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Introduction générale

Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS), prés de 80 % des populations dépendent
de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire. Des avantages économiques
considérables dans le développement de cette médecine et dans l'utilisation des plantes
médicinales pour le traitement des diverses maladies ont été constatés. Par conséquent, la

recherche des principes actifs potentiels de la plante est plus que jamais d’actualité. [1]

Depuis toujours, I’homme a eu recours aux plantes pour se maquiller, se parfumer,
mais aussi pour se soigner sans connaitre réellement les propriétés de ces plantes, ni avoir
la moindre connaissance scientifique, méme sommaire, expliquant leurs vertus. Ce n’est
qu’au moyen age que les huiles essentielles ont été réellement découvertes grace aux
premieres distillations et plus tard, grace aux progrés de la science et tout particuliérement
a I’apparition de la chimie. Cette médecine traditionnelle ancestrale est le précurseur de la

phytothérapie et de 1’aromathérapie d’aujourd’hui. [2]

Les huiles essentielles sont des liquides concentrés en composés aromatiques
(odorants), volatils. Leur utilisation est connue depuis 1’antiquité par les anciennes
civilisations pour soigner les pathologies courantes. Aujourd'hui, les huiles essentielles
représentent 1’un des principes actifs les plus importants en raison de leurs multiples et
diverses applications grasses a potentiel thérapeutique et de leurs constituants.
Quel que soit le domaine d’utilisation des huiles essentielles (agroalimentaire,
parfumerie, cosmétique, et industrie pharmaceutique), une parfaite connaissance de leurs
propriétés est nécessaire pour en contréler la qualité et y déceler une éventuelle spécificité
en vue de leur valorisation. Donc seulement une connaissance détaillée de leurs
caractéristiques et leurs constituants menera a une utilisation appropriée. [3]

L’ Algérie est riche en plantes aromatiques et médicinales susceptibles d’étre utilisées dans
différents domaines (pharmacie, parfumerie, cosmétique, et agroalimentaire) pour leurs
propriétés thérapeutiques et odorantes. Ces plantes aromatiques sont, donc, la source de
produits a forte valeur ajoutée. C’est pourquoi, nous nous somme intéresser vers I'étude des
plantes médicinales et notre choix porté sur Pimpinella anisum L et Syzygium aromaticum
L. Ces plantes sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle pour le traitement
des troubles digestifs, les douleurs dentaires, les infections urinaires et cutanées, le taux,

I'inflammation de la bouche et de la gorge, et de nombreuses autres maladies.




: o Uf!&;ﬂ
Introduction générale | & :;\/J

Le travail abordé dans ce manuscrit a pour objet de I’extraction et 1’analyse physico-
chimique des huiles essentielles des deux plantes investiguées ainsi que la séparation et la

caractérisation de leurs principes actifs.

Ce manuscrit est organisé en deux parties

+ La premiére partie propose une mise au point bibliographique divisée en deux
chapitres. Le premier renferme une généralité sur les plantes médicinales et les
deux plantes choisies. Le deuxieme chapitre donne un apercu général sur les huiles
essentielles.

+ La seconde partie englobe les travaux ultérieurs, réparties en deux chapitres. Dans
le chapitre trois, nous avons décrit en détail les protocoles opératoires du procédé
d’extraction et les méthodes de caractérisation. Les résultats obtenus lors de cette

étude sont amplement discutés dans un quatrieme chapitre.

Et en fin, Ce manuscrit est achevé par une conclusion générale.
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I.1.Introduction

Depuis la nuit des temps, ’homme s'est toujours soigné par les plantes, de manicre

empirique, guidé par la tradition ou les coutumes.
Les vertus thérapeutiques des plantes ont été expérimentées depuis lors et leurs précieuses
Caractéristiques se sont transmises oralement de génération en génération ou consignés
dans les vieux Ecrits. Les remédes de bonne réputation ont prévalu malgré le
développement de la médecine moderne qui est venue marginaliser le recours aux
techniques médicales naturelles En effet, les plantes demeurent la principale source de
principes actifs, les huiles essentielles, isolées a partir de plantes, constituent 1’un de ces
principes actifs les plus importants en raison de leurs multiples et diverses applications. Il
existe plusieurs techniques d’extraction des HEs, dont le choix de la méthode reste limité
par 1’aspect qualitatif et quantitatif des huiles a extraire. [1]

Le premier chapitre renferme une synthése bibliographique sous forme de deux grandes
parties : Premiérement nous donnons un apercu général sur les plantes médicinales.
Ensuite nous présenterons les especes végétales a étudiées ; définition origine de nom,
description botanique, production et culture, classification, étude phytochimique, diverses

activités biologiques, la toxicité, ainsi que leurs utilisations.
1.2. Généralités sur les plantes médicinales

1.2.1. Définition

Plusieurs définitions ont été données aux plantes aromatiques et médicinales (PAM)
et la gamme de ces plantes s’avere trés longue et élastique et peut concerner la plupart des
plantes spontanées et de nombreuses espéces arboricoles et herbacées cultivées.
D’aprés (Peyron, 2000), ces diverses plantes peuvent étre, tour a tour ou ensemble,
aromatiques, médicinales, cosmétiques ou de parfumerie. Les unes et les autres sont
utilisées sous diverses formes : en 1’état, transformées (déshydratées, surgelées), ¢laborées
(extraits, huiles essentielles, oléorésines, isolats). Elles peuvent également se distinguer
selon les organes récoltés.
Selon I'OMS, «une plante médicinale est une plante qui contient, dans un ou
plusieurs de ses organes, des substances qui peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques,
ou qui sont des preécurseurs de la chimio-pharmaceutique hémi-synthése ». [2] Cette

définition permet de distinguer entre les plantes médicinales déja connues dont les
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propriétés thérapeutiques ou comme un précurseur de certaines molécules ont été
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scientifiquement établis, et d'autres plantes utilisées en médecine traditionnelle.

1.2.2. Historique

L’histoire de la médecine traditionnelle remonte aux plus anciennes civilisations
(NCCAM). En effet, des son origine, I'nomme a cherché a calmer ses maux et a réduire ses
souffrances. Pour cela, il a utilisé les produits immédiatement a sa portée. Le régne végétal
lui fournissant en grande partie son alimentation fut son premier champ d'expériences. Peu
a peu, il a appris a discerner les propriétés des plantes, leurs vertus, leur toxicité. Toutes les
civilisations antiques : mésopotamienne, égyptienne, chinoise, indienne, précolombienne
avaient une panoplie de remédes végétaux. Ainsi, se constitua au fil du temps une
pharmacopée traditionnelle. L'usage pratique fut la seule voie de connaissances acquises au
cours des siecles, sans réelle approche théorique ni compréhension du mode d'action des
plantes, constituant les données empiriques de la tradition.
- Moins 3.000 ans avant J.C. : Le premier recueil connu de formules végétales (décoctions,
suspensions, et onguents) gravées en caractéres cunéiformes sur des tablettes d'argile,
découvert a Nippur en 1948, date de I'époque Sumérienne d'il y a quelque 5000 ans. I

recense jusqu'a 250 espéces de plantes.

- Moins 2.700 ans avant J.C. : Presque a la méme époque, mais a plusieurs milliers de
kilomeétres de la en Chine, a I'époque 1égendaire des premiers grands empereurs, naissait le
Pen-Tsao, fameux manuscrit dans lequel sont cités également de tres nombreuses plantes,
manuscrit qui fut remis en forme par Lee-Chee-Chen au 16éme siecle.
- Moins 2.000 ans avant J.C. : Découverte en 1973, dans les ruines d'Elba (prés d'Alep en
Syrie), de milliers de tablettes qui abondent en renseignements sur la médecine

mésopotamienne et les échanges de ces thérapeutiques végétales avec les peuples voisins.
[2]

1.2.3. EIéments actifs des plantes médicinales

Les effets curatifs de certaines plantes sont bien connus. Il est indispensable de
connaitre la composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur
I'organisme.
Les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants biochimiques
naturellement présents dans une plante, ils lui conferent son activité thérapeutique. Les
principes actifs se trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de maniere inégale et

ils n‘ont pas les mémes propriétés. D'apres Amlan et Patra, Plus de 200.000 structures de
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métabolites secondaires ont été identifiées. Ces structures jouent un réle important dans
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I’odorat et protection de plante contre les ravageurs et radiations ultra-violets solaires
Kamra et al. Ils ont aussi un role important dans les interactions de la plante avec son

environnement. [3, 4]

1.2.3.1. Les phénols

Il existe une tres grande variété de phenols, de composés simples comme l'acide
salicylique, molécule donnant par synthése I'aspirine, & des substances plus complexes
comme les composés phénoliques auxquels sont rattachés les glucosides. Les phénols sont
anti-inflammatoires et antiseptiques. On suppose que les plantes, en les produisant
cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes phytophages. Les acides
phénoliques, comme l'acide rosmarinique, sont fortement anti-inflammatoires et

antioxydants et peuvent avoir des propriétés antivirales. [5]

COOH

OH

Acide salicylique

Figure 1.1 : structure chimique de phénol

1.2.3.2. Huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus
importants principes actifs des plantes. Elles sont largement employées en parfumerie. Les
huiles essentielles contenues telles quelles dans les plantes sont des composés oxygénés,
parfois d'origine terpénoides et possédant un noyau aromatique. Les huiles essentielles ont
de multiples propriétés. Les huiles essentielles sont & différencier des huiles fixes ou des

huiles obtenues par I'nydrolyse des glucosides. [5]

CHO

CHg

HaC CHa Géraniale

Figure 1.2 : structure chimique des huiles essentielles
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1.2.3.3. Les tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci
donnent un goQt amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation
pour les insectes ou le betail. Les tanins sont des composants polyphénoliques qui
contractent les tissus en liant les protéines et en les précipitant, d'ou leur emploi pour
« tanner » les peaux. lls permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les
infections. Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples,
comme dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme

dans la diarrhée, et pour réparer les tissus endommages par un eczéma ou une brdlure. [5]

HO. OH
OH
o 0 OH
(o}
i =
(¢) OH
0. o
o
HO
OH
HO OH
OH
Tanins condensés Tanin saponifiable (Tanin gallique)

Figure 1.3 : structure chimique de tanins

1.2.3.4. Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments
polyphénoliques qui contribuent, entre autres a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en
blanc ils sont un important champ d'action et possedent de nombreuses vertus médicinales.
Les antioxydants, ils sont particulierement actifs dans le maintien d'une bonne circulation
certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales, et des effets

protecteurs sur le foie. [5]
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Figure 1.4 : structure chimique de flavonoide

1.2.3.5. Les alcaloides
Les alcaloides sont des substances azotées, basiques, d’origine naturelle a structures
complexes. Certains alcaloides dérivent soit des acides aminés (alcaloides vrais), soit des

terpénes (alcaloides terpéniques ou proto-alcaloides).

