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Introduction générale

Le curcuma, Curcuma longa L., est une plante vivace appartenant a la méme famille que le
gingembre, les Zingibéracées. Le rhizome est la partie utilisée de la plante, réduit en poudre il
est utilisé en tant qu’épice alimentaire. La poudre a une saveur poivrée et amere. La couleur
jaune caractéristique de la poudre de rhizome est donnée par les curcuminoides. Parmi ceux-

ci, la curcumine est la molécule la plus abondante et la plus étudiée.

Elle est utilisée depuis des siécles en médecine traditionnelle indienne (médecine ayurvédique)
et chinoise, pour traiter I’asthme, les allergies, les désordres hépatiques comme la jaunisse,

I’anorexie, les rhumatismes, le rhume et la sinusite.

Ces derni¢res années, avec l’augmentation entre autres des maladies inflammatoires
chroniques, des cancers et de la maladie d’ Alzheimer, le monde occidental s’est intéressé de
plus en plus a cette épice. En effet, il a été constaté que le cancer du cdlon est moins fréquent

dans les pays ou I’on consomme du curry quotidiennement.

Plusieurs études utilisant les techniques modernes ont authentifié le curcuma utilisé comme
anti-inflammatoire, antimicrobien, anticancéreux, antidiabétiques, antioxydant,
hypolipédimiant, anti-venin, anti hépato-toxique, néphroprotecteur, anticoagulant et autres
(Seif el Islem Fouad, 2013).

Avec plus de 4500 publications sur PubMed au cours de ces dix derniéres années, la recherche
sur le curcuma éveille sans cesse I’intérét de nombreux scientifiques. Face a cet intéressement
de la communauté scientifique internationale vis-a-vis le curcuma et ces vertus thérapeutiques
et la méconnaissance plus la pauvre utilisation de ce produit dans notre pays, nous avons trouvé
nécessaire d’entreprendre une étude d’approche expérimentale permettant de vérifier quelques
une de ces vertus a fin d’ouvrir une bréche sur d’autres études est de faire connaitre cet épice
et son principe actif chez différents utilisateurs, en allant des différents exploitants jusqu’au

simple consommateur, en généralisant son utilisation

C’est dans cette optique que s’articule la présente étude, dont les principaux objectifs visent a
tester I'huile essentielle et analyse chromatographique GC-MS . Pour ce fait nous avons scindé

notre mémoire en trois chapitres :

« Le premier chapitre est consacreé a une étude bibliographique sur la plante étudiée (rhizomes

de curcuma longa L.).
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« Le deuxiéme chapitre représente la méthodologie expérimentale : extraction et caractérisation
d’huile essentielle de rhizomes de curcuma longa et 1I’Analyse chromatographique et

spectroscopie de masse.

« Le troisieme chapitre présente les différents résultats expérimentaux obtenus ainsi que leur

discussion.

« Enfin, notre mémoire se termine par une conclusion générale relatant les principaux résultats

de cette étude
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I.1. Présentation de la plante étudiée (Curcuma longa L.)

La Curcuma longa L. est une plante qui appartient a la méme famille que le gingembre, les
Zingibéracées. Il est distribué dans les régions tropicales et subtropicales du monde et il est
largement cultivé dans les pays asiatiques, a savoir : Malaisie, Indonésie, Inde et Taiwan. La
plante est également cultivée en certains pays africains, précisément en République
Démocratique du Congo. Cette plante est cultivée pour ses rhizomes. Les rhizomes séchés et
réduits en poudre, peuvent étre utilisés comme une épice alimentaire pour rehausser la saveur
des aliments. lls sont utilisés depuis au moins 4000 ans dans la tradition du systeme médical
populaire. Cette plante a également une longue histoire dans la médecine chinoise. (Mebarkia,
2022).

Figure 01 : Rhizome et poudre de curcuma
1.1.1. Historique

Le Curcuma longa L, est une épice qui fait I'objet d'échanges commerciaux depuis tellement
longtemps, qu'on ne peut déterminer avec certitude son origine. On pense cependant qu'il vient
du Sud ou du Sud -Est de I'Asie, peut-étre plus spécifiquement de I'Inde, d'ou il se serait répandu
dans toute I'Asie, de méme qu'au Proche et au Moyen-Orient, il y a des milliers d’années. (Penso
et al., 1986)

Il ne se trouve pas dans un état véritablement sauvage, mais il semble s'étre naturalisé dans

certaines régions. C'est un triploide stérile et on pense qu’il est apparu par sélection continue et

R
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multiplication végétative d’un hybride entre le curcuma sauvage diploide (Curcuma aromatica
Salisb., originaire de I’Inde, du Sri Lanka et de l'est de I'Himalaya) et un autre Curcuma

tétraploide apparenté.

