
fruit séché du poivrier. Ce sont les plus importantes économiquement. D'autres substances
ajoutées pour relever la saveur des aliments portent le nom de condiments lorsque leur
origine n'est pas végétale (le sel), ou lorsqu'elles sont constituées d'un mélange d'épices,
d'herbes aromatiques ou d'autres ingrédients (la moutarde, mélange de graines de
moutarde, de vinaigre et de sel). Le goiit des condiments et des épices peut étre salé
(chlorure de sodium), doux&(sucre, miel), acide (vinaigre, citron), anisé (badiane, estragon,
fenouil), dcre (oignon, ail), piquant (piment, poivre). Certains ont un pouvoir colorant
comme le paprika ou le safran. Quant aux termes d'aromates ou de fines herbes, ils
désignent plutdt les plantes herbacées dont on utilise les feuilles en cuisine sous forme

fraiche ou séchée [4]

Le carvi ou carum venant du nom arabe kardwiya qui signifie « racine a sucre» est
aussi désigné par le nom «anis des prés». Il a une saveur 4cre et piquante, moins forte que
celle du cumin mais plus prononcée que celle de l'aneth. Ses graines sont utilisées en
cuisine, mais elles donnent également une huile essentielle qui posséde des vertus
mtéressantes [5]. Il est connu depuis des siécles puisqu'on retrouve sa trace dans 'Egypte

ancienne.

Au printemps, il présente de nombreuses petites fleurs blanches en forme d'ombelle.
Les fleurs donnent ensuite naissance a des graines, qui produisent une épice connue. Mais
en fait tout se consomme dans l'anis des prés. Les feuilles aromatisent les salades et les
légumes. Les graines sont utilisées pour parfumer de nombreux plats salés et des
patisseries et fait ¢également partie des plantes médicinales grice a ses propriétés
digestives. C'est une plante herbacée bisannuelle qui se cultive facilement en pot ou en
pleine terre dans toutes les régions. Il renferme des sels minéraux, des oligoéléments et
plus particuliérement du calcium, du phosphore et du potassium. Les feuilles contiennent

plus de vitamines que les graines [6].

Les graines de carvi contiennent entre 2,5 et 4,5 % d'huile essentielle. Le carvi annuel
produisant moins d'huile essentielle que la plante bisannuelle, il est jugé de moindre
qualité. Le marché de l'huile de carvi a souffert récemment du fait qu'il est actuellement

possible de synthétiser la carvone, son constituant principal [7].



Une huile essentielle est une essence concentrée qui est odorante et volatile, provenant
de plantes aromatiques que 1’on extrait par divers moyens et les recueille sous forme
liquide et volatile. La composition des huiles essentielles est trés complexe. Terpénes,
aldéhyde, cétones, phénol, lactones, esters, en sont les composants principaux. Les huiles

essentielles sont solubles dans I"huile et dans 1’alcool, mais pas dans I’eau [8].

Les huiles essentielles sont composées de molécules aromatiques, dont les
caractéristiques et les proportions vont déterminer les effets et les parfums des huiles qui
les contiennent. Si certaines de ces molécules sont sans danger d'utilisation, d'autres
présentent, a cté de leurs effets bénéfiques, des effets secondaires dont il faut apprendre a
se méfier. Par exemple, les cétones, que I'on trouve notamment dans les huiles essentielles
de menthe poivrée ou de romarin a camphre, sont neurotoxiques et abortives a forte dose,

ou lors de prises répétées [9].

L.1.1. Terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures non azotés, trés réactifs. Le terme terpénoide
désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes avec une ou
plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.). Ils n’ont pas
une fonction universelle et sont différemment représentés dans les différentes familles,
dans les genres et especes. Ils font partie des métabolites secondaires des plantes et

particulicrement des composés organiques volatils.

Les métabolites secondaires représentent une diversité chimique trés importante. Ils
spermettent a la plante de se défende face aux facteurs de stress biotiques et abiotiques, qui
constituent des signaux chimiques a travers lesquels la plante communique avec son
environnement [10]. Ainsi, les terpénoides possédent un réle écologique lors des
interactions végétales, comme agents allélopathiques, c’est-a-dire inhibiteur de la
germination, mais aussi lors des interactions végétal-animal, comme agent de protection

contre les prédateurs tels que les insectes [11].
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Les terpénoides sont les constituants majeurs d'huiles essentielles ou la plupart d’entre
eux constituent le principe odoriférant des végétaux. Cette odeur est due a la libération des

molécules trés volatiles contenant 10, 15, et 20 atomes de carbone [12].

L1.1.1. Régle isoprénique

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne
végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d'une unité isoprénique & 5 atomes de carbone (CsHg) (figure 1.1) reconnue par Wallach
des 1887. Cet isopréne est a la base du concept de la "régle isoprénique" énoncée en 1953

par Lynen et Ruzicka et complétée par Bloch et al. [12].

Téte
e
Queue @

Figure I.1: méthyl-2-buta-1,3-dienne (CsHg)

(Squelette d’une unité isoprénique)

Les divers squelettes terpéniques sont classés par le nombre de chainons isopréniques
qui les composent:
* monoterpénes (Csx 2)
* sesquiterpénes (Cs x 3)
* diterpénes (Cs x 4)
* triterpénes (Cs x 3) + (Cs x 3)
* tétraterpénes (Cs x 4) + (Cs x 4)
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I.1.2. Monoterpéne

Cest le constituant le plus simple de la série des terpénes, il est issu du couplage de
deux unités isopréniques (10 atomes de carbone) [13]. Il est volatil, entrainables a la
vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et représente la majorité des constituants des huiles
essentielles. On peut trouver des monoterpénes dans plus de deux milles plantes de

soixante familles différentes [14].

L.1.3. Classification des monoterpénes

Plus de 900 monoterpénes connus se trouvent principalement dans trois catégories
structurelles: les monoterpénes linéaires (acycliques), les monoterpénes avec un cycle
unique (monocycliques) et ceux avec deux cycles (bicycliques). Ils résultent d’une fusion
typique téte-a-queue des unités isopréniques. Au sein de chaque catégorie, il peut y avoir
des substances appartenant aux différentes classes de produits chimiques comme I’illustre

la figure 1.2 (voir annexe).
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L1.3.1. Monoterpénes carbonyle cétoniques

Dans cette classe on trouve les cétones qui sont des molécules tres actives et rapidement
toxiques. Il faut donc les utiliser avec prudence et discernement. Les cétones fluidifient les
mucosites, les graisses et le sang. Elles sont également cicatrisantes et régénérantes du tissu

cutané [16].

Les cétones sont difficiles d'emploi, car ils ont un effet d'inversion. A faible dose, elles
sont calmantes et sédatives. Lorsqu'on augmente les doses ou si les doses sont répétées, elles
deviennent toxiques pour le systéme nerveux, stupéfiants et peuvent entrainer des crises
comitiales. Les cétones sont totalement interdites a la femme enceinte et allaitante, a I'enfant

de moins de 10 ans et aux personnes dgées, dont le systéme nerveux est fragile [16].

Nous nous intéressons a deux monoterpenes cycliques carbonyle ayant une fonction
chimique cétone: la carvone appartenant a la catégorie des monoterpenes monocycliques et le

camphre appartenant a la catégorie des monoterpénes bicycliques.