D’autres sont des amines simples ou 1’atome d’azote n’est pas inclus dans un systéme

hétérocyclique (cas des pseudo-alcaloides).

e Alcaloides vrais : hygrine, cocaine, lobéline.
e Pseudo-alcaloides : capsaicine, noréphédrine, caféine.

e Proto- alcaloides : colchicine, adrénaline, dopamine. [6]

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités

pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés :

¢ Au niveau du systeme nerveux central comme antidépresseurs (morphine,
scopolamine) ou stimulants (strychnine, caféine),

¢ Au niveau du systéme nerveux autonome : sympathomimétiques (éphédrine) ou
sympatholytiques, parasympathomimétiques, anti-cholinergiques et ganglioplégiques.
¢ On notera aussi 1’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux, d’anti-fibrillants, d’anti-

tumoraux, et d’antipaludiques. [7]

oL AR o'

\Dopamme proto-alcaloide Hygrine alcaloide vrai Noréphédrine pseudo- aIcaI0|de

Figure 1.5 : structures chimiques des alcaloides
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1.2.4. Les conditions optimales pour obtenir le meilleur des plantes
1.2.4.1. Récolte

Chaque partie de la plante concentre le maximum de principes actif & une période
précise de I’année, a I’laquelle il s’agit de faire la récolte. Le bon moment de cueillette peut
varier selon 1’altitude, particuliérement les périodes de floraison. [8]
1.2.4.2. Séchage

Le séchage, qui élimine la majeure partie de 1’eau d’une plante, doit Etre
commencé sitdt la récolte terminée et réalisé avec soin, Ne mélange pas 1’espéce et les
différents partis de la plante, commencez par faire sécher la plante quelques heures au
soleil, avant de la mettre a I’abri dans un locale sec et bien aéré lavez et brossez avec soin
les racines, puis coupez-les, encore fraiches, en morceau ou en trongons de 1 cm environ.
Brassez les plantes une fois par jour pour les aérer.

La durée de séchage varie de quelque jour a 15 jour, mais ne dépasser pas le cap des
3 semaines afin d’éviter tout dépot de poussiére sur les plantes. Ecorces et les racines
sont les plus longe a sécher ; Le bon degré de séchage est atteint lorsque les feuilles et

les fleurs sont rigides, mais non cassantes ou toucher. [8]

1.2.4.3. Conservation

Fragmentez en petits morceaux les plantes séchées, et mettre dans les boites
hermétiques en fer blanc, des sacs en papier épais fermé dans une bande adhésive, ou par
bouchon de liége..., et n’oublier pas de marquer le nom et la date de récolteurs chaque

contenant et on le mette dans un endroit sec a I’abri de la lumicre. [8]

e Durée de conservation
Les plantes seches pilées. Se conservent plus longtemps que celles qui ont été pilées
fraiches.

Les médicaments pilés apres séchage gardent leurs principes actifs au moins
dix ans. Chaque fois que les médicaments sont exposes a l'air, ils perdent une partie de leur
longeévité, c'est-a-dire que chaque fois que vous ouvrez les flacons ou les boites, vous
diminuez la force du médicament Les médicaments liquides se conservent difficilement

par rapport aux médicaments en poudre. [9]
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Reécolte ‘ Séchage Conservation

Figure 1.6 : Les conditions optimales pour obtenir le meilleur des
plants [10, 11,12]

1.3. ANIS -VERT

1.3.1. Introduction

L'anis vert est I'un des plus anciennes épices utilisées depuis I'antiquité, dont on trouve
qu'il a été cité dans la bible et figurait dans les textes de Pythagore cette information donné
par 1’étude de Bardeau [13]. Cette plante a connu une large utilisation par de nombreuses
civilisations dans le cadre des remédes traditionnels dont on peut citer : les Egyptiens, les
Perses et les Indous, ainsi que les Romains Avait dans utiliser le dessert pour faciliter la
digestion selon la recherche de Garnier. [14]

L'origine de cette plante est mal connue, cependant pour I’étude de groupe de Delaveau
[15], elle reste mystérieuse dont ils constataient que l'anis vert est apporté par les anciens
d'Asie. D’autre part le scientifiqgue Duquesne [16], Suggérait que ces graines viennent de
Syrie et ne fait ressortir en Europe que vers le milieu de XVI é siecle ou elles étaient
utilisées pour aromatiser le pain. Par contre, pour 1’étude de stray [17], I'anis serait
originaire d'Afrique.

Selon la plupart des auteurs, l'anis vert est estimé en Afrique du nord, dans le bassin
méditerranéen et en moyens orient (Egypte, Syrie) dont il pousse spontanément dans ces
régions a partir la recherche de Bardeau [13], en suite il a été cultivé un peu par tous dans

le monde. Bien que les avis des auteurs étaient différents sur l'origine d'anis vert,
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cependant tous s'accordaient que cette plante est l'une des plus anciennes herbes
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médicinales du monde par 1’étude de Stray et Lamendin. [17, 18]

1.3.2. Définition

L’anis vert est une plante aromatique herbacée annuelle cultivée dont on utilise le fruit
velu, de 3 a 5 mm de long qui se présente sous forme de diakénes gris brun a stries claires
d’odeur anisée. [19]

Le fruit est utilisé aussi bien comme condiment alimentaire, que comme reméde en
médecine traditionnelle. 1l possede des propriétés antispasmodique, digestive, carminative,
antiseptique... et entre dans la composition de produits cosmétiques et d’hygiéne. [19,

20,21]

1.3.3. Origine de nom [22]

-Nom commun : Anis-vert

-Nom du fruit : Anis —vert, Petit anis, anis d’Europe.
-Nom scientifique : Pimpinella anisum L

-Origine : Asie

-Synonymes : Anisumvulgare GAERTN

-Ordre : Apailes

-Famille : Apiaceae (ombelliféres)

-Genre : Pimpinella

-Espéce : Pimpinella anisum L Figure 1.7 : Plante

de Pimpinella anisum L [23]

1.3.4. Description botanique

L'anis vert est une plante annuelle qui pousse a I'état sauvage dans les pays natifs. Elle
possede des racines fusiformes, peu ramifiées et blanchatres ces informations sont les
résultats de la recherche de Pierre et Lys, [24]. Les tiges sont gréles creuses et trés
ramifiées peuvent atteindre de 50 a 70 cm de hauteur. Les feuilles sont de couleur vert vif,
celle de base sont larges de forme arrondie ou lobée tandis que les feuilles vers le sommet
sont découpées en laniéres ci la description de Polese [25]. En été, il apparaisse des fleurs
blanchatres disposées en ombelles, donnant des fruits qui sont représentes par des graines

d'environ 0,5cm.

10
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Elles sont ovales, pédiculées, allongées et de couleurs vertes —grisatre c’est une
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information donner par Peter [22]. La graine possede des poils rudes a sa surface et porte
05 cotés filiformes a peine saillantes.

La confusion autour de cette plante est toujours presente vu la similarité a divers degrés

de saveur entre les graines d'anis vert et les graines de fenouil (par fois appelé anis doux),
I'aneth, le car vient le cumin (faux anis). Cependant le vrai anis est nommé
scientifiquement Pimpinella anisum L, tandis que les autres épices citées auparavant
appartiennent a la méme famille : les Ombelliféres mais a des especes différentes cette
informations a été donnée par les chercheurs Halent et al, Small. [26,27]
En effet, I'anis possede plusieurs noms communs qui varie d'un pays a un autre dont on
distingué en ; Francgais : anis vert, Anglais : anis, Arabe : El-Yansoune, dialecte local :
Habat EI Halawa. Ainsi Pimpinella anisum L tire son nom du mot latin Anisum signifiant
ce dernier une plante a odeur trés agréable ces noms sont des résultats de la recherche de
Couplan. [28]

Les fruits de cette plante sont des petites graines composées de : eau (9%), protéines
(18%), polysaccharides (35%), lipides (15-20%), fibres brutes (15%), cendre (7%), ions
essentiels (Potassium, calcium, phosphate et fer) d'huile essentielle qui représente entre 2,5
a 3,5% de poids total de la graine ces pourcentages donner par les chercheurs Bakhru,
Charles. [29,30]

Figure 1.8 : plante et graines d'anis vert (Thézan et Klusiewicz, 2006)

1.3.5. Production et culture

1.3.5.1. Culture
L'anis est cultivé en Turquie, en Egypte, en Espagne, en Russie, en Italie, en Inde, en
Greéce, en Afrique du Nord, en Argentine, a Malte, en Roumanie et en Syrie. L'anis est

principalement exporté de Turquie, mais aussi d’Egypte et d’Espagne en particulier. D'un

11
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point de vue industriel, les différences de qualité entre les graines d'anis d'origines
différentes ne sont pas significatives et les spécifications ne doivent donc pas limiter I'épice
a un pays d'origine spécifique. [32, 33,34]

Les graines de fruits mdrs germent relativement rapidement. Le temps de germination
est de 14 jours. Seules les graines de la récolte de ’année précédente germent bien. Un
stockage prolongé réduit rapidement la vigueur de la germination : les graines stockées
pendant cing ans ne germent plus. La plantation commence lorsque le sol des plates-bandes
est réchauffé. La température optimale du sol pour la germination est de 18-21 ° C. Il est
essentiel de préparer de bons lits de semences et de créer un bon contact entre la graine
plantée et le sol car les graines sont petites et ont un faible pourcentage de germination
(70%). La plantation est realisée au printemps ou en automne selon les zones ou elle est
cultivée. Les graines avec un taux de semis de 20-25 kg / ha sont semées en rangées
espacées de 20-30 cm, a une profondeur de 1 cm. La plante se développe lentement aprés
la germination et pendant les quelques semaines suivantes, il est nécessaire de controler
étroitement les mauvaises herbes. 1l est recommandé d'appliquer des engrais a raison de 80
a 100 kg de K,0 et de 50 a 75 kg de P,0s par hectare. Les petites fleurs blanches
fleurissent au milieu de I'été et la maturité des graines survient généralement un mois apres

la pollinisation, lorsque la teneur en huile des fruits secs est d'environ 2,5%. [35, 36, 37,38]

1.3.5.2. La production

La récolte a lieu lorsque les fruits au centre de 1’infructescence brunisent et que les tiges
jaunissent. Elle est effectuée par fauchage si le désherbage a été fait, ou par arrachage dans
le cas contraire.

La récolte est placée en petits paquets (javelles) qui seront manipulés avec précaution car

les fruits tombent facilement, surtout au moment de la rodée matinale.
Les fruits mures et secs sont récupérés par battage des javelles.

Les graines d'anis sont récoltées entre fin juillet et début septembre, selon les zones de
culture. [39]
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1.3.6. Classification

Classification classique
Régne Plantae
Division | Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille | Apiaceae
Genre Pimpinella
Nom binominal
Pimpinella anisum L., 1753
Classification phylogénétique
Ordre Apiales

Famille | Apiaceae

Tableau 1.1: Classification de I’anis-vert [22]

1.3.7. Etude phytochimique de Pimpinella anisum L

Les graines de I'anis vert ont été étudiées pour leur composition phytochimique, ainsi
les résultats ont révélé a travers plusieurs études, la présence des principaux composés
bioactifs : polyphénols, flavonoides et tanins. Cette composition phytochimique est décrite
dans un article par Al Daihan et al, Shobha et al, Christova-bagdassarian et al. [40,41, 42]
De plus, par 1’étude de Bruneton [23], qui détaillé la composition phytochimique des
grains de I’anis-vert ; les graines de Pimpinella anisum L sont constituées majoritairement
de :

v Polysaccharides, flavonoides, hétérosides de flavones.
v Lipides (15-29%).

v Acides phénols.

v Furcoumarines et hydroxycoumarines.

v Glucosides de I'acide 4-Hydroxybenzoique.

v Huile fixe (25-30%).

v Huile essentielle (1,5-6%) constituée majoritairement de Trans anéthol.
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Une étude sur la composition des graines entiéres d'anis vert a représenté que le
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composé majoritaire le Trans anéthol est présent a un pourcentage de 57,4% dans les
graines et a 75,2% dans I'huile essentielle c'est 1'étude d’Embong et al [43]. Ainsi, L'huile
essentielle de Pimpinella anisum L est composée de divers constituants qui sont

mentionnés dans le tableau :

Composé Pourcentage (%)