Depuis 4000 ans, le Curcuma longa L est important dans la culture védique, on retrouve sa trace
dans des écrits sanskrits ; et dans la médecine ayurvédique (médecine holistique qui étudie
empiriquement les effets de l'alimentation sur la santé). (Perry et al., 2008)

En Europe, les moines font mention de la plante, introduite par les navigateurs, dans leurs écrits
dés le 6°™ siécle. (Delaveau., 1987)

« Connu en Chine depuis le 7°™ siécle.
« Connu en Afrique de I'Est depuis le 8°™ siécle.
« Connu en Afrique de I'Ouest depuis le 13°™ siécle.

. Ramené en Europe en 1298 par Marco Polo qui le découvre en Chine et par les arabes

au 13°M siacle.

Quand a son utilisation médicinale ; Nicolas Lémery, médecin et chimiste francais, estime cette
terra mérita comme « apéritive, capable de lever les obstructions du foie, de la ratte, pour la
jaunisse, pour la néphrétique » dans le dictionnaire ou traité universel des drogues simples de
1716. (Delaveau., 1987).

1.1.2. Etymologie et nomes vernaculaires

Le nom scientifique Curcuma longa fait allusion a sa forme allongée. Le nom curcuma a été
inventé par Linné dans son « espéce plantarum » en 1753, probablement le mot dérive du mot
arabe « kurkum » qui signifie couleur jaune. Cela est dd a la couleur jaune proéminente de
rhizome souterrain une partie importante de la plante qui a été utilisé traditionnellement depuis
des temps immémoriaux pour ’humanité (Salvi et al. 2000; Shirgurkar et al. 2001). La c’est
sous cette derniére forme qu’il est passé dans les langues européennes, le « ¢ » se transformant
parfois en « k » dans les langues germaniques, a 1’exception de 1’anglais qui le désigne sous le
nom de turmeric. C'est d’ailleurs la langue anglaise qui a conservé 'origine de son appellation
en latin médiéval, terra merita (terre mérite) par le mot "turmeric" (Delaveau, 1987). La
ressemblance de sa poudre avec I’ancre minérale précieuse a donné le terme turmérique. De
méme, son nom chinois jianghuang, signifie gingembre jaune, une allusion au fait qu’il est de

la méme famille botanique que le gingembre et a la remarquable couleur de son rhizome. Nom

e ——————
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scientifique: Curcuma longa, Curcuma aromatica. Noms communs: Safran des Indes, turmerie

sauvage (Jesus, 2017).

1.1.3. Nomenclature et synonymes :

La Curcuma longa L est connu dans le monde par plusieurs appellations comme le montre le

tableau suivant.

Tableau 1 : Les différentes appellations de Curcuma longa L (Khedis et Aid, 2020 ; Tefiani
,2015 ; Hombourger, 2010).

Langue Appellations

Arabe S <

Anglais Turmeric

Frangais Curcuma, safaran des indes, souchet de babylone, terre-mérite.
Berbere Zarounbad

Inde haldi

I.1.4. Classification botanique

Selon la littérature botanique le Curcuma longa peut étre classé comme suit :

Tableau 2 : La classification botanique du Curcuma longa. (Chibout, et Boussaide,2023).

Regne Planta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Liliopsida

Ordre Zingibérales.
Famille Zingibéracée.
Genre Curcuma.

Espéce Curcuma longa L.
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1.1.5. Habitat et représentation géographique
Originaire du Sud- Est asiatique, le Curcuma cultivé essentiellement dans les régions

tropicales jusqu'a 2000 m d“altitude, en Inde, en Chine, aux Antilles (Réunion — Jamaique),

en Malaisie, au Brésil, a Ceylan mais également au Jappant, aux Philippines, a Java et Haiti.
(yfrah.ghali.2020)

La répartition géographique du Curcuma longa est illustrée dans cette figure.

= ¢
y \ ¥
\‘- -
Curcuma B Natif B introduit P Eteinte

Figure 02 : La répartition géographique du Curcuma
1.1.6. Description botanique

Curcuma longa L. est un genre végétal de la famille des Zingibéracée, qui fait partie du regne
vegétal, angiosperme, monocotylédone, de la division Magnoliophyta, de l'ordre des
Liliopsideae, de la famille des Zingibéracée. Il est nécessaire de collecter le rhizome 7 a 8 mois

apres la plantation, lorsque celui-ci commence a sécher. (Chibout, et Boussaide,2023)
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Figure 03 : Schémas et photographie de la plante Curcuma longa L.
a- Les parties aériennes

C’est une plante herbacée de 0,6 métre a 1 metre de hauteur, vivace par des rhizomes,

tuberculeux cylindriques présentant de nombreuses racines adventives.
¢ Les feuilles

Le curcuma longa possede de grandes feuilles pointues engainantes a limbe elliptique de
couleur verte pouvant mesurer jusqu’a 45 centimetres de long et 18 centimetres de large. Elles
sont munies d’une nervure médiane d’ou partent de nombreuses nervures secondaires paralleles

entre elles (penninerves).les feuilles sont alternes et sortent directement du rhizome.
« Les fleurs