A. Carvone

La carvone (2-méthyl-5-(1-méthylétheényl)-2-cyclohexén-1-one) (C;oH;40) est un liquide
incolore ou jaune péle, ayant une température d'ébullition de 230°C. La molécule de carvone
appartient a la famille des terpenes, classe des monocyclique. Elle posséde un carbone
asymétrique. Elle existe donc sous deux formes: les énantioméres ayant les mémes propriétés

chimiques et physiques et qui ne différent que par leur pouvoir rotatoire (Figure 1.3).

La R-carvone (L-carvone) (lévogyre) est le constituant majeur des essences de menthe
verte. La S-carvone (D-carvone) (dextrogyre) est présente dans les graines de carvi. Un fait
assez rare parmi les énantiomeres volatils, est que les deux molécules possédent une odeur
différente alors que leur structure chimique est rigoureusement la méme. Ceci montre que les

récepteurs olfactifs de I'nomme sont sensibles a la chiralité¢ des molécules [17].
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Figure 1.3: Structure de la carvone R et S.

A.1.Historique

Dans l'antiquité, les Romains ont utilisé le carvi pour des buts thérapeutiques, mais la
carvone n'a ¢t€ isolée qu'en 1881 par Varrentrapp. Apres l'avoir appelée carvol, Schweizer,
Goldschmidt et Zurrer l'ont identifi¢ comme cétone liée au limonéne. C'est Georg Wagner qui

en a précise sa structure en 1894 [18].

A .2. Propriétés physico-chimique
Nom systématique - 2-méthylique-5-(prop-1-en-2-yl) cyclohex-2-enone
Formule moléculaire : CjoH 1,0

Poids moléculaire : 150.22

Description générale
Aspect : Incolore ou liquide jaune-clair

Odeur : Odeur caractéristique de cumin

Propriétés physico-chimique

densité ~ 0.960

Indice de réfraction ~ 1.499

Solubilité : éthanol du 1:3 70%

Solubilité dans I’eau : insoluble (froid) légérement soluble (chaud)
Point d’ébullition - 237 °C
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A.3. Utilisations

Alimentation: la carvone a été employée depuis des milliers d'année dans 1'alimentation, en
raison de son ardme de cumin, d'aneth et de menthe verte, en particulier dans le chewing-
gum Wrigley.

Agriculture: L’application technique la plus importante de la molécule de carvone est son
utilisation comme inhibiteur répressif de la germination dans les pommes de terre [19, 20].
Tres utilisée comme inhibiteur de croissance des bactéries [21], de quelques mycétes [22]
et comme répulsif d’insectes [23].

Ce produit chimique est utilisé dans la pate de dentifrice et dans la parfumerie.

Des huiles contenant des carvones sont employées dans le domaine de la médecine
alternative.

La carvone a des propriétés antispasmodiques, elle est aussi un actif détoxifiant hépatique

puissant (particuliérement au niveau du foie) [24].

B. Camphre

Le camphre est un composé organique bicyclique aromatique (Figure 1.4) solide en

forme des grains blancs trés parfumés, substance concrete, blanche et demi-transparente,

d'une odeur trés forte, d'une saveur ameére et briilante, qu'on extrait de certains végétaux. C'est

une cétone a partir de laquelle on synthétise le bornéol et le campheéne. Il est insoluble dans

l'eau, il est soluble dans les solvants organiques [25].

O

Figure 1.4: Structure du camphre
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B .1. Historique

Le nom vient du latin médiéval camfora, provenant de l'arabe kafur, du nom malais
kapur Barus qui veut dire "craie de Barus". Les marchands malais qui vendaient le camphre
aux négociants venus d'Inde et du Moyen-Orient l'appelaient kapur a cause de sa couleur
blanche. Barus était le port sur la cdte ouest de lile indonésienne de Sumatra ou les

marchands étrangers venaient acheter le camphre [25].

B .2. Propriétés physico chimique
Nom systématique: I, 7, 7- triméthylbicyclo [2, 2, 1] heptan-2-one
Formule moléculaire: CjpH ;60

Poids moléculaire; /52,23

Description générale
Aspect : blanche et demi-transparente

Odeur : trés forte, d'une saveur amere et briilante

Propriétés physico-chimique
densité ~ 0,992
T°d’ébullition : 204 °C

T® fusion : /80 °C

B .3. Utilisations

o IL’usage du camphre était principalement médical, ses vertus sont nombreuses :
antispasmodique, stimulant cardiaque, il est apprécié€ aussi pour son action sur le systéme
nerveux, pour guérir les fievres continues et intermittentes, voire comme agent de

prévention général [26].

e On l'utilise (dilué dans de l'huile végétale, et avec précaution sur la peau car il devient
toxique a hautes doses) en frictions le long de la colonne vertébrale ou sur les zones
douloureuses. On D’utilise aussi en massage (thorax, dos, et en cas de problémes

respiratoires) [27].
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e Le camphre est renommé pour ses propriétés antiseptiques, anti-infectieuses et anti-
virales, c'est un puissant antalgique, un analgésique, un anti-inflammatoire, un tonique
général, un stimulant respiratoire. Il agit contre les douleurs rhumatismales, les douleurs

musculaires et méme contre les migraines [27].

L.1.4. Espéce étudiée
Dans ce travail, le choix a été porté sur le carvi du fait que sa fraction monoterpénique

carbonyle est riche en carvone, standard utilisé lors de la détermination par spectrométrie
IRTF.

1.1.4.1. Noms communs

Nom latin : Carum carvi

Noms usuels : Cumin des prés, Anis des Vosges, Cumin des montagnes
Nom arabe: Karawiya (459

Famille : Apiaceae (Ombelliféres)

I.1.4.2. Histoire

Le carvi est originaire d'Asie ainsi que du nord et Europe centrale. D'abord utilis€¢ dans
I'Antiquité, le carvi est cultivé en Europe depuis le Moyen Age. Preuve de 1'usage du carvi a
'époque médiévale provient de graines trouvées dans les débris dans les lacs en Suisse. Il
existe plusieurs cultivars que l'on fait pousser en Inde, au Moyen-Orient, en Europe et aux
Etats-Unis. Le carvi pousse 4 I'état sauvage dans toutes les provinces du Canada. Dans le
carvi, on trouve divers composés chimiques y compris des protéines, de I'oxalate de calcium,

de la résine et une huile essentielle [28].
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I.1.4.3. Description

La graine est d'environ 1/5 inch' long et effilé aux extrémités (figure L.5).
gt

L'anis des prés est une bisannuelle facile d'entretien que l'on cultive en pleine terre mais
qui tolére €galement une culture en pot. Au printemps, il présente de nombreuses petites
fleurs blanches en forme d'ombelle (figure 1.6). Les fleurs donnent ensuite naissance a des
graines, qui produisent une épice connue. Mais en fait tout se consomme dans 1'anis des prés.
I a un ardme léger, citronné et anisé. Les feuilles aromatisent les salades, les crudités et les
légumes. Les graines sont utilisées pour parfumer de nombreux plats salés et des patisseries.
Les racines, semblables a des mini-panais, se cuisinent également a la maniére des carottes, et

possédent un arriére-goiit.

L'anis des prés fait également partie des plantes médicinales et principalement grice a ses

propriétés digestives [29].