Alcool anisique 0,2-04
Hydrocarbures terpéniques | g — bisaboléne 1,3

o — zingibéréne 1,5

vy — hémachaléne 9,9

B- caryophylléne 8-237

Méthyl- chavicol (estragol)  0,1-5
Phénols (2) — anéthol 02-11

(E) — anéthol 75,2-96,1

Linalol 0-22
Alcools Alcool anisique 0,2-0/4
Aldéhyde Anis aldéhyde 05-25
Ester Phényle 1- 14

Tableau 1.2 : Composition chimique de I'huile essentielle des graines
d'anis vert (TNO, 1996)

HaC /

Anéthol

Figure 1.9 : Composé majeur de I’huile
essentielle de I’anis-vert
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Figure 1.10 : Quelques composés de I’huile
essentielle de I’anis-vert

1.3.8. Activités Biologiques de Pimpinella anisum L
L’huile essentielle des graines d'anis vert possédent des activités qui ont été étudiées par

de nombreux chercheurs in vitro et in vivo ; dont on distingue :

Activité
~ parasiticide et
R insecticide

Activite P : Activité
antibactérienne \ antifongique

"-‘
I‘\_\ y ’/ \\ /‘l‘
£ A \ 4
\\-\\ __d / Activites \\\  _d

o ~ Biologiques o
% de I’Anis-vert

./' //“ N ,z/,
Activité Activité
antiulcéreuse / \ antioxydant
y \
- v A
\_\ _/./ L » //

Figure. 1.11 : Les activités Biologiques de Pimpinella anisum L
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1.3.8.1. Activite parasiticide et insecticide

Les composes actifs de I'HE des graines d'anis vert tel que : I'anéthol, anis aldéhyde e
tmyristicin possede une Iégére activité contre les insectes, les parasites et les acariens dont
les anciens avaient l'utilise comme un traitement pour lutter contre la gale et les poux cette
activité renvoyé par le chercheur Peter [22]. Cependant I'HE de Pimpinella anisum
L semble avoir une activité larvicide et ovicide dont elle a montré une toxicité au
4 émet stade de développement de Aedesstephensi et Aedesaegypti avec une DL 50 de 115
pg / ml. En outre elle possédait une forte activité nématicide contre M. incognita. C'est la
recherche de Ntallin et al. [44]

1.3.8.2. Activité antifongique

L'HE des graines d'anis vert posséde une activité antifongique importante dont elle est
considérée comme un puissant inhibiteur contre Penicillium sp et Aspergillus sp avec une
CMI de 40 ul / ml et contre P. chysogenum a 60 ul / ml. Cependant le principal constituant
de cette huile qui est I'anéthol semble étre efficace contre les levures particulierement
contre Saccharomyces cerevisiae avec une MFC de 200ug / l.ces information donner par
les chercheurs Kosalec et al, Nollet et Toldra. [45,46]

1.3.8.3. Activité antibactérienne

Il a été affiché que I'HE d'anis est active contre plusieurs bactéries, I'étude Freidman et
al. [47], dont elle inhibe la croissance de nombreuses espéces y compris Staphylococcus
aureus, E. coli, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa. Cette recherche est effectuée
par ; Singh et al, Robles-Zepeda et al. [48,49]

1.3.8.4. Activité antiulcéreuse

La suspension aqueuse des graines d'anis vert posséde une activité cytoprotective et
antiulcéreuse contre l'ulcere gastrique provoqué expérimentalement chez les rats, ainsi Al-
Mofleh et al. [50], ont montrés que cette suspension réduit significativement la sécrétion
gastrique et l'acidité, de plus elle inhibe complétement les ulcérations chez les rats. Cet

effet est produit probablement par la médiation des prostaglandines due a I'HE d'anis vert.
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1.3.8.5. Activite antioxydant

Certaines études établies suggerent que I'HE d'anis vert peut agir comme un
antioxydant, c¢’est 1’étude de Faraget et EL KHawas, GulCin et al, [51,52]. Ainsi que les
études d’Al-Mofleh et al, [50], sur l'ulcere gastrique chez le rat étaient suivis par celle
Topal et al, de qui ont conclu que l'effet anti ulcéreux d'HE d'anis était probablement dd a

ses propriétés antioxydants. [53]

1.3.9. Toxicité de Pimpinella anisum L

Aux doses usuelles, 'utilisation des fruits des fruits d’anis en quantit¢ d’épics ne
présente, a notre connaissance, aucun risque de toxicité ni aigué, ni chronique. Au méme
titre que le fenouil consommé a fortes doses, il faut prendre en considération ’activité
cestrogénique liée a sa teneur en anéthole. Le potentiel de sensibilisation est faible et se
manifeste occasionnellement par 1’apparition de réactions allergiques au niveau cutané,
respiratoire et gastro-intestinal. Les anticorps de type IgE présentent des réactions croisées
avec des allergénes provenant d’autres apiacées (fenouil, coriandre, cumin). Il s’agit

probablement d’une protéine voisine des allergénes de pollens de bouleau, telle la
profiline. [39]

1.4. CLOU DE GIROFLE
1.4.1. Introduction

Les plantes sont des organismes a la base de la chaine alimentaire. Elles forment I'un
des regnes des eucaryotes. Elles sont, classiquement, avec les algues (y compris les
cyanobactéries) et les champignons, l'objet d'étude de la botanique. [54]

Le nombre d'especes de plantes est difficile a déterminer, mais en 2010, il existerait entre
300 000 et 330 000 espéces décrites, dont la grande majorité, entre 260 000 et 290 000,
seraient spermatophytes. [55]

L'épopée indienne du Ramayana, d’écrit le giroflier comme un arbre apparu 200 ans
avant JusieChrust utilisaient comme une épice. Les Chinois utilisaient déja les clous de
girofle sous la dynastie Han 206 ans avant JusieChrust. En les machant pour avoir
meilleure haleine, vainsi que pour ses vertus médicinales et culinaires. Les Grecs et des
Romains utilisaient les clous de Girofles a 1’ler siécle. Une récente découverte
archeologique suggeére que le commerce du girofle avec l'occident pourrait en fait avoir

commencé bien plus tét. En effet, on a trouvé un clou de girofle parmi des restes calcinés
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sur le sol d'une cuisine incendiée du site mésopotamien de Terga dans l'actuelle Syrie,
daté de 1700 avant JusieChrust. [56]

1.4.2. Définition

Le girofle ou giroflier est un arbre originaire des Iles Moluques dans I’archipel
indonésien. Les clous sont en fait des boutons de fleurs. De couleur verte puis rouge une
fois mdrs, les clous se parent de leur jolie couleur brune lors de la phase de séchage, qui se

déroule a I’air libre pendant un mois. [57]

1.4.3. Origine de nom [58]

-Nom commun : Giroflier.
-Nom du fruit : Clou de girofle.

-Nom scientifique : Syzygium aromaticum (L).
-Origine : Indonésie. Madagascar

-Synonymes : Caryophyllus aromatic Caryophyllu
shornsis Noronha. Caryophyllus silvestri. Eugenia
caryophyllata Thunb. Eugenia caryophyllus (Spreng).
Jambosa caryophyllus (Thunb). Myrtus caryophyllus
Spreng.

-Ordre : Myrtales.

Figure. 1.12 : plante de Syzygium

-Famille : Myrtaceae - Myrtacées !
aromaticum L [59]

-Sous-famille: Myrtoideae
-Genre : SyzygiumGaertn. 6 especes (s) dans le genre Syzygium

-Espece: Syzygium aromaticum.

1.4.4. Description botanique

Le giroflier est un grand arbre au tronc gris clair de 12 a 15 meétres de hauteur pouvant
atteindre jusqu’a 20 métres de haut. Il présente un port érigé et pyramidal. [60]
Son feuillage est aromatique, coriace, persistant vert sombre et vernissé au revers plus
clair. Ses feuilles sont opposées, entieres, elliptiques, d’environ 10-12 cm a nervure

médian marquée et parsemées de glandes sur le revers.

Les fleurs sont disposées en cymes terminales de 25 fleurs environ, formant 3 fourches.
Elle se présente sous la forme d’un long pédoncule, petite fleur a I'extrémité des rameaux,
a 4 pétales (blanc-rosé) pompon Duveteux d'étamines blanches saillantes, les fleurs a 4

pétales blanc rosé sont caractérisées par leurs sépales rouges persistants.
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du Giroflier [60] Giroflier [60]

,
Figure 1.13 : Structure ] [ Figure 1.14 : Fleur de ]

Ce sont les boutons floraux cueillis avant épanouissement que I'on appelle les clous de
girofle et I'huile essentielle qui est utilisés pour leurs vertus thérapeutiques ; Les fruits du

giroflier sont des baies pourpres comestibles. [61]

La récolte des clous de girofle se fait au moment ou ils contiennent le plus d’essence
(Lorsqu’ils sont roses et les pétales pas encore ouverts). Ces clous sont récoltés, apres 6 a
8 ans de culture de I’arbre, 2 fois par an. Ce sont des boutons auxquels on 6Ote le pédicelle
manuellement et que I’on met sécher au soleil jusqu’a ce qu‘ils deviennent brun rouge.
Boutons floraux appelés « clous ». Les racines, les rameaux, les feuilles les fleurs et les
fruits contiennent tous une HE dont la composition différe. Par exemple I’HE des feuilles
contient seulement 2 a 3 % d’eugénol. L'huile essentielle de girofle provient de la

distillation des boutons de giroflier traités a la vapeur. [62]

1.4.5. Culture et Production
1.4.5.1. Culture

Le giroflier est surtout cultivé pour ses "clous" qui servent d’aromates dans
I’alimentation d’un grand nombre du pays. On cultive également le giroflier pour ses
feuilles dont on extrait une essence trés riche en eugénol. Accessoirement, on utilise les
fruits de giroflier ou antofles pour la confiserie.

L’eugénol sert a fabriquer la vanilline artificielle. Les essences de clous, de griffes,
defeuilles, de branches et d’antofles servent également en pharmacie pour la préparation
de divers medicaments, en parfumerie, en savonnerie, pour la préparation de pates
dentifrices pour la préparation de certaines peintures et vernis, en chirurgie (propriétés

bactéricides et anesthésiant), en droguerie. [63]
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1.4.5.2. La Production

Les fleurs sont cueillies avant la chute de leur corolle, dés que les boutons d’abord
blanchéatres puis verts prennent une teinte légérement rouge et sont encore fermés. Elles
sont prélevées soit battant les branches du giroflier a 1’aide d’une gaule (tige de bambou),
de maniére a faire tomber a terre les boutons, soit en les cueillant manuellement. Les
pédicelles floraux et les restes de calice sont ensuite éliminés manuellement ou a I’aide de
machines. Les boutons (égriffés) sont alors séchés au soleil, étalés sur des nattes ou sur un
sol en ciment, voire plus rarement placés dans des fours a feu doux, jusqu’a ce qu’ils
prennent leur teinte rouge-brun caractéristique.

Il faut compter environ 10 000 (clou) secs par Kg. Les récoltes ont lieu habituellement

deux fois I’an, de juillet a octobre puis en décembre. [39]

1.4.6. Classification de giroflier

Classification classique

Régne Plantae
Sous-régine Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium

Nom binominal
Syzygium aromaticum (L.)