A P’intérieur de ces longues feuilles engainantes, s’éléve une tige surmontée d’un plumet de
fleurs. Cette inflorescence regroupée en épis mesure en moyenne 15 centimetres de long et 5
centimetres de large. Elle porte des fleurs jaune pale entourées de larges bractées fertiles vertes

lancéolées longues de 4 a 5 centimetres.
e Le calice est tubuleux a trois dents.

e La corolle est représentée par un tube deux a trois fois plus long, tripartite, jaune pale a

pétale postérieur tres développé.
e [’androcée est formé de deux verticilles :

-Le premier comprend des staminodes pétaloides soudée entre eux,

e
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-Le deuxiéme comprend trois étamines dont deux stériles. Il ne persiste donc qu’une seule

étamine fertile, pétaloide, trilobée.

e [’anthére est biloculaire.

e [’ovaire est infére et triloculaire.
% Les fruits

Les fruits sont représentés par des capsules a déhiscence loculicide contenant de nombreuses

petites graines arillées et albuminées.
b- Les parties souterraines : le rhizome

Ces rhizomes, de couleur jaune vifa I’intérieur attribuée a la présence de curcumine, fournissent

la drogue a I’origine des propriétés thérapeutiques.

Les tubercules sont beaucoup moins epais, en fragments plus ou moins cylindriques ou
fusiformes amincis aux deux bouts. Mais ils peuvent parfois étre incurvés, atténués ou arrondis

aux deux extrémités.

Leur taille, sensiblement égale a celle du petit doigt est comprise entre 3 et 7 centimetres de

diameétre.

Peuvent subsister quelques ramifications courtes ou plus fréquemment de larges cicatrices ou

des saillies représentant les bourgeons
e Le calice est tubuleux a trois dents.

e La corolle est représentée par un tube deux a trois fois plus long, tripartite, jaune pale a

pétale postérieur tres développé.
e L’androcée est formé de deux verticilles.
-Le premier comprend des staminodes pétaloides soudée entre eux,

-Le deuxiéme comprend trois étamines dont deux stériles. Il ne persiste donc qu’une seule

étamine fertile, pétaloide, trilobée.
e [’anthére est biloculaire.
e [’ovaire est infére et triloculaire.

«» La surface
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Les rhizomes sont recouverts d’une écorce gris-jaunatre ou légérement verdatre souvent
poussiéreuse, finement chagrinée, marquée d’impressions circulaires transversales ou de sillons

striés parfois obliques, irréguliers pour le curcuma rond et réguliers pour le curcuma long.
% Lacassure

La cassure est nette, non fibreuse, résinoide, un peu granuleuse, plus ou moins brillante,
fortement colorée du jaune chrome au jaune brun foncé. Elle est également marquée de

ponctuations trés apparentes dans 1’écorce et dans le bois. (Chibout, et Boussaide,2023).
1.1.7. Composition chimique

50 a 60 % des composés phénoliques sont la curcumine, la déméthoxycurcumine et la
bisdéméthoxycurcumine. On trouve également dans le curcuma 64,9% de glucides, 7,8% de
proteines, 9,9% de lipides, 11,4% d'eau, des minéraux, des vitamines C, B1, B2, B3, B9.

1.2. Huile essentielle de curcuma

La norme AFNOR NF T-75-006 définit I’huile essentielle comme un produit obtenu a partir
d’une matiére premiere végétal. Soit par entrainement a la vapeur d’cau, soit par
hydrodistillation. L’huile essentielle est alors séparée de la phase aqueuse par des procédées

physique. Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organe :

Fleurs, feuilles, écorces, bois, racines, fruits, ou grain. La composition des huiles essentielles
peut alors varier d’un organe a I’autre. La quantité d’huile essentielle contenue dans les plantes
est toujours faible, parfois tres faible. Ceci explique le cout élevé des huiles essentielles, il est
lié a la rareté et non au procédé d’extraction qui reste le méme pour la plus parts des plantes. Il

faut parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un litre d’huile essentielle.