Figure L.5: photo de la plante de carvi Figure 1.6: photo des grains de carvi

'1inch = 2.54 cm
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L.1.4.4. Utilisations

e Culinaires: les graines sont employées avec la choucroute, le fromage, les pains, les
giteaux et de nombreux autres mets; on ajoute les pousses et les feuilles aux plats de
légumes et aux salades; on mange les racines comme légumes; I'huile essentielle sert a
parfumer les bonbons, le gin, les viandes et les crémes glacées.

e Industrielles: I'huile essentielle est utilisée pour parfumer les bains de bouche et les savons
odorants ainsi que les lotions aprés-rasage [28].

e Médicinales: le fruit du carvi et ’huile de carvi que 1’on en tire sont utilisés dans la
médecine contre le manque d’appétit. Les graines, qui sont récoltées d’aoflit & octobre pour
étre séchées ensuite a I’ombre, facilitent la digestion et stimulent 1’appétit si on les mache
telles quelles ou apres les avoir fait macérer. Les graines de carvi facilitent la digestion des
plats gras ou qui ballonnent, elles soulagent en outre les crampes d’estomac et les coliques
des organes digestifs. Quelques gouttes d’huile de carvi sur un sucre aident a lutter contre

les maux de téte et la migraine [30].
1.1.5. Procédés d’extraction utilisés

L.1.5.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est une méthode d’extraction dont le réle est d’entrainer les composés
volatiles des produits naturels avec la vapeur d’eau. On porte & €bullition un mélange eau plus
végétal : les cellules du végétal éclatent et liberent alors des espéces chimiques odorantes qui
(non solubles dans ’eau) sont entrainées par la vapeur d’eau puis récupérées dans un autre
récipient apres condensation dans le réfrigérant. L hydrodistillat obtenu contient une phase

aqueuse ainsi qu une phase organique constituée par [’huile essentielle [31].

L.1.6. Techniques d’analyse utilisées dans les différentes déterminations
La valeur d’'une huile essentielle dépend de ces qualités organoleptiques. Certains
nombres caractéristiques appelés « Indices » ont été normalisés au sein d’organisations

spécialisées ; citons quelques unes:
AFNOR : Association francaise de normalisation.
EQA: Essentiel oils association.

ISO : Internationnal standard organisation.
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Les normes publiées périodiquement servent de références dans les relations
commerciales, sur la confirmité de cette huile essentielle. Ces indices physiques et chimiques

sont :

o [ .a densité
e Indice de réfraction

e Indice d’acidité
Les techniques de choix utilisées dans I’analyse des huiles essentielles et autres extraits sont :

e Spectroscopie infrarouge a transformé de Fourier (IRTF)
e Chromatographie sur couche mince (CCM)

e La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM)

L.1.6.1. Spectroscopie infrarouge

La spectrophotométrie infrarouge, est I’outil le plus utile pour le chercheur scientifique,
(chimiste, biologiste, médecin ou autre) dans ’analyse structurale, qualitative et quantitative.
A T’heure actuelle, on assiste a un développement considérable et extrémement évolué dans ce
domaine pour faire face aux besoins toujours plus spécifique vis-a-vis des problémes
écologiques, économiques et sociaux. Des mesures de qualité fiables, rapides, économiques,
avec le moins de préparation d’échantillon, de pollution et de risques sanitaires sont requises.
Avec le développement des procédeés industriels et I’augmentation de la production, de
nombreux industriels s orientent vers ’adoption de la spectroscopie infrarouge pour les

analyses de routine et pour controler la matiére premicre et le produit fini [32].

La région IR occupe une partie trés importante du spectre électromagnétique entre 10-
14000 cm™, due 4 sa grande extension et a la différence en application et instrumentation. Le

domaine spectral IR est divisé en trois parties (IR lointain, moyen et proche) [33].

La spectroscopie infrarouge est basée sur I’interaction entre le rayonnement infrarouge et
le matériau a analyser. Elle permet, via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons

chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau [34].
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Le spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est caractérisé par une
grande sensibilité, une résolution élevée et un balayage tres rapide du domaine spectral, (0.1-
10 seconde). Cela permet d’accumuler un grand nombre de spectres afin d’améliorer le
rapport signal/bruit et de coupler la spectrométrie IRTF avec diverses autres techniques

d’analyse afin de doser des analytes dans des matrices trés complexes [35].

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) [36], (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’un analyte permet d’identifier ce dernier sans
aucun doute possible, car il n’existe pas deux composés de structure différente qui ont le

méme spectre IR (on parle" d’empreinte digitale" du composé) [37].

Les études quantitatives sont bas€es sur ’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 & obtenir. Pour des analyses plus
précises (< 1 % en solution) il est nécessaire d’établir une courbe d’étalonnage a une longueur
d’onde spécifique et de s’assurer que les spectres sont enregistrés dans les conditions

optimales ou de faire appel a des procédés de séparation ou de préconcentration [38].

L’analyse par spectrométrie IRTF peut €tre réalis€ée en trois modes de mesure: (1)
mesure en mode statique (batch) ou la cellule IR est, & chaque mesure, retirée de son
compartiment pour un nettoyage ou 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 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
opérations unitaires de 'analyse s’effectuent pendant que 1’échantillon circule du point

d’injection jusqu’a I’unité de mesure [39].

22



I.1.7. Méthodes chromatographiques

L.1.7.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince repose principalement sur des phénoménes
d'adsorption: la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de
matiére plastique ou d'aluminium. Aprés que I'échantillon ait été déposé sur la phase
stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du

solvant.

Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont:

e La cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable,
fermé par un couvercle étanche.

e La phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un autre
adsorbant est fixée sur une plaque de verre a l'aide d'un liant comme le sulfate de calcium
hydraté (platre de Paris), I'amidon ou un polymeére organique.

e L’¢chantillon : environ un microlitre (pl) de solution diluée (2 & 5 %) du mélange a
analyser, déposé en un point repére situé au-dessus de la surface de I'éluant.

e L’¢luant : un solvant pur ou un mélange, il migre lentement le long de la plaque en

entrainant les composants de I'échantillon [40].

L1.7.2. La chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (CG-SM)

La chromatographic en phase gazeuse couplée a la spectrométric de masse est un
instrument qui sépare les mélanges de produits chimiques (la composante CG) et identifie les
composants au niveau moléculaire (le composant SM). Il est l'un des outils les plus précis
pour l'analyse des échantillons de l'environnement. Le CG 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 '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
«bibliotheque» des spectres de masse connue, couvrant plusieurs milliers de composés, est

stockée sur un ordinateur [41].
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L.1.8. Synthése des travaux antérieurs réalisés sur la carvone et le camphre
Différents travaux ont été menés sur la carvone aussi bien dans le carvi que dans d’autres

matrices :

Les différentes applications de la carvone comme parfum, saveur, inhibiteur de pommes
de terre, agent antimicrobien, blocs de construction et biochimiques sur les indicateurs
environnementaux, avec sa pertinence dans le domaine médical, a justifier I'intérét porté aux

monoterpenes [42].

Un rendement optimal de 4 % en huile essentielle du fruit sec de carvi a été atteint.
Le taux de la carvone des différentes parties de la plante de carvi a été déterminé. Les
résultats ont montré que pour la plante entiere 56.17 %, la graine entiére 53.10 %, et la graine
broyée 34.00 % [43].

L'huile essentielle de carvi obtenue par hydrodistillation a été étudiée par CG et CG-SM.
Les principaux composants de l'huile essentielle identifiés sont la (R)-carvone (37,98%) et le
D-limonene (26,55%). Ces deux ont été séparés et purifiés par chromatographie sur colonne
de gel de silice par chromatographie préparative sur couche mince. Il a été noté que la

composition de "huile essentielle de carvi varie selon I’origine de la plante [44].

La qualit¢ et la quantit¢ de I'huile essentielle de carvi semble étre déterminé
principalement durant les premiers stades du développement de la graine. Les efforts déployés
pour améliorer le rendement de la carvone devrait donc se concentrer durant cette période

[45].