Classification phylogénétique

Clade Angiospermes

Clade Dicotyledones vraies
Clade Rosidées

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Tableau 1.3 : Classification de clou de girofle [64]
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1.4.7. Etude phytochimique Syzygium aromaticum L

Le clou de girofle renferme une quantité importante d’huile essentielle 15 a 20%,16%
d’huile, des tanins, un peu d’amidon et des matieres fibreuses cellulosiques. Le pédoncule
floral (griffes) renferme 5 a 6%d’huile, dans les feuilles la quantité d’huile est de 3 a 4%
L’huile de girofle est treés riche en eugénol de 70 a 85%. On trouve aussi d’autres
composés terpéniques (dont environ 10 % caryophylléne), aliphatiques, aromatiques et

hétérocycliques. [65]

OH

CHj3
He? o

Eugénol

Figure 1.15 : Composé majeur de

I"'huile essentielle des clous de girofle

D'aprés la pharmacopée européenne 3 édition, I'huile essentielle des clous de girofle
contient de 75 a 88 % d'eugénol, de 5 a 14 % de B—caryophyllene, et de 4 a 15 % d'acétate
d'eugényle. [66]

Constituants Pourcentages %
Eugénol 91,2
p-caryophyllene 4,1

a-humuléne 0,6

Eugényl acétate 2,9
B-caryophyllene époxyde 0,5

Tableau 1.4 : Composition chimique de I'huile

essentielle des clous de girofle [67]
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Figure 1.16 : Quelques composés de I'huile

essentielle des clous de girofle

1.4.8. Propriété biologique Syzygium aromaticum L
Le clou de girofle possede des propriétés qui sont dues essentiellement a 1’eugénol
qu’il est rapidement métabolisé et excrété, et considéré comme non cancérigene. Il peut

étre présent dans les aliments jusqu’a une concentration de 1500 ppm. [65]

Antispasmodique
A \\ X ///
- - _7“-‘7.\‘\ ﬁ ////""'{-7 ) 7-7-7-‘7\ “\
/ Anti- N Y’ \._
f infectieuse | _ [ Antalgique
majeure y (eugénol) /
(eugénol) A 4 /
\ i [ Propriété \ ) /
.~ biologique de p —
| clou de girofle |
.\\ //
i\‘\_\ . - // i
P — B . "/7,,.7-'{ ‘7- "*-.\
Anti- \\ // N
inflammatoire [ Antifongique a
et anti- | , large spectre
X oxydante \ (eugénol) B
(eugenol) p
\ / - _ g

Figure 1.17 : Propriétés biologique Syzygium aromaticum L
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1.4.8.1. Antalgique

L’huile essenticlle de Clou de Girofle contient de 1’eugénol Cette molécule est plus
puissante que la lidocaine, un anesthésique local agissant sur la transmission des
informations nerveuses. Autrement dit, 1’eugénol bloque la transmission de la douleur.

L’huile essentielle est notamment efficace contre les douleurs dentaires. [68]

1.4.8.2. Anti-infectieuse majeure

L’huile essentielle de Clou de Girofle est trés efficace en cas d’infections intestinales,
urinaires ou respiratoires. L’eugénol a une action bactéricide rapide. Il est notamment actif
sur la flore buccale. Il détruit les germes suivants : Staphylococcus aureus, Pyogenes
aureus, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus acidophilus odontolyticus, Escherichia coli,
Monilia albicans. [68]

1.4.8.3. Antifongique a large spectre

L’huile essentielle de Clou de Girofle détruit les champignons a 1’origine de certaines
mycoses. L’huile essentielle de Clou de Girofle est active contre : Cryptococcu
sneoformans, Dermatophytes sp, Microsporum canis, Microsporum gypseum,

Trichophyton mantagrophytes, Trichophyton rubrum. [68]

1.4.8.4. Anti-inflammatoire et antioxydante
L’huile essentielle de Clou de Girofle inhibe les molécules impliquées dans le processus
inflammatoire déclenché par ’organisme en réaction a une agression subie. Cela permet

d’éviter ’apparition de rougeurs et la sensation de chaleur qui en découle. [68]

1.4.8.5. Antispasmodique : Calmante et sédative. [68]

1.4.9. Toxicité de Syzygium aromaticum L

L'usage abusif du clou de girofle peut devenir toxique. De grandes quantités doivent
étre évitées pendant la grossesse. Le clou de girofle peut étre irritant pour les voies gastro-
intestinales et devrait étre évité chez des personnes ayant des ulcéres gastriques, des colites
ou le syndrome du célon irritable. Dans les surdoses, les clous de girofle peuvent causer
des nausées, des vomissements, des diarrhées et de fortes hémorragies digestives. La sur-
utilisation peut conduire a une insuffisance rénale, des modifications de la fonction
hépatique, une dyspnée, une perte de conscience, des hallucinations et méme la mort.
L'huile de clou de girofle, riche en eugénol qui peut irriter la peau et les muqueuses. En

usage externe elle est potentiellement démo-caustique. Par voie interne, est un toxique
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neurologique a tres forte dose. Cette huile est contre-indiquée chez les femmes enceintes,
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qui allaitent, les enfants, en cas d'eczémas et de fragilité cutanée. Son emploi dépend de la
dose ; 100g de clous de girofle en une fois est mentionné toxique. [69]

La toxicité des HE varient selon leur composition qui, elle-méme, varie selon la plante
source qui elle-méme peut varier selon le terrain ou elle est cultivée. [70]
L'eugénol est reconnu sans danger pour l'alimentation irritant par voie locale et sur les
muqueuses (HE a phénol) il est suspecté d’€tre un possible cancérigéne. En effet, dans
certaines conditions, on peut noter une déméthylation de 1’eugénol conduisant a 1’hydroxy

chavicole, suspecté d’entrainer des dommages sur I’ADN. [71]

A toxicité initiale, modérée, des eugénates sont surtout due a I’eugénol. Elle diminue et
disparait avec le temps. Il reste, en effet, selon les auteurs, toujours un tiers ou

5%d’eugénol. Libre apres la prise, donc des fonctions phénol. [72]
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11.1. Introduction

Les huiles essentielles ont, a toutes époques, occupé une place importante dans la vie
quotidienne des hommes.

La connaissance des huiles essentielles remonte a fort longtemps puisque I'hnomme
prehistorique pratiquait déja, a sa maniére, I'extraction des principes odorants des plantes,
il plongeait, dans un méme récipient rempli d'eau, des plantes odorantes et des pierres
brhlantes. La vapeur dégagée entrainait les molécules volatiles, puis le tout était recueilli a
I'aide d'une peau d'animal dont I'essorage donnait quelques gouttes d'huile essentielle.

De nos jours, la médecine moderne utilise les vertus thérapeutiques des huiles essentielles
et de leurs constituants. En effet, de nombreux composes volatils sont aujourd'hui des

ingrédients courants des préparations pharmaceutiques. [1]
11.2. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Les sont
présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal : elles sont odorantes et tres

volatiles, ¢’est-a-dire qu’elles s’évaporent rapidement dans 1’air. [2]

» Selon la Commission de la Pharmacopée européenne (2008)
« Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une maticre
premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile
essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique
n’entrainant pas de changement significatif de sa composition ». [3]

» Selon la Commission de la Pharmacopée européenne (2008)
« Produit obtenu a partir d’'une matiere premicre végétale, soit par entrailnement a la
vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de ’épicarpe de citrus, soit par
distillation seche.
L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procedeés physiques

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition... ». [3]
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» Selon AFNOR ISO 9235 : Matiéres premieres aromatiques d’origine naturelle

« Produit obtenu a partir d’'une matiére premiére d’origine végétale, apres séparation de la
phase aqueuse par des procédés physiques : soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche ».
[4]

11.3. Les grandes familles de plantes aromatiques

Les Les Les Les Les Les
Lamiacées Myrtacées Rutacées Cupressacées Pinacées Apiécées
«thym, eucalyptus scitron, *Cypres, *sapin, pin, scoriandre,
lavande, , giroflier.. orange, genévrier. cedre. fenouil,
sauge, bergamote. anis,
menthe, carvi.
romarin,
origan,
marjolaine
, sarriette.
Les Les Les ,
Astéracées Lauracées Géraniacées Les Myrtacees RS faremant
ecamomille elaurier noble, egéranium seucalyptus, *les Placées
romaine, cannelle de bourbon et giroflier, (citronnelle de
matricaire, Ceylan, bois géranium myrte, Java,
armoise, de rose rosat. niaouli, palmarosa,
estragon, camphrier, melaleuca lemon-grass),
hélichryse, ravintsara. (teatree) . les Ericacées
absinthe. (gaulthérie), les
Annonacées

(ylang-ylang),
Zingibéracées
(gingembre).

Figure 1.1 : Les grandes familles de plantes Aromatique [5,6]

11.4. Répartition et localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont produites par des cellules vegétales spécialisées et peuvent
étre stockées dans tous les organes végétaux :
* les feuilles : eucalyptus, citronnelle, laurier noble...
« les fleurs : camomille, lavande...

* les zestes : citron, orange, bergamote...
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* le bois : bois de rose, santal...

* |'écorce : cannelle...

* la racine : vétiver...

* les fruits : anis, badiane...

* les rthizomes : curcuma, gingembre...

* les graines : muscade... [3]
I1.5. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

11.5.1. Propriétés physiques
e Densité

La densité d’une HE constitue un critére trés important pour évaluer la qualité d’une HE
dans différents domaines de la vie (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire,
chimique, etc....). Elle peut facilement donner un apercu sur la naturalité du produit ainsi
que les tentatives de fraudes et d’adultération.

La densité (la masse volumique) est une grandeur physique qui caractérise la masse d'un
HE par unité de volume. [7]

e lLepH

Le potentiel d’hydrogéne (pH) est un nombre qui représente conventionnellement la
concentration en ions hydrogéne d’une solution aqueuse (le pH mesure 1’activité des ions
hydrogénes H+ en solution).

Le pH est une des variables utilisées pour caractériser les propriétés des milieux. Le pH
est utilise dans de nombreux domaines comme variable opératoire, caractérisation du
produit fini ou encore a des fins de contrdle de qualité. De nombreuses études se sont
attachées a corréler sa valeur a des lois cinétiqgues de réactions, des qualités
organoleptiques de produits ou encore des activités enzymatiques. [8]

e L’indice de réfraction

L’indice de réfraction est une caractéristique physique souvent utilisée dans les analyses

des produits industriels ou naturels afin de vérifier la pureté. [9]
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11.5.2. Propriétés chimiques

e L’indice d’acide

C’est une analyse qui détermine le degré d’altération de I’huile végétale. Au cours du
temps les triglycérides qui constituent I’huile s’hydrolysent lentement pour donner le
glycérol et

Les acides gras correspondants de ce fait un corps gras contient toujours plus ou moins
une grande quantité d’acide libre.
Pour chiffrer cette teneur on utilise I’indice d’acide : c’est la masse d'hydroxyde de
potassium (KOH) exprimée en mg nécessaire pour neutraliser les acides gras libres
contenus dans | g de matiere grasse. [10]

< L'équation de la réaction est la suivante :

O O
/ /
R—C +KOH=—— R C +H,0
\ \
OH OK
Acide gras + potasse Sel +  Eau

e L’indice d’ester
Il s’agit du nombre de milligrammes de KOH nécessaires a la neutralisation des acides
libérés par I’hydrolyse en milieu basique (saponification) des esters contenus dans 1g d’HE

La potasse réagit sur les esters selon une réaction dite de saponification : [11]

R—CO,—-CH,—R + KOH — RCO,K + R —CH,—-OH

11.6. Compositions chimiques des huiles essentielles

La composition d’une huile essentielle (HE) est souvent trées complexe. D’une fagon
générale, les constituants appartiennent principalement a deux types chimiques.
D’un co6té, on retrouve les composés terpéniques (hydrocarbures) : ce sont les
molécules les plus fréquemment rencontrés dans les HE. Exemples : alcools, esters,

aldéhydes, cétones, éthers, oxydes mono- et sesquiterpéniques.