(Bakchiche,2015).
1.2.1. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des substances volatiles et parfumées des plantes (Raina et al, 2005)
; généralement de composition complexe (Bencheikh, 2017) ; Elles sont obtenues a partir d’une
matiére premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydrodistillation (Hay,
2015) ; Les huiles contiennent des substances volatiles qui sont des terpénes et leur dérivé
oxygéné généralement appelé camphre (Raina et al, 2005) ; Elles peuvent étre stockées dans
toutes les parties da la plante, comme les rhizomes pour le curcuma et le gingembre

(Randrianarivelo, 2010). L’ardme du curcuma est apporté par I’huile essentielle volatile et ses

e ——————
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constituants tels que les composés phénoliques. Les constituants chimiques de ’huile volatile de
curcuma longa ont été identifiés par chromatographie en phase gazeuse et chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (Raina et al, 2005) ; L'huile essentielle de
curcuma se compose également en petites quantités des monoterpenes oxygénés, associés a des

petites quantités des sesquiterpénes et des monoterpenes hydrocarbonés (Hombourger, 2010).
1.2.2. Caractéristiques organoleptiques et physiques

Une bonne huile essentielle de Curcuma doit avoir les caractéristiques physiques suivantes :
. Densité & 20°C : 0,925 a 0,945

. Indice de réfraction a 20°C : 1,505 a 1,515

. Pouvoir rotatoire a 20°C : -30° & +5°

. Point éclair : >60°C (Chibout, et Boussaide,2023).

L'huile est jaune pale a jaune fonceé et dégage un parfum frais, épicé et puissamment boise.
1.2.3. Propriétés phytothérapiques

L’huile essentielle de curcuma est reconnue pour ces propriétés :

-Facilite la digestion et stimule la sécrétion de bile.

-Participe a réduire la formation des gaz intestinaux

-Antiparasitaire et antifongique

-Vermifuge, elle est active contre les vers intestinaux (ascaris, oXyures...).

-Antibactérienne, des études montrent notamment une action sur le Staphylocoque doré et sur

Listeria monocytogenes.

L'huile de curcuma contient de la curcumine, qui est un anti-inflammatoire important qui

provogue I'éclat et I'inflammation de la peau.

- Protege contre la peau et les infections cutanées.

- Protege des coups de soleil.

- Protege contre les infections des gencives et des dents.

- Appliquez de I'huile de curcuma sur les articulations pour soulager la douleur.

- Renforce et aide a prévenir l'ostéoporose.

e ——————
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- Il contient des antioxydants, qui aident a éviter la formation de radicaux libres qui

causent le cancer.
- Protege contre le cancer en stimulant I'immunité.
- Réduit les gaz dans l'estomac.
- Protége le systeme digestif des irritations et des troubles.

- L'huile de curcuma est utilisée pour le soin des cheveux, elle traite les pointes fourchues

et augmente la propreté et la santé du cuir chevelu.
-Aide a prolonger les cheveux. (Chibout, et Boussaide,2023).
|.2.4. Précautions d’emploi et contre-indications de I’huile essentielle de curcuma

L’usage du curcuma peut s’avérer toxique et donner lieu a des effets indésirables tels que des
réactions cutanées, des maux de téte ou encore des troubles digestifs, L huile essentielle de
curcuma ne doit pas étre appliquée pure sur la peau. Il convient de la diluer. Utilisée a forte
dose, elle peut étre irritante et allergisante. Toujours effectuer un test cutané au préalable.
(Chibout, et Boussaide,2023).

1.3. Analyse chromatographique et spectroscopie de masse

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique trés répandue, dont les
premiéres applications qui remontent au début des années 40 ont concerné le controle des
fractions légeres des raffineries de pétrole. Son développement qui n’a cessé depuis, est di a
son extréme sensibilité, a sa polyvalence, a la rapidité de mise au point des analyses nouvelles
et aux possibilités d’automatisation, qui augmentent encore plus son intérét. La séparation sur
la colonne se faisant sur les composés qui doivent étre a I’état gazeux, 1’analyse des liquides ou
solides impose de pouvoir les transformer a 1’état de vapeur par chauffage. C’est sans doute la
principale contrainte a laquelle il faut penser avant de choisir cette technique, puisqu’elle limite
son emploi a I’étude des composés moléculaires thermostables et suffisamment volatiles. Les
phases stationnaires commerciales sont assimilées généralement a des liquides, rarement a des
solides. Les applications sont trés nombreuses dans tous les domaines et les développements de
la chromatographie gazeuse a grande vitesse ou multidimensionnelle rendent cette technique

toujours plus attractive.

Le principe de la séparation par CPG consiste a partager I’échantillon a analyser entre deux

phases ; L une de ces phases est un liquide stationnaire uniformément réparti sous forme d’une
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pellicule mince sur un solide inerte de grande surface spécifique, tandis que I’autre phase est

un gaz mobile qui s’écoule a travers 1’ensemble stationnaire.
1.3.1. Le couplage de CPG avec la spectrométrie de masse (GC-MS)

La chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse sont des techniques qui ont

connu des développements historiques tres différents.