Un test simple et rapide par CLHP est présenté pour l'analyse et la quantification des
monoterpenes, a savoir, la carvone, le cinéole, le perillaldehyde dans I'alimentation des
animaux de laboratoire. Les monoterpénes dans ces travaux ont été extraits de 1'alimentation

en utilisant du méthanol a 90% dans I'eau [46].
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Le contenu de la carvone dans 2-5 g d’échantillons de graines de carvi enticres a été
déterminé par la spectrométrie proche et lointaine [47]. Il y a lieu de noter, que ce travail
constitue la seule application de la spectrométrie infrarouge pour la détermination de la

carvone dans une matrice végétale.

Dans la documentation utilisée, le camphre a été cité comme produit identifié¢ dans la
composition chimique de différentes matrices végétales étudices [25], mais aucun travail n’a

porté un intérét particulier a cette substance.

De ce fait, I’objectif principal de ce travail est d’exploiter le potentiel d’informations
qu’offre la spectrométrie infrarouge a transformé de Fourier pour la détermination du taux de
la fraction monoterpénique carbonyle contenu dans I’extrait de carvi et ce, sans traitement

préalable des échantillons.
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Dans cette partie de notre travail, nous allons étudier la composition chimique de ’huile
essentielle de carvi par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse.

IL.1. Préparation de ’huile essentielle

L’huile essentielle est obtenue par une hydrodistillation (figure II.1).

Figure I1.1: Montage d’hydrodistillation utilisé pour la préparation de I’'HE de carvi

On porte 3 ¢bullition un mélange de 178 g de carvi et 800 ml d’eau, les cellules du
végétal €clatent et liberent alors les especes chimiques odorantes qui sont entrainées par la
vapeur d’eau puis récupérées dans un autre récipient aprés condensation & travers un
réfrigérant. L hydrodistillat traité par I’éther, donne deux phases, une organique qui contient

T"huile essentielle et "autre aqueuse. L’extraction liquide-liquide est réalisée trois fois afin de

trace d’eau, la phase organique obtenue est ensuite distillée 4 sec en utilisant un rotavapeur &
35 °C. L’huile essentielle obtenue est mise dans un flacon propre, pes¢ au préalable, et

conservé au frais.
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Le rendement enhuile essentielle, définit comme étant le rapport entre la masse de I"huile
essentielle extraite et la masse de la plante considérée initialement, est de 0.81 %. Cette valeur
de rendement est faible au regard des résultats obtenus dans Iextraction des huiles essentielles

-a partir de cette €pice.

- Cette procédure est résumeée sur I’organigramme-de la figure I1.2.

' Maticre végétale

A 4

{ Hydrodistillation ]

( Traitement par I’éther J

Phase
organique

Phase
aqueuse

A

Dessécher avec Na,SO; }

-

L

> G

Calcul du
rendement

Figure IL2: Protocole de préparation de I’HE a partir de la mati¢re végétale
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I1.2. Caractéristique organoleptique et indice physico-chimique

L’huile essentielle de carvi a un aspect peu visqueux, légerement jaundtre avec une
saveur dcre et piquante.

Les valeurs des différentes propriétés physico-chimiques ont été déterminées et

regroupées dans le tableau suivant IL.1.

Tableau I1.1 : Propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle

Densité Indice d’acidité Indice de réfraction

0.87 0.4704 145958 T+23.5 °C

IL3. Analyse de I’huile essentielle de carvi par chromatographie en phase gazeuse couplé
a la spectrométrie de masse (CG-SM)

Cette étude représente une analyse qualitative des différents produits de I"huile essentielle
de carvi. Une attention particuliere est portée sur le taux des composés ayant le groupe
fonctionnel carbonyle C=0 & savoir: les cétones, les aldéhydes, les acides, les esters, et les
acétates. L'intérét de cette information pourra constituer un résultat préliminaire a I’analyse

des produits carbonyle totaux de I"huile essentielle de carvi par spectrométrie IRTF.

IL.3.1. Condition opératoire

L’analyse est effectuée sur un chromatographe HP-6890 couplé a un spectrométre de
masse HP 5972, et soumise aux conditions suivantes :
-Une colonne capillaire de type HP1 (polydiméthylesiloxane 100%), de longueur 30m d’un
diametre de 025 mm et une épaisseur du film de 025 pm.
-Un potentiel d’iomisation du spectrometre de masse ¢égale a 70 eV.
-Le programme de température du four: 90(10min) & 210 (10min) a raison de 3°C/mn

-Injection en mode split : 1/90.

L’échantilion de 'huile essentielle est dilué dans ’AcOFEt a 1 %.
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L’identification est effectuée en se basant sur les banques de données spectrales de

I’appareil (NBS 75k, Wiley 7n) ainsi que sur les données de la littérature concernant les

produits purs isolés. Nous tenons a rappeler que NBS 75k est une banque comprenant les

spectres de masse de 75000 molécules, celle de Wiley 7n comprend 250 000 molécules.

I1.3.2. Composition chimique de I’huile essentielle de carvi

Tableau I1.2: Composition chimique de I’huile essentielle de carvi obtenue par CG-SM

. Masse
N° Nom Systématique molaire t. |Taux(%)

1 | Butanoic acid 88.05 3.981 0.082

2 | 7 methyl-3-methyleneoctadiene 136.13 4.253 0.034

3 | Benzene-1-methyl-3-(1-methylethyl) 134.11 4.944 0.106

4 11-limonene/Cyclohexene, 1-methyl-4-(1- 136.13 5137 0.532

methylethenyl).

5 Gamma terpinene/1,4cyclohexadiene, 1-methyl-4- 136.13 5738 0.041

(methylethyl)

6 F gramnethgnol,S -ethyltetrahydro-(a-o,5- 170.13 5953 0.094

trimethyl,cis-

7 | Linabool L 154.14 | 6.565 4.972

g Bicyclo[3,1,1]hept-3-en-2-0l,4,6,6-trimethyl-[15- 152.12 7188 0.106

(1a,2B,50)]

9 | 1B,4,4-trimethyl-bicyclo(3,2,0) hept-6-en-23-ol 152.12 | 7.562 0.080
10 | Bicyclo[2,2,1]heptan-2-one,1,7,7-trimethyl-,(15) | 152.12 7.743 0.166
11 | Trans -3-methylpent-3-ene-5-ol 100.09 8.933 0.107
12 | [4,4,8,8d(4)]spiro[2,5]octan-6-one 128.11 8.990 0.058