L’autre groupe correspond aux composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

Exemples : Acide et aldéhyde cinnamiques, eugénol, anéthol.
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11.6.1. Les tetrpénoides

Dans le regne végétal, les tetrpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
Secondaires. Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de ’unité de base
isoprene : hémiterpenes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes
(C20), sesterpenes (C25), triterpenes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpénes. [12]
Dans le cas des huiles essentielles, seuls sont rencontrés les terpénoides les plus volatils,
c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée, principalement les monos

et sesquiterpénoides. [13]

11.6.2. Les monoterpénes

Les monoterpenes sont les plus simples constituants des terpénes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%). lls peuvent étre acycliques, monocycliques
ou bicycliques. A ces terpenes se rattachent un certain nombre de produits naturels a

fonctions chimiques spéciales. [14]

Myrceéne Puléguone Limobéne

Figure I11.2. : Les structures de quelques
monoterpénes existent dans les HES

11.6.3. Les sesquiterpénes
Ils contiennent trois unités de l'isopréne. Ils sont trouvés dans beaucoup de systémes
vivants mais en particulier dans les plus hautes plantes. Pres de 200 squelettes sont connus

constituant un groupe d'environ 1000 composeés. [15]
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Zingiberene

Longipinan

\ Béta-franesene /

Figure 11.3 : Différentes structures des sesquiterpenes

11.6.3.1. Le composé aromatique
Une autre classe de composés volatils fréguemment rencontrés est celle des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane. Cette classe comporte des composés odorants bien
connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthol, I'estragole et bien d'autres.
Outre les terpénoides et les composés aromatiques, les huiles essentielles sont également

constituées de nombreuses molécules d’origines diverses. [13]

/ cHO = COCH, \

H3CO

OH
Vanilline (2)-cénnamate de méthyl

O

\ Trans-cinnamaldéhyde/

Figure 11.4 : Différentes structures des dérivés du phénylpropane

30



CHAPITRE 1 Les huiles essentielles | \ij

11.6.3.2. Les composés d’origines diverses
Les composés d’origine variée de faible masse moléculaire, entrainables lors de

I’hydrodistillation, sont des hydrocarbures aliphatiques a chaine linéaire ou ramifiée
porteurs de différentes fonctions. A titre inductif, on peut citer :

¢+ L’heptane et la paraffine dans 1’essence de camomille.

¢ Des aldéhydes comme 1’atonal et le décanale des Citrus

+ Des esters acycliques présents surtout dans les fruits : acétate de butyle (pomme),

acétate d’isoamyle (banane).

¢+ Des alcools comme le 1-octén-3-ol de I’essence de lavande. [16]

11.7. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les essences ou les huiles essentielles sont ce que les plantes produisent de plus précieux.
Depuis les temps les reculés, les hommes se sont ingéniés a trouver des techniques
d’extraction des essences des plantes afin de pouvoir les utiliser pour en faire des

médicamentes, des cosmétiques, des parfums. [2]

Ainsi, apres la récolte, et suivant la partie de la plante a extraire (plante entiere, pétales de
fleurs, fleurs, feuilles, racines ou fruits). Le procédé d’extraction mis en ceuvre est différent

et par conséquent la composition de I’extrait en est affectée. [2]

Ce qui introduit cette diversité, c’est d’abord la variété des matieres premieres et ensuite
la sensibilité considérable de certains parfums qui n’obligent a employer que des moyens

peu violents sans interventions d’agents chimiques trop énergétiques. [2]

Le choix du type d’extraction doit permettre de :

- Retirer des végétaux des essences aromatiques avec le rendement le plus élevé.

- Conserver aussi intact que les parfums les plus délicats. [2]

Ainsi, la méthode d’obtention des huiles essenticlles intervient de fagcon déterminant dans
le rendement en huile et dans sa composition. [2]

Parmi les différents procédés d’extraction, nous citerons principalement :
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11.7.1. Distillation
La distillation convient aux huiles ayant une forte composante volatile et elle se fonde
sur les caractéristiques que possédante ces composantes qui peuvent étre facilement

transportées par des particules de vapeur d’eau en mouvement. [2]

La distillation reste la méthode la plus utilisé pour 1’obtention des composés d’arome du
fait qu’elle produite des substances volatiles facilement analysables par chromatographie
en phase gageuse et exigent une technologie relativement simple, donc un codte plus bas

ainsi qu’une reproductibilité facilement contrélable. [2]

La vapeur penetre les tissus de la plante et vaporise toutes les substances volatiles, une
quantité suffisante de vapeur permet largement 1’isolement des essences de plante. 1l existe

trois grands modes de distillation :

I1.7.1.1. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation demeure la technique la plus utilisée pour la production d’HE et elle
reste sans doute la plus rentable. Le procédé correspond a une distillation hétérogene et
consiste & immerger la matiére premicre végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est
ensuite porté a ébullition, généralement a pression atmosphérique.
La chaleur permet 1’éclatement du lieu de sécrétion et la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végeétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur

d’eau un mélange. [17]

Thermoméire

{ Réfrigérant i 'eau

épmuve!te

Plante— graduée

Fau—

bouillnte e

essentielle
Phase aqueuse

-

Figure 11.5 : Montage d’extraction par hydrodistillation [17]
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11.7.1.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I’eau et
la matiere végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudicre traverse la
matiere veégétale située au -dessus d’une grille. La vapeur endommage la structure des
cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles pour former un mélange « eau +
huile essentielle ». Ce mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant
d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique " I’huile essentielle". L’absence
de contact direct entre ’eau et la matiére végétale, puis entre 1’eau et les molécules
aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la

qualité de I’huile. [16]

Thule essantele vapeur d'eau

Vapsur deau chargée Eau chaude a) arrivée de ;

Huile essentiele

*
Plantes aromatiques - ey - 2
> * * * *
matériel
s végétal =%
Vapeur deau
- Eau florale B éoﬁo.‘-. OAOA oo
Eau florale +
Chaleur——e / / / /| huke essentelle huile essentielle
{ Essencer
VWwwn 5

Figure. 11.6 : Extraction par entrainement a la vapeur d’eau [16]

11.7.1.3. Hydrodifussion

Le principe de ce nouveau procédé consiste a pulser de la vapeur d’eau a tres faible
pression a traverse la masse végétale, du haut vers le bas a traverse le végétale disposé sur
une grille a I’intérieure d’un parallélépipéde métallique, ce qui permet un équilibrage de
pression [2]. La composition des produits obtenus est qualitativement sensiblement
différente de celle produits obtenus par les méthodes classiques. Le procédé permet un gain

de temps et d’énergie.
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régulation de
la vapeur

condenseurs

Figure I11.7 : hydrodiffusion [2]

11.7.2. Extraction au €O, supercritique

Ce procédé, trés moderne, consiste a faire éclater les poches a essences des végétaux et
ainsi entrainer les substances aromatiques en faisant passer un courant de CO. a haute
pression dans la masse végétale (en générale les fleurs). On utilise le CO- car il posséde de
nombreux atouts : il s’agit d’un produit naturel, inerte chimiquement, ininflammable, facile
a eliminer totalement, aisément disponible, peu réactif chimiquement et enfin peu colteux.

Le CO- a également la capacité de fournir des extraits de compositions trés proches de
celles obtenues par les méthodes décrites dans la pharmacopée européenne. Tous ces
avantages permettent a ce procédé de se développer malgré un investissement financier

important. [18]

SCHEMA DE PRINCIPE
TRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

-CO? A Fétat supercriique + extrmt

Figure 11.8 : Montage d’extraction par le CO,
supercritique [18]
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11.7.3. Extraction par les corps gras

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont tres sensibles & I'action de la
température. Elle met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans
les corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le
saturer en essence végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite
épuisée par un solvant qu'on élimine sous pression réduite.
Dans cette technique, on peut distinguer I'enfleurage ou la saturation se fait par diffusion a
la température ambiante des ardbmes vers le corps gras et la digestion qui se pratique a
chaud, par immersion des organes végétaux dans le corps gras. [19]
11.7.4. Extraction par solvants Volatil

La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont
solubles dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs
de construction variée, en continu, semi-continu ou en discontinu. Le procédé consiste a
épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui par la suite, sera
éliminé par distillation sous pression réduite. L'évaporation du solvant donne un mélange
odorant de consistance pateuse dont I'huile est extraite par l'alcool. L'extraction par les
solvants est trés colteuse a cause du prix de I'équipement et de la grande consommation
des solvants. Un autre désavantage de cette extraction par les solvants est leur manque de
sélectivité ; de ce fait, de nombreux ses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides,
caroténoides, cires, coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans le mélange pateux et

imposer une purification ultérieure. [19]

i

Hydrodistillation - Extraction
Simultanée Lickens-Nickerson

Appareil de Soxlhet

Figure 11.9 : Les différents types d’extraction par solvants volatils [19]
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11.7.5. Extraction par micro-ondes

Depuis quelques années, on assiste au développement de nouvelles technologies. C’est
en particulier le cas de I’hydrodistillation par micro-ondes sous vide. Dans ce procédé, la
plante est chauffée sélectivement par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont
la pression est réduite de facon séquentielle : I’huile essenticlle est entrainée dans le
mélange isotopique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée (sans ajout d’eau
pour les produits traités en frais). Trés rapide et peu consommateur d’énergie, le procédé
livre un produit qui, le plus souvent, est de qualité supérieure a celle du produit
d’hydrodistillation traditionnelle (temps de travail divisé par 5 a 10 et température plus
basse).

De facon caractéristique, les micro-ondes génerent un chauffage rapide et intense des
substances polaires avec une réduction importante dans le temps de réaction, et dans la

plupart des cas des rendements élevés. [2]
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Figure 11.10 : Schéma d’une hydrodistillation et d’une extraction par
solvant assistée par micro-ondes 21

solvant Extrait

11.8. Role et fonction des huiles essentielles

Le role des huiles essentielles n’est pas pu étre clairement démontré. En effet on
considére qu’il s’agit de produits de déchets du métabolisme. Toutefois, certaines autres
pensent que la plante utilise son huile essentielle pour repousser les insectes, ou au

contraire pour les attirer et favoriser la pollinisation.
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D’autres, la considére comme une ressource énergétique, facilitant certaines réactions
chimiques. D’autre part, elles conservent 1’humidité nécessaire a la vie des plantes

exposees a des climats désertiques. [2]

RoOle des huiles essentielles

Role physiologique

- Réduction de la
compétition des autres
especes de plante, par
inhibition chimique de la
germination des graines.
- Protection contre la
flore microbienne
infectieuse par les
propriétés fongicides et
bactéricides et contre les
herbivores par godt et
effets defavorables sur le
systeme nerveux. [21]

Roéle thérapeutique

- Remédient aux
problémes respiratoires.

- Diminuent la tension
nerveuse.

- Amélioration la
circulation sanguine.

-Aident le corps a traiter
les impuretés.

- Soulagent la nervosité
et les douleurs
rhumatismales. [20]

Figure 11.11 : Les Roéles des huiles essentielles

11.9. Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles

Depuis longtemps, les huiles essentielles sont utilisées en thérapeutique. Leurs
applications dans ce domaine sont vastes. Elles requiérent de bonnes connaissances de ces
substances et du fonctionnement du corps humain. L’usage des huiles essentielles en
Médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte de processus de synthese
organique et la naissance de I’industrie pharmaceutique, alimentaire et cosmétique. Celles-

ci sont considérées comme un véritable réservoir de molécules de base qui sont
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irremplacables. Elles ont une action anti- inflammatoire, antiseptique, antivirale,
désodorisante, insecticide et anti -oxydante. Néanmoins, une seule huile peut avoir
plusieurs utilisations a la fois.

Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiére premiére destinée a
différents secteurs d’activité. Le Tableau I1.1 regroupe les différentes compositions

chimiques des huiles essentielles et leurs activités biologiques. [22]

Nom de I'élément = Activités biologiques

biochimique

Les acides Anti-inflammatoires trés puissants, agissent en calmant le systeme
nerveux.

Les aldéhydes Anti-inflammatoires, calmants du systéme nerveux, anti-infectieux
et peuvent irriter les muqueuses et la peau.

Les cétones Anti-inflammatoires, anti-infectieux, stimulent le systeme

immunitaire a faibles doses, cicatrisantes, calmantes et peuvent
étre neurotoxiques a forte dose.
Les huiles essentielles, riches en cétones, ne doivent pas étre
employées seules

Les éthers Effets antalgiques, rééquilibrant nerveux (antidépresseurs
psychiques) et a inversion des effets si les doses sont trop élevées.

Les esters Rééquilibrant nerveux.
Les Stimulants du systéme immunitaire et ont des propriétés
monoterpenes antiseptiques et antalgiques.

Peuvent occasionner des brlures importantes sur la peau, donc
leur action doit étre limitée dans le temps

Les phénols Anti-infectieux et a action contre les microbes, les champignons,
les virus et les bactéries, irritants pour la peau et les muqueuses
(peuvent entrainer des brilures).
Peuvent (en grande quantité) endommager le foie en détruisant les
cellules hépatiques

Les Anti-inflammatoires, anti- allergiques et ayant un emploi important

sesquiterpénes en cosmétologie car ont une bonne tolérance avec la peau et ont
des propriétés thérapeutiques

Tableau I1.1 : Principaux composés des huiles essentielles et leurs
activités bioloaiaues 221
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11.10. Les critéres de qualité des Huiles Essentielles

La qualité d’une huile essentielle, et donc sa composition, est fonction de nombreux
parameétres.

v' L’espéce botanique : La certification botanique doit apparaitre selon la
nomenclature internationale sous son nom latin précisant le genre, I’espéce et la
Sous-espece.

v L’organe producteur : Selon la partie de la plante (feuilles, fleurs...) distillée (ou
expresses pour les zestes de citrus), il peut exister plusieurs huiles essentielles pour

la méme plante avec des compositions chimiques et des activités différentes. [23]

Selon (GIRARD, 2010)

v’ Le stade de développement botanique, comme la floraison par exemple La qualité
biochimique de I’Huile Essentielle sera donc différente selon que la distillation aura
eu lieu a partir de plantes collectées avant, apres ou pendant la floraison.

v" Le mode d’extraction choisi et la qualité de la distillation.

v L’origine géographique : les conditions de croissance, la nature du sol...etc. [24]

11.11. Paramétres influencant la composition quantitative et qualitative
des HE

Les huiles essentielles présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité est
fondamentale car les activités biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent

étre tres différentes. [25]

Cette variabilit¢ peut s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinseque,
specifiques du bagage génétique de la plante ou extrinseque, liés aux conditions de

croissance et de développement de la plante.

11.11.1. Facteurs intrinséques

Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique
d’ou elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal [26],
L’influence du stade végétatif [27], I’organe de la plante [28], les hybridations, les facteurs

de mutation, la polyploidie [29], et le polymorphisme chimique « chimiotypes ou formes
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physiologiques » sont les principaux facteurs intrinséques qui influencent sur la

composition et le rendement des huiles essentielles. [30]

11.11.2. Facteurs extrinséques

Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles
essentielles. La température, la quantité de lumiére, la pluviométrie et les conditions
édaphiques représentent autant de causes potentielles de variations de la composition
chimique d’une plante aromatique donnée [31]. Il n’y a pas eu mal des travaux ayant mis
en évidence l'influence de 1’origine géographique de la matiére premiere [32], les
conditions culturales telles que la date de semis, la date de récolte, les traitements
phytosanitaires, I’emploi d’engrais, ainsi que les techniques de récolte influencent aussi sur

la composition et le rendement des huiles essentielles. [28]

11.12. Conservation des HE

Elles se présentent et se conservent dans des flacons de verre fumé, fermés par un
bouchon bien hermétique, ce qui les préservent de la lumicre et de 1’air.
En effet, il importe d’éviter leur oxydation (a 1’air) et leur polymérisation (a la lumiere).
Elles se conservent a une chaleur ambiante, sauf les HE d’orange, de mandarine, de
pamplemousse, de citron, de limette (toutes les HE qui sont obtenues par expression a
froid).
Ces derniéres se conservent a 3°C ou 4°C, autrement il apparait un dép6t dans ces huiles.
Les HE se conservent entre 12 et 18 mois apres leur fabrication. Avec le temps leurs
propriétés diminuent et deviennent alors inactives. [33]

11.13. Toxicité des huiles essentielles

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue ; on manque aussi des
données sur leurs éventuelles propriétés mutageénes, tératogénes ou cancérogenes.
La plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des données expérimentales
accumulées en vue d’évaluer le risque que représente leur emploi. Il existe quelques H.E
dont 60 certains composés sont capables d’induire la formation de cancer, c’est le cas par
exemple de dérivés d’allybenzéne ou de propenylbenzéne comme le safrole, I’estragole, la

[-arasone, et le methyl-eugénol. [34,35, 36]
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11.14. Utilisation des huiles essentielles

* les plantes médicinales ont fourni a I’industrie pharmaceutique des

) médicaments tres efficaces. [37]
Industrie

pharmaceutique

« la fabrication du " paragerm ", solution volatile & base d’essences
naturelles (citron, lilas) a activité bactéricide, acaricide et
fongistatique. [38]

« Le procédé consiste a évaporer des huiles essentielles dans le flux
d'air, a des dosages tels que la concentration soit non allergéne,
mais aussi agréable au niveau de la perception olfactive. [39]

Utilisation en
aéro-ionisation

« Les plantes aromatiques et leur HE sont utilisés dans la
conservation des denrées alimentaires. Ils y sont rajoutés pour
rehausser le goQt et pour empécher le développement des

Industrie contaminants alimentaires. [39]
alimentaire

 L’aromathérapie médicale s’applique a I’utilisation des HE dans le
cadre de soins, a visée curative ou préventive, en rapport avec des
pathologies. [40]

+ Les HE agissent selon leur tropisme; ce terme signifie que chaque
huile exerce ses pouvoirs curatifs sur un organe ou une zone en
particulier dans, ces substances volatiles pénétrent les tissus et
I’organisme.[41]

Aromathérapie

« Dans le domaine des parfums et cosmétiques, les HE sont
employées en tant qu’agents conservateurs grace a leurs propriétés
antimicrobiennes. [42]
Parfumerie et | * Cependant, c’est surtout pour leurs caractéristiques odorantes
cosmétologie qu’elles sont utilisées, notamment dans la formulation de parfums

Figure 11.12 : Les utilisations des huiles essentielles
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111.1. Cadre d*étude

Ce travail a été effectué au sein du laboratoire pédagogique de chimie organique du
département des sciences de la matiére, de la faculté des sciences exactes et sciences de la
nature et de la vie de I’Université Med Khider Biskra.

Dans cette etude, nous nous sommes intéressés a l'isolement et a la caractérisation des
substances actives extraites des huiles essentielles des deux plantes médicinales. Il s'agit
notamment de : I’anis-vert et le clou de girofle.

L'organigramme suivant explique notre voie expérimentale :

Poudre végétale

Hydrodistillation

Huiles essentielles

(~ ) ) )
Séparation des
constituants
Propriétés \ J
physicochimiques
& Substances actives
Rendement Applications

pharmaceutiques

Caracteres organoleptiques

Analyse par CCM

PH

Densité

Indice de réfraction

Analyse par IRTF

42



CHAPITRE 111 Matériels et Méthodes | 3m |

111.2. Matériel végétal

Les plantes utilisées dans ce travail se trouvant sur le marché tout au long de I’année
pour son importance majeure et son usage quotidien dans la cuisine Algérienne ou en
médicine traditionnelle.

Les plantes sont 1’anis —vert (Pimpinella anisum L) et le clou de girofle (Syzygium
Aromaticum L), ainsi les parties utilisées sont les fruits représentés par des petites graines

pour I’anis-vert et des boutons floraux pour le clou de girofle. (Figure 111.1)

Anis-vert Clou girofle

Figure I11.1 : Matériel végétal utilisé lors de I’expérience

111.3. Broyage

Le broyage de la plante permet d’augmenter la surface de contact eau maticre végétale,
donc une meilleure filtration d’eau au sein de la poudre ce qui a pour conséquence une
augmentation du rendement de 1’extraction par I’hydrodistillation.

Les différentes parties d’espéces ont été grossierement broyées dans un mortier.
Pour soumettre les drogues végétales a une série d’analyse il est nécessaire 1’éliminer

toutes substances étrangéres qui sont mélées avec la partie choisie.

Poudre de clou de girofle Poudre d’Anis-vert

Figure 111.2 : Matiéres végetales broyées
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111.4. Extraction des huiles essentielles

111.4.1. Extraction solide- liquide
Dans ce travail ; on a réalisé I’extraction de huiles essenticlles de deux plantes
médicinales(clou de girofle et Anis vert) par la méthode d’hydrodistillation :

- La premiére plante Anis vert : on utilise I’hydrodistillation simple.

- Le deuxieme plante clou de girofle : on utilise I’hydrodistillation par un appareille de

type clevenger.

111.4.1.1. Principe de I’hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode la plus utilisée pour extraire les huiles essentielles.
Elle consiste a entrainer les composés volatiles des produits naturels avec la vapeur d’cau.
Il semblerait que cette technique serait trés ancienne puisqu’on a retrouvé des traces
de son existence des 1’Antiquité. On pense que les Perses l’auraient découvert pour
fabriquer 1’eau de rose.

On porte a ¢bullition un mélange d’eau et de végétal, les cellules du végétal éclatent
et liberent alors des especes odorantes qui, non solubles dans 1’eau, sont entrainées par la
vapeur d’eau puis récupérées dans un autre récipient aprés condensation dans le
réfrigérant. L'hydrodistillat obtenu contient une phase aqueuse ainsi qu’une phase

organique constituée par 1’huile essentielle. [1]

» Protocole expérimental

L’opération consiste a introduire 100g de masse végétale séchée (1’anis-vert sous forme
poudre) dans un ballon de 1 litre, on y ajoute une quantité d’eau distillée correspondant a
2/3 du volume du ballon. L’opération d’extraction est réalisée pendant 5 heures a partir du
début d’ébullition. A la fin de I’opération I’HE se trouve en mélange avec la phase aqueuse

(distillat),ce qui nécessite de réaliser une extraction liquide-liquide dans I’étape suivante.