C’est en 1941, que Martin et Synge, mentionnérent pour la premicre fois la possibilité d’utiliser
un gaz comme phase mobile dans un systeme chromatographique. Mais il fallut attendre 1952
pour que soient présentés les premiers résultats de séparation par chromatographie en phase
gazeuse d’acides gras libres, résultats de James et Martin. Cette technique analytique connut un
développement fulgurant mais il devint évident trés vite qu’il était difficile, sinon impossible,
d’identifier les composés d’un mélange complexe par CPG. Il fallait un détecteur dont la
réponse serait différente et specifique pour chacun des composés séparés. Un tel détecteur
existait bien avant que la CPG soit décrite : ¢’était le spectrometre de masse dont les origines
remontent a 1918 (travaux de ASTON et DEMPSTER). La fragmentation des molécules lors
d’un bombardement sous vide par des ¢lectrons d’énergie controlée puis la séparation des ions
ainsi formés selon leur rapport masse / charge dans un tube analyseur, constituent le principe
de base de la spectrométrie de masse. I1 devenait donc possible d’identifier un a un les composés

séparés par CPG grace au couplage avec le spectromeétre de masse.

Le premier couplage CPG /SM fut réalisé en 1957 par HOLMES en suéde ; depuis des progres
spectaculaires ont été réalisés mais remarquables en ce sens qu’ils vont vers une simplification

de 'interface. f.dridi.2005)
1.3.2. Le spectrométre de masse

Le spectrometre de masse est un appareil qui sert a établir les masses moléculaires et la structure

des substances. L’identification du composé se fait en analysant les ions formés a partir de la

substance.(f.dridi.2005)

A P’intérieur du spectrométre a lieu la volatilisation du produit, la formation des ions en phase

gazeuse ainsi que la séparation des ions selon le rapport masse M sur la charge Z. .(f.dridi.2005)
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11.1. Introduction

Ce travail a été effectue dans les laboratoires du département de Génie des procédés a
I’universit¢ Ammar Telidji Laghouat dont le but d'extraire I’huile essentielle de rhizomes de
curcuma , de déterminer ses propriétés physique puis d'étudier sa composition en utilisant

I’analyse chromatographique couplé a la spectroscopie de masse.

11.2. Matériel végétale

La curcuma longa a été choisie essentiellement sur la base de son intérét et sa fréquence
d’emploi grace a I’enquéte ethnobotanique effectuée au cours de cette étude aupres des
radiothérapeutes, des herboristes et des personnes utilisant ou vendant les plantes médicinales.
La plante Curcuma qui fait ’objet de notre étude, a été achetée chez le moulin royal a Laghouat

sous forme des rhizomes séches.

Figure 04 : poudre de curcuma

11.3. Extraction et caractérisation d’huile essentielle de rhizomes de curcuma longa

L'extraction d'huile essentielle a été effectuer en utilisant la méthode d'hydrodistillation par Ir
moyen d’un appareille de Clevenger , on a pris 200 g de matiére végétale avec 1,5 L d'eau dans
un ballon de 2 L. Une fois que le montage a été installé et fermé, la mise en marche du chauffe-
ballon est réalisée en ajustant le chauffage de maniere optimale afin de garantir une extraction

stable et maitrisée.

Le condenseur recoit la vapeur chargée d'huile essentielle. On estime a 2 heures la durée totale
de l'extraction. L'huile essentielle differe de I'hydrolat (eau aromatique) en raison de sa densité

et de sa couleur différente. Elle est dissoute de lui par décantation. Par la suite, elle est soumise

e
15




Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

a un processus de séchage avec du sulfate de sodium anhydre (Na2SQOas), puis récupéree et
stockée dans des vials, fermés hermétiquement et conservés dans un en droit frais et sombre.

Figure 05 : Montage d’extraction par hydrodistillation d’huile essentielle de curcuma

La figure suivante présente mieux 1’appareille Clevenger

Condenser

N

Huile essentielle
e

Hydrolat —

[

Mélange
Echantillon
Eau

Figure 06 : Schéma de I'appareil Clevenger
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11.3.1. Détermination de rendement

La quantité d'huile essentielle produite est calculée en fonction du rapport entre les masses de
I'huile essentielle et de la matiére végétale séchée. On le représente en pourcentage (%).

R=MEE . 100
MVS

Ou:
R : Rendement en huile essentielle (%) ;
MHE : Masse de I’huile essentielle (g) ;

MVS : Masse de la matiere végétale séche (g).

11.3.2. Constantes physiques

La qualité des matieres premieres utilisées et la formulation du produit fini sont étroitement
liées a la sécurité d'utilisation des produits cosmeétiques contenant des HE. Afin d'assurer leur
qualité, il sera nécessaire d'obtenir les HE a partir de matiéres premiéres spécifiqguement
identifiées, de les contrdler selon des procédés spécifiques, de présenter des caractéristiques

physico-chimiques précises et de les conserver de maniere satisfaisante.

On peut définir I'HE en étudiant ses caractéristiques physiques telles que sa densité, son indice

de réfraction et son pouvoir rotatoire.