13 | Dihydrocarvone 152.12 9.228 2.021
14 | Trans-(+)-varveol 152.12 | 10.304 0.589
15 | 2 cyclohexen-1-one-2 methyl-5-(1-methylethenyl) 150.10 11.12 | 41.533
16 | 1,2-Dimethylcyclopropene 638.06 11.823 0.188
17 | 1-phenyl-1-butanol 150.10 | 12.219 | 0.111
18 | Trans-Anethol 148.09 | 12.344 | 0.177
19 | Phenol, 2-methyl-5-(1-methyléthyl) 150.10 | 13.081 0.325
20 | 2-cyclopenten-1-one 82.04 13.761 0.020
21 (1IRS, 2RS, 3RS, 4RS)-1, 2, 3, 4-Diepoxycyclo 98.04 13.987 0.015
pentane
22 | 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethylidene) 150.10 | 14.123 0.041
23 | Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl) 164.08 | 14.882 1.501
24 | (2Z, 4E)-hexa-2,4-dien-1-ol 98.07 15.755 0.011
25 | 2-octyn-1-ol 126.10 | 15.936 0.026
26 | 1,5-cyclooctadiene, (E, E) 108.09 | 16.299 0.038
27 | Dihydrocarvyl 196.15 | 16.514 | 0.091
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28 2-cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)- 20815 | 17500 | 0.195
propanoate
29 | Trans-caryophyllene 204.19 | 17.999 | 0.070
a-Fenchene/Bicyclo [2, 2,1] heptane, 7, 7-
30 B B 136.13 | 18.611 0.156
31 | 2,6-Octadiene-1-ol, 3,7-dimethyl-acetate(Z) 196.15 | 19.404 0.041
3 1-(2,6-Dimethylbicyclo[4,3,0]non-1-en-7B-y1)-1-p 206.17 | 20.673 0.083
ropanone
33 Phenol,2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-methy 27720 | 20934 | 0.084
lcarbamate
34 | Cyclooctanol 128.12 | 21.421 0.030
35 | Benzene,l1,2,3-trimethoxy-5-(1-Propenyl)-,(E) 208.11 | 22.112 0.037
2,3,6,7-tetramethyl-9,10-bis(4-methylphenylsulfon
36 yloxy)-14.40,5.8.5af 584.23 | 22.509 | 0.036
37 | 1-Propanamine,2-methyl 73.09 22.622 0.010
38 | 1-Methyl-2-propenyl methanoate 100.05 | 23.019 0.011
39 | Boron,trihydro(N-methylmethanamine) 57.08 23.189 0.021
40 | Acide dec-2-enoique 170.13 | 23.551 0.026
41 | (-)- Oxide caryophyllene 220.18 | 23.721 0.066
0 1-Allyl-2,3-dimethoxy-4,5-methylenedioxy 22209 | 2483 4.069
benzene
43 ii’é?fﬁ;in)ﬁ'i‘zzwl'l"8’8"meﬂ‘yl 222.16 | 25.920 | 0.015
44 | Cis,cis-Di(2-oxabicyclo[3,1,0(1,3)]hexylether 182.09 | 26.237 0.046
45 | 1-propenyl-aziridine 83.07 | 26.554 | 0.023
46 | Furan-tetrahydro-3-methyl-4-methylene 98.07 27.699 0.012
47 | 3-cyclohexen-1-carboxyldehyde,3-methyl 124.09 54.00 0.024
48 | Acide tetradecanoique 22821 | 31.087 | 2.973
49 | Acide hexadecanoique 256.24 | 40.039 0.735
50 | Acide 9-octadecenoique 282.26 | 31.903 0.035
51 | Phytol/Hexadecen-1-ol, 3, 7, 11, 15-tétraméthyl 296.31 | 44.198 14.90
52 | Octadecane,1-chloro 288.26 | 51.711 1.163

L’examen du Tableau II.2 montre que la composition chimique de I’HE de carvi est
dominée par les terpénes et leurs dérivés (35 %). Ces derniers sont sous forme de
monoterpenes (carvone, camphre, limonene), sesquiterpenes (lancifolol), et de diterpénes

(phytol).
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La composition de 'huile essentielle révele également la présence d’une série de
composés oxygénés représentant (39 %). On note aussi la présence d’une fraction d’acides
aminés représentant (4 %) et des composés aminés (4%). D’autres composés ont été
¢galement identifiés représentant (14 %). Ces composés oxygénés sont couramment
rencontrés dans les huiles essentielles. La répartition des différentes classes chimiques de

1’huile essentielle sont représentés par la figure I1.3.

Composition chimique globale de I'HE de carvi

B Composés oxygénés
B Monoterpenes

# Sesquiterpénes
Diterpenes

= Acides aminés

= Composés amingés

i Autres composés

Figure I1.3: Composition chimique globale de I’huile essentielle de carvi.

I1.3.3. Taux des produits carbonyle dans I’huile essentielle de carvi

Une des perspectives de ce travail est la détermination du taux de la fraction
monoterpénique carbonyle de I’huile essentielle de carvi par spectrométrie IRTF puis
approfondir I’¢tude pour préciser le type de standard pouvant étre utilisé pour le dosage des
monoterpenes carbonyle des huiles essentielles d’autre €pices. De ce fait, il est important de
savoir le taux des différentes classes de produits chimiques ayant le groupe fonctionnel

carbonyle C=0.
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Tableau I1.3: Le taux des différentes classes de produits carbonyle dans 1’huile essentielle de

carvi
Classe Analyte Taux (%)
Cétone | Bicyclo [2, 2, 1] heptan-2-one-1,7,7-trimethyl (camphre) 0.166
[4,4, 8, 8, d(4)] spiro [2, 5] octan-6-one 0.058
2 cyclohexan-1-one, 2methyl-5-(1-methylethenyl)(carvone) 41.533
2 cyclopenten-1-one 0.020
1-(2, 6)-dimethylbicyclo [4, 3, 0] non-1-en-7-béta-yl-1- 0.051
propanone
Dihydrocarvone 2.021
Taux global des cétones 43.85
Aldéhyde | 3-cyclohexen-1-carboxyldehyde-3-methyl 0.024
Taux global des aldéhydes 0.024
Acide Acide deca-2-noique 0.026
Acides tétra décanoique 2.980
Acide hexadécanoique 0.735
Acide 9-octadecanoique (Z) 0.035
Taux global des acides 3.78
Ester 2cyclohexen-1-o0l, 2 methyl-5- (1-methylethenyl) propanoate 0.089
Taux global des esters 0.089
Acétate | 2, 6- octadien-1-0l-3, 7-dimethyl, acétate (Z) 0.041
Taux global des acétates 0.041
Taux global des produits carbonyle 47.78

Le tableau IL.3 résume le taux des différents produits possédant le groupement C=0 dans
I’huile essentielle de carvi par CG-SM. L’examen des valeurs montre que le taux global des
différentes classes de produits carbonyles dans "huile essentielle de carvi est de 47.8 %
constitué principalement de carvone avec un taux de 87 % est représenté avec la fraction

cétonique avec un taux de 95 % comme I’illustre la figure 11.4.
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Composition chimigue de la fraction
carbonyle de I'HE du carvi

o = b i cétone
" 87.%,deu‘la.,: s ® aldéhyde
- carvone - ;
e = acide
= ester

I acétate

Figure 11.4: Composition chimique de la fraction carbonyle de I'HE de carvi

Par conséquance, on peut conclure que le monoterpéne carvone peut étre considéré

comme produit standard adéquat représentant la fraction monoterpénique carbonyle de I’huile

essentielle de carvi, pour les différentes déterminations par spectrométrie IRTF.

34



imesn:
~N W

e
e o
i




Ce chapitre est consacré au dosage quantitatif de la fraction monoterpénique carbonyle
dans I’extrait de carvi par spectrométrie IRTF sans traitement préalable des extraits. Cette
fraction va étre analysée globalement sous forme de carvone, du fait que ce dernier constitue

le produit majoritaire de la fraction monoterpénique carbonyle de I’extrait de carvi [48].

Il y a lieu de noter que I’équipe a déja utilisé la spectrométrie IRTF pour le dosage des

métabolites secondaires des extraits de plantes inférieurs [49, 50].

IIL.1. Préparation de I’extrait

Les graines de carvi ont subi un triage manuel pour éliminer les organismes susceptibles
de contaminer I’extrait. Ensuite, elles sont broyées.