Remarque : la quantité troisieme 100 g de plante Anis de vert (dans I’expérience 3) ; on
utilise la méthode d’hydrodistillation par clvenger pour I’extraction les huiles essentielles
Au lieu de méthode hydrodistillation simple ; en raison de contraintes de temps

uniquement.
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Figure 111.3 : Montage
d’hydrodistillation

111.4.1.2. L’hydrodistillation par clvenger

Le matériel végétal séché est soumis a une hydrodistillation au moyen d’un dispositif
d’extraction type clvenger cette technique se base sur le pouvoir que posséde la vapeur
d’eau atransporter les huiles essentielles. Le montage Clvenger est désigné par le nom de
son inventeur, Joseph Franklin Clvenger, qui I’a publié en 1928. Quelques modéles
existent. Le plus commun est une piéce de verrerie modifiée, celle que I’on voit au-dessus
du ballon. [2]

L’opération consiste a introduit 100g de poudre de clou de girofle dans un grand ballon
en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans remplir le ballon pour
éviter les débordements de 1’ébullition. Le montage est porté a 1’ébullition a 1’aide d’une
chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essenticlle passent a travers le tube vertical
puis dans le serpentinde refroidissement ou aura lieu la condensation, les gouttelettes ainsi
produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée par conséquence les
huiles essentielles se séparent de 1’eau par différence de densite.

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre
plusieurs heurs selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter, la durée de la
distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de

I’extrait.
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Figure 111.4 : Montage
hydrodistillation par clvenger

a N
Phase organique

(HE)

Phase aqueuse

Figure I11.5 : Une Figure II1. 6 : L’huile
image agrandie essentielle de clou de
séparation de Phases girofle

111.4.2. Extraction liquide-liquide
L’extraction liquide-liquide est une méthode de purification basée sur la différence de

solubilité d’un soluté dans deux phases liquides non miscibles.
En chimie organique, on utilise habituellement une phase aqueuse et une phase organique.
111.4.2.1. Principe de I’extraction

L’extraction consiste a faire passer un produit d’un solvant dont il est difficile & séparer

(eau) a un autre solvant dont il sera facilement isolable (solvant organique).
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» Protocole expérimental

- Dans une ampoule a décanter, on traverse le distillat (200 ml de distillat de I’anis-vert)
obtenu a partir de I’hydrodistillation.

Et on ajoute (50 ml) de solvant d’extraction (dichlorométhaneCH,Cl,).

- Aprés agitation et dégazage on laisse décanter.

- Ensuite on récupére la phase organique (HE et le dichlorométhane).

- Pour extraire le maximum de I’HE on a réalisé trois extractions.

111.4.2.2. Séchage
Un agent de séchage MgSO0, possédant une forte affinité pour 1I’eau est ajouté a la phase

organique afin d’éliminer les traces d’eau susceptibles d’étre retenues.

Le sulfate de magnésium anhydre peut capter 7 molécules d'eau pour former du sulfate de
magnésium heptahydraté, de pH neutre avec une vitesse de séchage rapide, grace a
I’équationsuivante :

MgSO4 4+ 7TH2qy —————> MgS04,7H20s)

111.4.2.3. Filtration et évaporation

Pour enlever le sel desséchant, la solution est filtrée a travers un entonnoir + papier
filtre,directement dans un ballon. Le ballon ne doit pas étre rempli plus que les 2/3.
Pour récupérer notre produit brut, il ne reste plus qu’évaporer le solvant Cela se fait a

I’évaporateur rotatif, aussi appelé rotavap Figure I111.7

I’évaporateur rotatif

[ Figure 111.7 : Montage de ]

= Les différentes étapes réalisées pour I’extraction des huiles essentielles par

hydrodistillation sont illustrees sur la Figure 111. 8
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Distillat

Filtration Séchage

Evaporateur rotatif L’huile essentielle

Figure 111.8 : Les différentes étapes d’extraction de 1’huile
essentielle par hydrodistillasation
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111.4.3. Conservation des huiles essentielles obtenues

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables.
L’instabilité relative des molécules constitutives des huiles essenticlles rend leur
conservation délicate. Trois facteurs interviennent dans l'altération des huiles essentielles :
la température, lalumiére et I'oxygene.

Les huiles essentielles obtenus aprés extraction ont été conservée dans des flacons
fermés hermétiquement, recouverts d’un papier aluminium a I’abri de la lumiére et a basse
température (dans un réfrigérateur) pour éviter toute dégradation, jusqu’a leurs usages pour

les tests de caractérisation.

I11.5. Caractérisation des huiles essentielles

La caractérisation des huiles essentielles se fait a fin d’évaluer la qualité de nos extraits,
nous avons réalisé une étude analytique, tout d’abord en déterminant les caractéristiques

organoleptiques, puis les propriétés physico-chimiques.

111.5.1. Caractérisation organoleptique
Chague huile essentielle est caractérisée par ses propres caracteres organoleptiques tels que
:I’odeur, I’aspect et la couleur qui sont décrites par la norme AFNOR. [3]
> L’odeur
L’odeur est un sens chimique trés sensible et 1’habilité des parfumeurs a classer et

caractériser des substances chimiques parvient a doser les produits naturels et leur

perceptionpeut aller jusqu’a dix millioniemes de grammes par litre d’air. [4]

> Lacouleur

La coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la constituent. [4]

> L’aspect physique

L'aspect d'une essence végétale change selon les produits qui la constituent, cette
essencepeut apparaitre sous forme solide, liquide, ou semi-solide.
Les différentes caractéristiques organoleptiques de 1’essence de clou de girofle et I’anis-

vert ont été notées. [4]
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111.5.2. Caractérisation physicochimique
111.5.2. 1. Rendement de I’extraction
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle et la masse végétale seche a traiter, exprimée en pourcentage. [5]
Il est déterminé par la formule suivante :
m(HE)

RO = <o)

R : Rendement en huile essentielle (%).
(HE) : Poids de I’huile essentielle extraite en g.

(p) : Poids de la plante traitée en g.
I11.5.2.2. La densité relative a 20°C

La densité est le rapport de la masse volumique d’un liquide a celle de I’eau, c.-a-d.
c’est lerapport de la masse d’un certain volume d’HE a la masse d’un volume égal d’eau a
20°C. [6]

> Protocole expérimental

La détermination de la densité des HEs des plantes etudiées est réalisée a 1’aide d’une
éprouvette de 5ml, en utilisant une micropipette, on préléve un volume de 2 ml pour
chaquehuile, ainsi que pour 1’eau, on pése ensuite ce volume par une balance analytique.
La densité de chaque huile a été calculée a partir de la relation suivante :
mp; —my

20 _
dyo =
mz - mo

mo: Masse en g de I’éprouvette vide.

my: Masse en g de I’éprouvette contenant 1 ml d’HE.

m2: Masse en g de I’éprouvette contenant 1 ml d’eau distillée.

111.5.2.3. L’indice de réfraction

L’indice de réfraction (ntD) est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de
réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de 1’air dans ’'HE
maintenue a une température constante. Cet indice est mesuré a 20°C et rapporté a la raie
D du sodium (A=589nm). [6]
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L’indice de réfraction d’une matiére, est un nombre qui caractérise le pouvoir qu’a cette
maticre, a ralentir et a dévier la lumiére. Plus la lumiére n’est ralentie, plus la matiére a un
indice de réfraction élevé.

La mesure de I’indice de réfraction de nos HEs a été effectuée a I’aide d’un réfractomeétre.

> Protocole expérimental
Nous avons opére comme suit :
- ¢talonner 1’appareil a ’aide de 1’eau distillée qui a un indice de réfraction connu égale
al1.333 a la température de 20°C.
- nettoyer les prismes et déposer quelques gouttes d’HE entre les deux faces des prismes.
- fermer ensuite doucement le prisme secondaire. L'échantillon s'étale entre le prisme
principal et le prisme secondaire en un film mince.
- regarder dans I’oculaire et tourner le bouton de réglage de I’indice de réfraction pour
amener les zones sombres et éclairées au centre du réticule.

- noter la valeur de I’indice par 1’échelle de lecture.

Figure I11. 9 : Réfractomeétre

111.5.2.4. Détermination du pH

Le potentiel d'’hydrogéne (pH) mesure l'activité chimique des ions hydrogénes (H+)
(appelés aussi couramment protons) en solution. Pour notre expérience, cette mesure a été
effectuée a l'aide d'un papier pH au lieu d'un pH - metre en raison de I'insuffisance d'huile

essentielle.
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Les huiles essentielles de qualité présentent un pH voisin de 5 (maximum: 6), elles

constituent donc des solutions & caractere acide. [7]

[ Figure 111.10 : Evaluation ]

de PH

I11.6. Analyse par chromatographie sur couche mince CCM

111.6.1. Définition

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de séparation d’un
mélange liquide en ses constituants par entrainement physique entre deux phases : une
phase mobile liquide présente 1’éluant et une autre phase fixe solide. La chromatographie
est aujourd’hui une méthode de séparation, mais également d'identification des constituants
d’un mélange. [8]

111.6.2. Principe

La séparation repose principalement sur des phénomenes d'adsorption et d’interactions,
les substances migrent a une vitesse qui dépend de la nature de 1’échantillon et de celle du
solvant.

On place un composé sur un support solide (phase stationnaire) et I’on applique alors
un solvant (phase mobile) qui, par capillarité, va monter et se déplacer sur la phase
stationnaire. La phase mobile, en montant dans la phase stationnaire, va entrainer le
compose que ’on avait déposé, et ce a une hauteur variant en fonction du composé et du
solvant.

En effet, le composé va développer des interactions non seulement avec la phase mobile
mais également avec la phase stationnaire. Ainsi le composé montera haut (on parle de
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migration) s’il a peu d’interactions avec le support ou bien s’il a une forte affinité pour le

CHAPITRE Il Matériels et Méthodes

solvant. [9]

111.6.3. Réalisation d’une CCM

Les chromatographies sur couche mince, utilisées dans cette étude, sont réalisées en
phase normale sur des plaques d’aluminium recouvertes d’un gel de silice de type
Kieselgel 60 F254 Merck, 200 um. Le développement de ces plaques s’effectue dans des
cuves en verre saturées avec I’éluant approprié. La phase mobile (ou €luant) est constituée
d’un mélange binaire de solvant selon le type de séparation souhaitée (meilleure
séparation). L.’examen des chromatogrammes s’effectue sous lumiére ultraviolet (a A = 254

nm et a A = 365 nm), ensuite par un révélateur constitué de I’iode.

A/ La préparation de la cuve

Une cuve de chromatographie se compose de la cuve et d'un couvercle. Le couvercle sert
d'une part a éviter I'évaporation du solvant mais surtout a réaliser la CCM en atmosphére
saturée (pression de vapeur saturante du solvant), de facon a avoir des valeurs
reproductibles.

On prépare trois cures de différents systemes de solvant (éluant) :

1- 5 ml de dichlorométhane (100%)

2- 4 ml dichlorométhane + 2 ml n-Hexane (80% + 20%)

3- 2,5 ml dichlorométhane + 2,5 ml n-Hexane (50%+50%)

On place 5 mm dans le fond de la cuve puis ferme le couvercle.

B/ les plaque CCM

« A l’aide d’une micropipette dans un tube on introduit quelques gouttes des extraits
obtenus ensuite on ajoute quelques (ml) de solvant dichlorométhane dans chaque
tube.

- Découper une plaque aux dimensions raisonnables.

« Tracer au crayon un trait a 1 cm du bas de la plaque.

. Sur ce trait tracer petits points (1 ou 2 ou 3 ou bien 4) a 1 cm de distance ou seront
déposees lestaches.

- Déposer a l'aide d'une micropipette (ou pipette Pasteur) les solutions sur chaque

point, ou a l'aide d'un capillaire fabriqué in situ avec en tube en verre.
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Attention : les gouttes doivent étre les petits possibles.

Attention : ne jamais toucher la plague avec doigts.

Remarque : si la solution est trop diluée, mettre plusieurs gouttes au méme point enprenant
grand de laisser sécher entre chaque goutte.