11.3.2.1. Mesure de la densité relative

La densité relative a 20°C (d?%0) correspond au rapport entre la masse d'un volume spécifique
d'huile essentielle et la masse d'un volume a 20°C d'eau. La relation suivante permet de calculer

la densité relative :

220 — m2 mi
7 m1 mo

1)d?%o: Densité relative a 20 °C.
2)mO0 : Masse de densimetre vide en g.
3)ml : Masse de densimétre rempli d’eau en g.

4)m2 : Masse de densimétre rempli d’huile essentielle en g.

e ——————
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11.3.2.2. Mesure de ’indice de réfraction

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un
rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans I’HE maintenue a une
température constante , Cet indice est mesuré a 20°C et rapporté a la raie D du sodium (A= 589
nm). L’appareil utilisé pour cette mesure est un réfractometre de type : CETI Prisma

Refractometer Medline Scientific 8300.0000M.

n3 = nl+ 0,0004 (T — 20)

1)n%p: Indice de réfraction a 20 °C.
2)nTp : Indice de réfraction obtenue a la température de laboratoire.
3)T : Température de laboratoire.

4)0,0004 : Coefficient de correction.

Figure 07 : Le réfractométre.

11.3.2.3. Mesure du pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire d’une huile essentielle est un critere important de la pureté et permet
d’indiquer si elle possede une activité optique dextrogyre ou lévogyre.L’appareil utilisé pour

cette mesure est de type (Polarimetre POLAX-2L Cat.N0.5223).(Figure 7)

Le pouvoir rotatoire est donné par la formule suivante :

(434

L

220 =
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1)a?®: ’angle lu sur Pappareil en degrés.
2)L ; I’épaisseur du film (cellule) en dm.

3)C : la concentration de HE exprimée en g/100ml.

Figure 08 : Le polarimétre.

11.4. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse CPG / SM

Les constituants d’huile essentielle ont été analysés a 'aide d'un systéme de chromatographie
en phase gazeuse Hewlett-Packard série 6890 (Agilent Technologies) équipé d'un détecteur a
ionisation de flamme réglé a 280°C. La séparation a été réalisée en utilisant une colonne
capillaire apolaire HP-5MS 5% Phenyl Methyl Silox (30 m x 250 pm x 0,25 um). La
température de la colonne a été initialement programmeée a 60 ° C pendant 8 min et portée a
250°C a 2°C/min, puis a été maintenue de maniere isothermique pendant 20 min. L'hélium a
été utilisé en tant que gaz vecteur circulant a travers la colonne a un débit de 0,5 mL .mint. Le

volume injecté est de 0.2 uL. le mode d’injection : split et le ratio 1:50.

Les analyses chromatographiques CPG / SM ont été réalisées sur une colonne apolaire suivant
la méme programmation de température que celle de la GC-FID. Celle-ci a été couplée a un
spectrométre de masse de série MSD 5973 C (Agilent Technologies). L'hélium a été utilisé en
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tant que gaz vecteur avec un débit de 1,5 ml.min. La température de l'injecteur est de 250°C.
Un impact électronique a 70 eV a été utilisé.

1.4.1. Identification et semi-quantification

L’identification des composés volatils a été menée par comparaison de leurs indices de rétention
et leurs spectres de masse a ceux des composés référencés dans les banques de données (Nist
2005, Adams 2007 et Wiley 2009).

Les indices de rétention ont été calculés a partir d’une série d’alcane (Ce-C2s) injectée dans les
mémes conditions chromatographiques que les échantillons a analyser, et ce a partir de
I’équation de Van Den Dool, et Kratz, 1963.

Cette méthode tire parti de la relation de linéarité entre les valeurs de Log(t’r) et le nombre
d'atomes de carbone dans une molécule. La valeur de l'indice de Kovats est usuellement

représente par : (Hibschmann, 2009).

log (tp), — log ().
log (tg)c1 — log (tg)c

RI=100-¢c+ 100

Une simplification est utilisée qui a été introduite par van den Dool, et Kratz, ou les temps de
rétention directs sont utilisés au lieu des termes logarithmiques utilises par Kovats :
(Hibschmann, 2009).

(fR)x - (t!R)c
(til)c+l - (til )c

RI =100-c+ 100

Avec :

1)RI : I’indice de rétention de Kovats ;

2)C : le nombre d'atomes de carbone dans le plus petit n-alcane ;
3)C+1 : le nombre d'atomes de carbone dans le plus grand n-alcane ;
4)t’r :le temps de rétention ajusté ;

5)X : le composé inconnu.
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La semi-quantification des composés a identifier a été calculée a partir des surfaces des pics
des chromatogrammes GC-FID.

I11.5. Détermination de ’activité antioxydante par piégeage du radical libre DPPHe
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPHe¢). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non radical)
en acceptant un atome d’hydrogéne (Figure 9 ). L’effet de chaque extrait sur le DPPH est
mesuré par la procédure décrite par Brand-Williams, et al., 1995.

NO, Q NO, Q
ON N—N + Antioxydant-OH ——» OZNQH—N + Antioxydant-O°
NO, @ NO, O
DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 09 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre I'espéce radicalaire
DPPH et un antioxydant.