L’extrait est obtenu par le stockage de 210 g de carvi dans 350 ml de dichlorométhane
(Jusqw’a immerger toute la quantité de matiere végétale) pendant trois jours, le miscella
extrait- solvant est filtré afin d’éliminer toutes les poussieres et les particules dues a la
dégradation de la mati¢re végétale. Suivi d’une distillation dans un rotavapeur pour éliminer
le dichlométhane. Le dichlorométhane distillé est introduit pour une deuxiéme extraction
pendant une semaine. Le rendement global de ’extraction est de 9.69 %. Cette procédure est

résumee sur I’organigramme de la figure II1.1.

I

14

( Extraction par le dichlorométhane In A

A
A

( Evaporation du solvant a 48 C° ]

/ \

solvant

Calcul du rendement
d’extraction

Figure 111.1: Préparation de I’extrait a partir de la matiére végétale
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IIL.2. Identification de Ia carvone dans le carvi par CCM
L’objectif de cette manipulation est de vérifier la présence de la carvone dans 1’extrait

brut de carvi.

L’extrait obtenu est analysé par chromatographie sur couche mince. La séparation est
effectuée sur une plaque en plastique de dimension 4x8 cm” recouverte d’une couche mince et
adhérente de silice finement divisée. L’élution est réalisée avec un mélange isooctane/acétate
d’éthyle dans les proportions: 60/40 (v/v). La révélation est effectuée par 1’iode broyé et par
une lampe ultraviolette 2 365 nm. L’analyse de cette plaque montre I’existence de la carvone
dans I’extrait de carvi par I’apparition d’une tache brunitre de facteur de rétention Ry 0.56
(figure I111.2).

Extrait de carvi carvone

Figure 1112 : Identification de la carvone par CCM

IIL.3. Dosage de la fraction monoterpénique carbonyle de P’extrait de carvi par

spectrométrie IRTF

II1.3.1. Instrumentation et réactifs

Un spectromeétre Infrarouge a transformée de Fourier de marque (JASCO) modele
IRTF-4100 a été utilisé pour effectuer des mesures dans I’intervalle de nombre d’ondes 4000-
400 cm™. Le systéme 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
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processus digital (SPD). Les spectres ont été obtenus avec une résolution nominale de 4 cm™

et en accumulant 15 balayages par spectre.

Le travail a été réalis¢ avec un systeéme a écoulement bloqué en modifiant au niveau de
notre laboratoire une cellule conventionnelle 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 le temps
d’analyse (15-60 s). Dans le systéme a écoulement bloqué, on remplit la cellule en utilisant
une pompe péristaltique, 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.

Le montage de la figure II1.3 a été utilis€ pour effectuer les mesures dans 1’infrarouge
moyen, en employant des fenétres de fluorure de calcium (CaF,) et une entretoise de Téflon
de 0.5 mm d’épaisseur. Les tubes de connections sont en téflon de diamétre intérieur de 0.8
mm et le chargement est réalisé en utilisant des tubes de chlorure de polyvinyle de diamétre

intérieur de 2.79 mm et en fixant un débit de 1.5 ml mn™.

Tous les réactifs utilisés dans cette étude sont de grade analytique.

®9 \
@ Déchets

Cellule
miero-flow

Pompe péristaliique

s By
K W

Ql\lam /

Figure I11.3: Montage de flux utilisé pour les différentes analyses
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ITL.3.2. Résultats et discussions

Il y a lieu de rappeler que la détermination du taux de la fraction monoterpénique

carbonyle dans 1’extrait est réalisée sans traitement préalable de ce dernier.

Les spectres IRTF sont enregistrés 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 ’amyléne). Pour traiter les spectres, on a
utilis¢ un macro qui donne les valeurs d’absorbance a la bande s€lectionnée, exprimées en

termes de la hauteur du pic de toute la série de spectres obtenus, lors des mesures.

IIL.3.2.1. Spectre IRTF de la carvone

La figure I11.4 montre le spectre IRTF de la carvone, préparée en solution dans CH,Cl,.

Une étude détaillée, relative au mode de mesure des valeurs d’absorbance et aux
différentes alternatives de correction de ces valeurs dans la gamme s’étalant de 4000 4 900 cm™
est réalisée. Au dessous de 800 cm™ les fenétres de la cellule CaF, utillisées sont opaques,

alors que la résolution des spectres entre 900 et 800 cm’” est trés mauvaise.

Comme on peut le constater, le spectre montre des bandes dans la région entre 2925 et
2889 cm’! lides aux vibrations des groupes CH, et CHa. Il présente aussi une bande intense a
1732 cm™ caractéristique du groupement carbonyle C=O, une bande a 1668 cm’
caractéristique du groupement C=C, une bande a 1450 cm™ correspondant aux vibrations de
déformations asymétriques des CHj, une bande intense a 1373 cm™ présente la déformation
symétrique des groupes CH, et CHj3 ainsi que des bandes a 1110 et 1046 cm” caractéristique
du groupement C-C. La bande qui apparait vers 3685 cm™ est due probablement a la présence

de traces d’eau dans la solution. Ceci est effectivement confirmé par la bande a 1602 cm™,
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Figure I11.4: Spectre d’absorbance IRTF de la carvone (10 mg.ml™) préparée dans CH,Cl,

stabilisée avec I’amyléne.
Conditions expérimentales : Chemin optique 0.5 mm ; résolution nominale 4 cm™ ; nombre de balayage 15 ;

vitesse de I'interférométre 0.6329 cm.s™” ; Background de la cellule remplie de CH,Cl, stabilisé avec ’amyléne.

I11.3.2.2. Spectres IRTF de la carvone et de I’extrait de carvi

11 est important de rappeler que la carvone constitue le produit majoritaire de la fraction
monoterpénique carbonyle. C’est un produit qui se trouve dans I’extrait de carvi, a un taux
important, qui peut dépasser les 50 % [48]. De ce fait, il a été décidé de préparer une solution
étalon de la carvone de concentration de 10 mg.ml™” et une solution d’extrait de carvi de
concentration de 20 mg.ml™ dans le dichlorométhane pour discuter les bandes communes des

deux solutions.
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Figure IIL5: Spectre IRTF de la carvone 10 mg.ml” (en noir) et d’extrait de carvi 20 mg.ml”
(en rose) dans CH,Cl,

L’analyse du spectre infrarouge de ’extrait de carvi n’est pas complexe comme la
majorité des extraits. En comparant la sensibilité des différentes bandes des deux spectres, de
la solution étalon de la carvone (10 mg.ml™) et de I’extrait de carvi (20 mg.ml™) préparées
directement dans le CH,Cl, (figure II1.5), on peut conclure que les deux bandes communes a
1’étalon et & Iextrait qui apparaissent 4 1732 cm™ et 4 1451 cm™ peuvent étre sélectionnées

pour établir les droites d’étalonnage.

3.3.2.3. Caractéristiques analytiques de la carvone obtenue directement dans
CH,Cl,/amyléne
Les spectres infrarouges d’une série d’étalons de la carvone a des concentrations allant de

0.75a10 mg.ml'l sont représentés dans la figure I11.6.

41



ek
th

nARRTROY T

2000
Nombre d'onde (Cm™)

Figure II1.6: Spectres d’absorbance d’une série d’étalons de la carvone préparée dans CH,Cl,

pour un domaine de concentration compris entre 0.75 et 10 mg.m]™

Le tableau III.1 regroupe les caractéristiques analytiques de la carvone préparée
directement dans le solvant CH,Cl,, stabilisée avec de ’amyléne, en considérant les valeurs
d’absorbances des deux bandes sélectionnées 4 1732 cm™ et 1451 cm™ corrigées avec des
lignes de base adéquates. On peut constater que les deux bandes fournissent une bonne
linéarité de la courbe d’étalonnage avec une bonne précision. Cependant, on a vérifié que

1

I’absorbance a 1451 cm™ est interférée par une autre bande d’absorbance d’extrait qui

apparait vers 1450 cm™.