I11.5.1. Mesure d’absorbance par spectroscopie UV-visible

La spectrométrie d’absorption dans le domaine Ultra-Violet-visible a toujours été une
technique de mise en ceuvre facile, en s‘appuyant sur la structure électronique d’un composé
ou plut6t d’une fraction de ce composé pour mettre en évidence sa présence (analyse
qualitative) et de connaitre sa concentration (analyse quantitative). Son emploi est de plus en
plus réservé a l'analyse quantitative via la loi de Beer-Lambert.
Le domaine concerné s'étale de 80 a 800 nm. L’intervalle du visible s’étale de 400 nm (bleu) a
800 nm (rouge). L’intervalle de 1'UV proche s’étale de 200 nm a 400 nm et le domaine de
I'UV lointain de 10 nm a 200 nm .Dans notre étude I’'UV-vis a été utilisée pour des analyses
quantitatives, on appliquant la loi de Beer-Lambert.

A=elc
1)A: absorbance. ¢ : le coefficient d’absorption molaire en L.mol-1.cm-1,
2)I: la longueur de cuve en cm.
3)C: la concentration de la solution en mol/l.

A I’aide d’un spectrophotométre UV/Vis (Shimadzu 1280) contre le blanc qui contient 3 ml
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de la solution du réactif et 3 ml du méthanol et il est incubé dans les mémes conditions que

I’échantillon. La vitamine C choisie comme standard a été traitée dans les mémes conditions.

Figure 10 : L’appareil de spectroscopie UV-visible

Protocole expérimental

Pour la mesure de I’activité, une prise d’essai de 50 pl d’extrait a différentes concentrations est
mise en présence de 1950 ul d’une solution de DPPH (60 uM, préparée dans le méthanol). Le
mélange est placé pendant 30 mn a I’abri de la lumiére pour réagir et I’absorbance est mesurée
a 517 nm contre un témoin négatif. L’acide ascorbique est utilis¢ comme antioxydant de
référence et toutes les mesures sont faits en trois répétitions.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de

I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule :

1% = A blanc — A echant 100
0 A blanc X

Ou:

1)1% : Pourcentage d’inhibition.

2)A échant : I'indice d’absorbance de la solution de DPPH- en présence d’extrait;

3)A blanc : I’indice d’absorbance de la solution de DPPH" en absence d’extrait.

Les graphes de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des échantillons, nous

permettent d’obtenir la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration

e
22



Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

DPPH? initiale a 50%. Cette valeur est appelée la concentration efficace ECso et parfois notée

ICs0. Une faible valeur d’ECso correspondant a une grande efficacité de I’extrait. (Mahdjoubi,
2023)
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I11.1. Extraction et Caractérisation d’huile essentielle

I11.1.1. Détermination de rendement

Le rendement moyen en huile essentielle a été calculé en fonction de la matiére végetale séche
de rhizome de curcuma langa. Le rendement est égal a R=1%. Cette valeur est faible para port
le travail de (Doctissimo, 2016) ou le rendement est de 4 & 6 %.

111.1.2. Constantes physiques

L'huile essentielle avait une couleur jaune orange, €tait soluble dans I’éthanol avec le fort
parfum caractéristique de curcuma langa. Les propriétés physiques tels que : la densité, I’indice
de réfraction et le pouvoir rotatoire, constituent un moyen de vérification et de controle de la
qualité de I’huile essentielle. Les résultats propres a la mesure de ces indices et comparés a la

référence (Le Guehennec, et Monnatte-Lassus, 2014) sont consignés dans le tableau 3.

Tableau 3: Caractéristiques physiques d’huile essentielle étudiée

Propriété Résultat Référence
Densité d?° 0,929 0,925 a 0,945
Indice de réfraction 20°C 1,5115 1,505 a 1,515
Pouvoir rotatoire a0 -15° -30° a +5°

Les résultats obtenus des analyses physico-chimiques montrent que notre huile analysée est en
accord avec la référence de comparaison. La détermination des indices physico-chimiques est
une étape nécessaire mais non suffisante pour caractériser les huiles essentielles. Il est donc
nécessaire de la compléter par des analyses chromatographiques CPG-SM, ces derniéres sont
souvent utilisées comme moyen analytique complémentaire pour I’analyse structurale des
substances volatiles, elles ont été employées pour identifier quantitavement les huiles

essentielles de notre plante.
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I11.2. Analyse par CPG / SM

L'identification des composants de I'huile essentielle soit réalisée en comparant leurs spectres
de masse et leur KI (Kovats Index) avec les bases de données disponibles (Adams, 2001). Le

pourcentage de chaque composeé a été calculé en utilisant la méthode de normalisation a partir
des aires de pic.