Tableau III. 1: Caractéristiques analytiques de la carvone dans le CH,Cl,

(mg.m1™)

Mode de mesure Max: 1732 em™! Max: 1451 ecm™
L.B: 1830-1580 cm™ L.B: 1549-1315 cm!

Droite de calibration -0.012972 + 0.054498 C 0.000659 + 0.023596 C
Coefficient de corrélation 0.9999 0.9999
Limite_ lde détection 90 9%
(ng.ml™)
D.S.R (%) (n=10) 0.86 0.81
Domaine de concentration 0.75-10

C: Concentration en mg.mi™.

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

L.D: Limite de détection en pg.mi™ obtenu par un niveau de confiance de 99 % (K=3).

L.B: Ligne de base




I11.3.2.4. Détermination directe du taux des monoterpénes carbonyles de I’extrait de
carvi par spectrométrie IRTF

Le contenu des monoterpenes carbonyle, de I’extrait de carvi est établi en extrapolant les
valeurs d’absorbance dans la droite de calibration obtenue & 1732 cm™, corrigée avec une
ligne de base stabilisée entre 1830-1580 cm™ pour les étalons de carvone préparées

directement dans le dichlorométane.

'y a lieu de noter un Iéger déplacement des bandes de I’extrait, comme Iillustre la figure

IIL7, di certainement a I’effet matrice provoqué par la bande d’absorbance qui apparait a
1709 cm™.

Pour corriger cette interférence, deux décisions ont €t€ prises. La premiére consiste a
mesurer les valeurs d’absorbance de I’extrait de carvi 4 1739 cm™ au lieu de 1732 cm™ et la

deuxiéme est de faire appel au spectre dérive.
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Figure II1.7: Spectres infrarouge de la carvone 10 mg.ml™ (en noir) et de I’extrait de
carvi 20 mg.ml™ (en rose) dilué dans CH,Cl,

En extrapelant les valeurs d’absorbance de I’extrait de carvi obtenues

21739 cm™, le taux des monoterpénes carbonyle a été évalué a 46 %.
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IIL.3.2.5. Utilisation du spectre dérivé
La deuxiéme alternative, pour éliminer I’effet matrice, est d’utiliser le spectre dérivé du

spectre direct & 1732 cm™.

Le spectre Infrarouge classique des extraits donne souvent une indication insuffisante
pour I’identification d’une substance ou méme d’une classe de produits chimiques. En effet,
de nombreuses substances peuvent avoir un maximum a la méme bande, ce qui peut entrainer

des confusions.

La spectrométrie dérivée peut Etre trés intéressante pour résoudre le probléme
d’identification et permettre de savoir si un produit est pur ou en mélange. Cette méthode met
tres clairement en évidence les changements de pente des spectres et permet ainsi de noter les
points d’inflexion avec précision. De plus, dans un spectre dérivé d’ordre n, une bande du
spectre d’origine se traduit par ’existence de n+] bandes alternativement positive et négative.
Cela entraine la formation de » points d’annulation faciles a déterminer avec une trés grande
précision. En conséquence, cette technique doit permettre de définir beaucoup plus clairement

les caractéristiques du spectre d’une substance [51].

Il a été déja utilisé cette méthode de spectres dérivés pour doser simultanément le

carbonyl et le 1-naphtol et résoudre le probléme des interférences [52].

La spectrophotométrie dérivée permet de prendre en compte la totalité du spectre et pas
seulement le maximum & 1732 cm™. C’est pour quoi nous avons voulu examiner la possibilité
d’utiliser la dérivation pour améliorer la précision des spectres afin d’apporter une solution au
probleme li¢ au déplacement de la bande d’absorbance de 1’extrait et de vérifier la possibilité

de séparer les monoterpénes cétoniques des autres monoterpenes carbonyle.

IIL.3.2.5.a. Caractéristiques analytiques de la carvone en utilisant le spectre dérivé
Les spectres dérivés d’une série d’étalons de la carvone sont montrés dans la figure II1.8.
Le maximum & 1732 cm™ du spectre d’origine donne deux bandes alternativement positive

(volet droit) a 1728 cm” et négative (volet gauche) a 1742 cm’™.
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Figure IIL 8: Spectres infrarouge dérivés d’une série d’étalons de la carvone préparée dans
CHxCl,

Les caractéristiques analytiques de la carvone préparée dans CH,Cl, dans un domaine de
concentration compris entre 0.75-10 mg.ml™ et en considérant les valeurs d’absorbance des
spectres de la premiére dérivée, aussi bien pour le volet droit 4 1728 cm™ que pour le volet

gauche 4 1742 cm™, sont résumés dans le tableau III.2

Tableau I11.2: Caractéristiques analytiques de la carvone préparée dans CH,Cl,

Volet gauche Volet droit
Parameétres Max: 1728 em™! Max: 1742 em™

L.B: 1620-1788 cm™ L.B: 1580-1830 cm™
Droite de calibration 0.000188+0.004133C 0.000911+0.003753C
Coefficient de corrélation 0.9998 0.9999
lelte_ 1d(a détection 19 39
(pg.ml™)
D.S.R (%) (n=10) 0.14 0.27
Domaine de
concentration (mg.ml™) 0.75-10
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II1.3.2.5.b. Détermination du taux des monoterpénes carbonyle de I’extrait de carvi en

utilisant le spectre infrarouge dérivé
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Figure I1L9: Spectres dérivés d’une solution étalons de la carvone 10 mg.ml™ (en noir)

et d’extrait de carvi 20 mg.ml™ (en jaune) préparée dans CH,Cl,

L’analyse de I"allure du spectre dérivé de ’extrait de carvi montre que le déplacement de

la bande n’a pas pu €tre corrigé aussi bien pour le volet droit que gauche. Ce qui impose la

mesure des valeurs d’absorbance de I’extrait 2 1733 cm™ au lieu de 1728 cm™ et & 1749 cm’

au lieu de 1742 cm™.

Le taux des monoterpénes carbonyles de I’extrait de carvi est obtenu en extrapolant les

valeurs d’absorbances dans la droite de calibration établie avec la série des spectres dérivés a

1732 cm™ en considérant le volet droit 2 1728 cm™ et le volet gauche 4 1742 cm™.

Tableau I11.3: Taux de la fonction monoterpénique carbonyle dans le carvi en utilisant le

spectre dérivé

Max: 1728 cm™
L.B: 1620-1788 cm™

Max: 1742 cm™
L.D: 1620-1788 cm™

Extrait de carvi

48

39

46



Bien que le spectre dérivé n’a pas corrigé le déplacement de la bande d’absorbance de
extrait mais offre des résultats trés intéressants concernant la séparation des monoterpénes
cétoniques de la fraction globale des monoterpeénes carbonyles. Effectivement, I’examen du
spectre direct de la carvone et de I’extrait de carvi (figure II1.5) montre que I’identification

spécifique de ces deux fractions séparées est impossible.

L’examen des résultats montrés dans le tableau II1.3 indique que le volet droit du spectre
dérivé donne le taux de la fraction monoterpénique carbonyle globale de I’extrait de carvi et
qui est de 1"ordre de 48 %, valeur qui est en accord avec celle obtenue en utilisant le spectre
direct 4 1732 cm™. Alors que le volet gauche du spectre dérivé donne le taux de la fraction des
monoterpenes cétoniques de 1’extrait de carvi et qui est évalué a 39 %. De ce fait, le taux de la

fraction cétonique dans la fraction carbonyles est de 81 %.