Vue qu’on n’a pas obtenu les résultats de I'analyse, nous avons mené une étude comparative
entre différentes études réalisées sur le curcuma longa L. dans différents pays comme présente
le tableau 5. La comparaison a révélé que il y a des composeés terpéniques (des sesquiterpenes)
majoritaires dans tous les études, et sont les suivants: ar-tumerone ( 18% a 68.9% ),
a-tumerone ( 10% a 32% ), p-tumerone ( 10% a 33.8% ) et curlone (10.6% a 13.9% ). D'apres
ces remargues on peut prévoir avec une grande possibilité la présence de ces produits dans notre
huile essentielle.

Tableau 4 : Comparaison de la composition des huiles essentielles de différents études

Inde Inde Bhoutan | Bangladesh | Iran | Brésil | Japan Inde | Inde
p-cymene 3 0.7 1.2 3
o/B-phellandrene 3 0.1 1.1 3
Camphor 3.2
Camphene 55 2.7
o/B-pinene 2.7 1.3 10.6
Cineole 2.6 0.9 14
Linalool 1
ar-tumerone 311 | 317 25.7 27.8 68.9 | 18 42 146 | 31.1
a-tumerone 10 12.9 32 17.2 20.9 16.1 10
B-tumerone 10 12 18.4 17 .2 16.1 | 33.8 | 10
ar-curcumene 6.3 3.3 1 6.3
ar-turmerol 0.1 1.3 11
bisabolone 0.9 2 0.9
a-Zingiberene tr 1.3 15 4.4 15 | 24 10.7 | tr
(2)- a-atlantone 15 1.1 0.6
B-bisabolene 1.3 2.9 0.4 1.3
ao/B-curcumene 1.3 1.4 4.2
B-sesquiphellandrene 2.6 5.6 1.3 | 1.9 3.2 2.6
(2)-y -atlantone 44
(E)-y -atlantone 18.3
curlone 10.6 13.9 10.6
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0o o)
ar-tumerone g-tumerone
l;l -
curlone -tumerone

Figure 11 : Les composes terpéniques majoritaires dans les huiles essentielles de

curcuma longa L

111.3. Détermination de activité antioxydante : piégeage du radical libre DPPH*
Les ECso sont calculés a partir de la partie linéaire des courbes de pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration en huile essentielle (figure 12 et 13), les valeurs de ECso sont

présentés dans le tableau suivant.

Tableau 05 : Activité antioxydante d’huile essentielle de curcuma longa et de standard

déterminé par le test DPPH

Extraits ECso (mg/ml)
Huile essentielle 22
Acide ascorbique 0,023
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Figure 12 : Pourcentage d’inhibition en fonction de concentration d’acide ascorbique
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition en fonction de concentration d’huile essentielle
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Conclusion générale

L’objectif des travaux présentés dans ce mémoire est I’extraction d’huile essentielle de
rhizomes de curcuma longa L. et I’étude de ces propriétés physique et activité anti-oxidante et
sa composition chimique en utilisant ’analyse chromatographique couplé a la spectroscopie de
masse. Cela nous permettra de mieux l'utiliser dans diverses utilisations medicinales et

cosmétiques.

Les résultats obtenus des analyses physico-chimiques montrent que notre huile analysée est en

accord avec la référence de comparaison.

D'apres I’étude comparative entre différentes études réalisées sur le curcuma longa L. on peut
prévoir avec une grande possibilité la présence des composés terpéniques (sesquiterpenes)

mayjoritaires suivants : ar-tumerone, a-tumerone , -tumerone et curlone.

A fin de déterminer I’activité antioxydante de notre huile essentielle on a utilisé la technique de
piégeage du radical libre DPPHe. Le résultat montre un faible pouvoir antioxydant relatif,
malgré le fait que le curcuma est connu comme un puissant antioxydant. Cela indique que

I'activité antioxydante est due a d'autres constituants de la plante.
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Abstract:

The objective of the work presented in this dissertation is the extraction of essential oil from curcuma longa L. rhizomes
and the study of these physical and antioxidant activity and properties and its chemical composition using analysis. The
results show a high possibility of the presence of the following majority terpene compounds (sesquiterpenes): ar-
tumerone, a-tumerone, B-tumerone and curlone.. the antioxidant activity of our essential oil is low, which indicates that
the activity antioxidant is due to other constituents of the plant.
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Résumé :

L’objectif des travaux présentés dans ce mémoire est I’extraction d’huile essentielle de rhizomes de curcuma longa L. et
1’étude de ces propriétés physique et son activité antioxydanteet sa composition chimique en utilisant 1’analyse. Les
résultats montrent une grande possibilité de la présence des composés terpéniques (sesquiterpénes) majoritaires suivants

ar-tumerone, a-tumerone , B-tumerone et curlone.. I’activité antioxydante de notre huile essentielle est faible ce
qui indique que l'activité antioxydante est due a d'autres constituants de la plante.
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