IIL3.2.6. Utilisation du camphre comme étalon pour la détermination du taux de la
fraction monoterpénique carbonyle de ’extrait

Comme la carvone est le produit majoritaire de la fraction monoterpénique carbonyle de
I’extraits, elle a été utilisée comme étalon adéquat pouvant représentée la classe de ces
produits. La question qui s’est imposée lors de cette étude, était la possibilité de pouvoir
utiliser un autre monoterpéne carbonyle cétonique comme étalon pour mener a bien les

différentes déterminations.

Le camphre est un monoterpéne cétonique mais qui est en général présent dans 1’extrait
étudié avec un taux faible (< 1 %). Suite & cela, ce produit est sélectionné pour vérifier s’il est
approprié a étre utilisé comme étalon en considérant les paramétres spectraux déterminés déja

pour la carvone.

II1.3.2.6.a. Caractéristiques analytiques du camphre en utilisant le spectre dérivé
Les spectres dérivés d’une série d’étalons du camphre sont montrés dans la figure II1.10.
Le maximum & 1736 cm™ du spectre d’origine donne deux bandes alternativement positive

(volet droit) a 1733 cm™ et négative (volet gauche) & 1739 cm™.
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Figure I11.10: Spectres dérivés d’une série d’étalons du camphre et d’extrait de carvi préparée

dans CH,Cl,

Les caractéristiques analytiques du camphre préparée dans CH,Cl, dans un domaine de

concentration compris entre 0.75-10 mg.ml™ et en considérant les valeurs d’absorbances des

spectres de la premiére dérivée, aussi bien pour le volet droit & 1733 cm™ que pour le volet

gauche a 1739 cm’’ sont résumés dans le tableau II1.4.

Tableau I11.4: Caractéristiques analytiques du camphre préparé dans CH,Cl,

Volet droit Volet gauche
Parameétres Max: 1733 em™! Max: 1739 em™

L.B: 1686-1792 cm™! L.B: 1686-1792 c¢m™
Droite de calibration -0.0006475 + 0.03361C -0.000532 + 0.02659 C
Coefficient de corrélation 0.9999 0.9999
Limite_ lde détection 14 20.49
(pg.ml”)
D.S.R (%) (n=10) 0.40 0.52
Domaine de concentration 0.75-10

(mg.ml'l)
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En comparant la sensibilit¢ des différentes bandes d’absorbance des deux étalons
(carvone et camphre), on remarque que le camphre est beaucoup plus sensible. A cet effet, on
ne peut pas utiliser le camphre comme étalon pour la détermination du taux de la fraction
monoterpénique carbonyle de [Dextrait de carvi. Cependant, reste a vérifier
expérimentalement, si le produit majoritaire de la fraction monoterpénique carbonyle peut étre
toujours utilis€ comme €talon adéquat pour la détermination du taux de cette derniére, et cela

quelque soit la nature de I’extrait végétale.
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La partie principale de ce mémoire a ét¢ consacrée au développement des applications
analytiques quantitatives de la spectrométrie infrarouge 4 transformée de Fourier. Cette
méthode analytique simple, rapide et surtout disponible a été utilisée pour la détermination de

la fraction monoterpénique carbonyle de I’extrait de I’espéce végétale carum carvi.

Le contenu de ce mémoire comprend trois chapitres distincts qui ont ét¢ développés de la

facon suivante :
Un chapitre théorique comprenant:

e Les généralités sur les monoterpénes et sur I’espéce carum carvi;
e Le principe théorique d’extraction et des différentes techniques d’analyses employées
dans ce travail;

e Ainsi que la synthése bibliographique des travaux antérieurs réalisés dans ce mémoire.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la préparation de I’huile essentielle par
hydrodistillation et I’étude de sa composition chimique par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométric de masse. Cette étude représente une analyse qualitative des
différents produits de I’huile essentielle de carvi. Une attention particuliére est portée sur les
composes ayant le groupe fonctionnel carbonyle C=0. Le taux global de chaque classe de

produits a savoir: les cétones, les aldéhydes, les acides, les esters, et les acétates est déterminé.

Le rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation des graines de carvi est de
0.81%. La composition chimique de I’HE est dominée par les terpénes et leurs dérivés 35%
représentés par les monoterpénes, les sesquiterpénes et les diterpénes. Le taux des différentes
classes de produits chimiques carbonyles est de 47.8% dominé par la fraction cétonique,

représentée par la carvone, avec un taux de présence de 87%.

Cette information constitue un résultat préliminaire a I’analyse de la fraction

monoterpénique carbonyle totale de I’extrait de carvi par spectrométrie IRTF.

Le troisiéme chapitre li€¢ au dosage quantitatif de la fraction monoterpénique carbonyle
dans I’extrait de carvi par spectrométrie IRTF, sans traitement préalable de 1’extrait. Cette
fraction a été analysée globalement sous forme de carvone, du fait qu’elle constitue le produit

majoritaire de la fraction monoterpénique carbonyle de I’extrait de carvi.
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La comparaison des spectres IRTF de la carvone et de 1’extrait de carvi a donné deux
bandes communes a 1732 cm™ et 4 1451 cm™. Bien que les caractéristiques analytiques de la
carvone aux deux bandes d’absorbance ont fourni une bonne linéarité de la courbe
d’étalonnage avec une bonne précision dans le domaine de concentration compris entre 0.75-
10 mg ml”, mais seulement la bande & 1732 cm™ est adéquate pour la détermination car
I’absorbance & 1451 cm™ est interférée par une autre bande d’absorbance de I’extrait qui

apparait vers 1450 cm™. Le taux des monoterpenes carbonyles est évalué a 46%.

Afin d’apporter une solution au probléme 1ié au déplacement de la bande d’absorbance de
Pextrait et de vérifier la possibilit¢ de séparer les monoterpeénes cétoniques d’autres
monoterpenes carbonyles, on a fait appel au spectre de la premiére dérivé du spectre directe a
1732 cm™. Bien que le spectre dérivé n’a pas corrigé le déplacement de la bande d’absorbance
de I’extrait, cependant il offre .des résultats trés intéressants concernant la séparation des

monoterpenes cétoniques de la fraction globale des monoterpénes carbonyles.

En considérant le volet droit du spectre dérivé a 1728 cm™ on évalue le taux de la fraction
monoterpénique carbonyle globale de I’extrait de carvi a 48%, cette valeur est en accord avec
celle obtenue en utilisant le spectre direct a 1732 cm™.

Le volet gauche du spectre dérivé a 1742 cm™ donne le taux de la fraction des monoterpénes

cétoniques de I’extrait de carvi de 1’ordre de 39%.

Ceci revient a dire que la fraction monoterpénique carbonyle est dominée par la fraction
cétonique avec un taux de 81%. Tous ces résultats sont trés proches a ceux déterminés pour

’huile essentielle de carvi par CG-SM.

Il a été vérifié que ’utilisation d’un autre monoterpéne carbonyle cétonique se trouvant
dans I’extrait avec un taux faible (cas du camphre) ne peut pas étre utilisée comme étalon

pouvant représenter la classe de ces produits.
Suite a cette étude, il convient d’envisager la détermination de la fraction monoterpénique

carbonyle d’une espece dont le camphre constitue le produit majoritaire de la fraction et de

vérifier les conditions spectrales utilisées dans cette étude.
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