C/ Elution
- Placer la plaque dans la cuve, fermer et laisser I'¢luant diffuser.
« Arréter I’opération lorsque le front d'éluant est arrivé a 1 cm du haut de la plaque
(cette espace prend 15 min, mais dépend du support et de I’¢luant).
« Retirer la plaque et tracer au crayon le front de I'éluant.
«  Sécher la plaque a I’air libre ou a la chaleur d’une plaque chauffante.
Les plaques CCM visualisée sous la lumiére UV a la langueur d’onde 254 nm, et 365 nm,

puis révélées dans I’iode.

[ 100% 50% dlchloromethane 80% dichlorométhane ]

dichlorométhane + 50% n-Hexane + 209% n-Hexane

Figure 111.11 : CCM des HEs extraits de clou de girofle de trois extractions
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Figure 111.12 : CCM d’HE extraits de clou de girofle

Figure 111.13 : CCM d’HE extraits de I’anis-vert

Une analyse supplémentaire a été réalisée pour comparer la composition chimique de
I’huile essentielle extraite a celle de I'Huile commerciale, pour cela on a effectué une

chromatographie sur couche mince pour les deux échantillons.
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i Huile
HEs extraits Huile HEs extraits :
. de clou de commerciale de
de clou de commerciale ) .
girofle de clou de girofle clou de girofle
80 % 50% Dichlorométhane
Dichlorométhane et et 50% n- Hexane

20 % n- Hexane

Figure 111.14 : CCM de comparaison entre I’huile essentielle extraite
et I’huile commercial declou de girofle
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80 % 50%
Dichlorométhane + Dichlorométhane +
20 % n-Hexane 50% n- Hexane

HEs extraits Huile HEs extraits Huile
de I'anis-vert commerciale de de I'anis-vert commerciale de
Panis-vert P’anis-vert

Figure 111.15 : CCM de comparaison entre I’huile essentielle
extraite et I’huile commercial de I’anis-vert

I11.7. Séparation et purification par chromatographie sur colonne

111.7.1. Définition

Alors que les autres méthodes chromatographiques sont habituellement employées pour
I’analyse et la séparation de trés faibles quantités de produits, la chromatographie sur
colonne peut étre une méthode préparatrice, elle permet en effet la séparation des
constituants d’un mélange et leur isolement, par migration dans un dispositif constitué¢ de

deux phases ; phase stationnaire (support solide), phase mobile (le solvant). [10]

111.7.2. Principe

C’est une technique basée sur des phénoménes d’adsorption. La phase solide, le plus
souvent I’alumine ou la silice, remplit une colonne de longueur et de section variable,
I’échantillon, en solution concentrée, est déposé en haut de la colonne et la séparation des

composants résulte de I’écoulement continu d’une éluant, traversant la colonne par gravité
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ou sous I’effet d’une faible pression. On peut utiliser comme €luant un solvant unique ou

bien accroitre progressivement la polarité¢ de 1’¢luant de fagon a accélérer le déplacement

des composés. Les substances les plus polaires sont fortement retenues par 1’adsorbant

dans la colonne, et les solvants polaires entrainant facilement les composés polaires. [10]

.7.3. Réalisation d’une CC

% Cette chromatographie utilise comme phase stationnaire des particules de silice est

Y/

placée dans une colonne en verre et non sur une plaque et comme phase mobile un
solvant ou mélange des solvants comme éluant s’écoule dans la colonne. Nous avons
utilisé une colonne en verre de diametres 40 mm. La phase stationnaire est réalisée en
introduisant dans la colonne en suspension de silice Kieselgel 60 (0.063-0.200 mm)
Merck qu’est mélangée dans Hexane. La quantité de silice utilisée est généralement 30

a 40 fois supérieure a la quantité de 1’échantillon a fractionner.

% 3g d’huile essentielle de 1’anis-vert sont traitées par une chromatographie sur colonne

de gel de silice en phase normale, 1’élution a été réalisées par 100% hexane et un
mélange de (80 ml n-hexane + 20 ml dichlorométhane) et un mélange (50 ml
dichlorométhane + 50 ml hexane) et 100% dichlorométhane. Ce fractionne permis

d’obtenir 28 fractions.

Figure 111.16 : Processus de séparation par la chromatographie sur
colonne

Des fractions de 20 ml recueillies a chaque fois, sont soumises a une chromatographie

surcouche mince (CCM), visualisées sous la lumiére UV a la langueur d’onde 254 nm et

365 nm et révélées dans 1’iode
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Fractions
Eluant colonne regroupées

100% de n-Hexane 100% 1 —» 4
80% n-Hexane et _ S— 38
20%dichlorométhane 4:2 9 —» 12
13 —» 15
50% dichlorométhane 25:25 16 —» 18
et 50% Hexane 19 —5 22
100% de 100 % 23 —» 27

dichlorométhane 28

Tableau Il1. 1 : fractionnement d’huiles essentielles de I’anis-vert

L
9 10 11 12 13 14 15

(@) UV aar=254nm
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(b) Aprés révélation de solution d’iode

Figure 111.17 : CCM en phase normale des fractions de la chromatographie
CC d’huile essentielle de I’anis-vert : (a)UV a A= 254 nm, (b) apres révélation
dans I’iode
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Apreés I’analyse des CCM, les fractions similaires sont regroupées en 11 nouvelles fractions

Fractions Fraction regroupées
2 —» 4 F1
5 —»38 F2
9 —» 12 F3
13 —» 15 F4
16 F5
17 F6
18 F7
19 F8
20 —> 22 F9
23 —» 25 F10
28 F11

Tableau I11. 2 : Rassemblement des fractions (F1-F11)

Figure 111.18 : Les fractions F1-F11
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111.8. Séparation d’eugénol et acétate d’eugénol des HEs de clou de
girofle

Aprés D’extraction d'huile essentielle de clou de girofle, la suite de 1’expérience
consistait a extraire 1’eugénol qui peu soluble dans I’eau avec deux portions de 10 ml de
chlorure de méthyléne. Afin d’éviter qu’une émulsion se produise, nous avons procédé de
la maniére suivante : la premiere extraction a été effectuée en agitant vigoureusement
I’ampoule de séparation, tandis que pour la derniere extraction, ’ampoule de séparation
n’a été agitée que trées modérément. Les deux phases organiques ont étés combinées et

séchées par 2-3 g de sulfate de magnésium anhydre.

Pour séparer I’eugénol de 1’acétate d’eugénol, nous avons extrait la solution de chlorure
de méthyléne avec deux portions de 10 ml de NaOH (2mol/l) ; ceci provoque une réaction

acide/base, 1’eugénol passe en phase aqueuse.

L’acétate d’eugénol et d’autres produits contenus dans le clou de girofle se retrouve
dans la phase organique Figure 111.19. Cette derniere a été séchée sur sulfate de

magnésium anhydre.

Phase aqueuse
(Eugénol)

Phase organique
(Aceétyleugénol)

Figure 111.19 : Séparation de I’eugénol et
I’acétate d’eugénol
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Les phases aqueuses ont été acidifiées avec de I’acide chlorohydrique concentré jusqu’a

CHAPITRE Il Matériels et Méthodes

ce que le PH soit égale a 1. L’eugénol se reprotone et est a nouveau soluble dans le

chlorure de méthylene.

Figure 111.20 : Test PH de la phase aqueuse

L’eugénol a été par la suite extrait avec deux portions de 10 ml de chlorure de
méthylene, nous avons séché la phase organique avec sulfate de magnésium
anhydre puis filtré. Apres élimination du solvant on obtient deux fractions
différentes comme illustre les Figures 21,22

Figure 111.21 : Figure 111.22 :
Eugénol Acétate d’eugénol

63



o

Le controle rapide par CCM de I’huile essentielle et les produits séparés dans un éluant

CHAPITRE Il Matériels et Méthodes

(80% dichlorométhane + 20% n-Hexane) donne des chromatogrammes montrés dans la
Figure 111.23

présence de I’eugénol et I’acétate d’eugénol

[ Figure 111.23 : CCM de vérification de la ]

111.9. Méthode d’analyse spectrale

111.9.1. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge fournit de bons renseignements sur les fonctions de
molécule et sur la présence éventuelle de doubles ou de triples liaisons. L’absorption d’une
radiation (ou absorption d’énergie : E= h /£), a I’intérieur d’une molécule, provoque des
vibrations d’élongation de ces liaisons ou de déformation de ces angles de liaison, selon les
liaison concernées (C=0, O-H, C-H, C=C...), les vibrations apparaissent a des longueurs
d’onde différentes et affichent des bandes d’absorption de forme et d’intensité différentes.
Une seule fonction peut parfois donner plusieurs signaux (cas de la fonction acide qui a

deux bandes : une pour —OH et autre pour —CO-). [11]

Le domaine de fréquence le plus couramment utilisé s’étend de 2,5 a 16 Um (soit de
4000 a 650 cm-1). Le dispositif expérimental utilisé dans ce travail est un spectrometre a
transformée de fourrier (FTIR) de marque Shimadzu FTIR-8400 S. [10]
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Dans cette étude on réalisé I’analyse spectrale infrarouge de chaque produit isolé.

Figure 111.24 : Appareillage spectroscopie
infrarouge
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1VV.1. Introduction

Dans ce chapitre on a présenté et interprété les résultats d’extraction et de la
caractérisation des huiles essentielles de deux plantes médicinales qui sont de grande
importance ; le Clou de girofle et I’Anis-vert, par la suite la séparation des principaux
composés de ces huiles essentielles et leurs indentifications, finalement nous avons

mentionné quelques applications pharmaceutiques de ces substances actives.

1VV.2. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement présentes a de trés faibles concentrations
dans les plantes a parfums. Avant de pouvoir utiliser ou analyser de telles substances, il est
nécessaire de les extraire de leur matrice. La méthode d’extraction des huiles essentielles la
plus simple est I’hydrodistillation. Il s'agit de la méthode la plus anciennement utilisée, on
utilise dans notre travail ’hydrodistillation simple pour 1’extraction d’HE de I’ Anis-vert,
d’autre part ’'HE de clou de girofle est extrait par I’hydrodistillateur de type clevenger

Cette démarche est résumée par I’organigramme suivant :

100G MG + I’eau distillée

4

Hydrodistillation pendent 5h

J

Décantions (séparation)

Phase Phase
aqueuse organique
Déchets Séchage par

MgSQO,
¥

®= Evaporation | Filtration

Figure 1V.1 : Les différentes étapes
d'extraction des HEs
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A la fin d’hydrodistillation, on observe un distillat en deux phases, 1’une organique et

CHAPITRE IV Résultats et Discussion

I’autre aqueuse. Il s’agit d’une (émulsion) entre 1’eau majoritaire et les huiles essentielles

de clou de girofle et de I’anis-vert. Apres les étapes d’extraction on obtient les HEs de deux
plantes qui sont montré dans la Figure 1V.2

.
HE d’Anis- HE de Clou de
vert girofle

\

Figure 1V.2 : Essences obtenues a partir des deux plantes

IVV.3. Etude des proprietés des huiles essentielles

La détermination des propriétés des HESs joue un rdle trés important pour caractériser et
identifier la présence des huiles essentielles.

IV.3.1. Propriétés organoleptiques des HE

Les caractéres organoleptiques de nos huiles essentielles (aspect, couleur, odeur) sont
résumes dans le Tableau 1V.1.
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Plante Pimpinella anisum L Sywygium aromaticum L
Aspect Liquide Liquide
Couleur Jaune claire Jaune claire
Odeur Caractéristique doux trés Caracteristique
forte épicée tres forte

Tableau 1V.1 : Caracteéristiques organoleptiques des HEs extraites

D’apres le Tableau V.1, on remarque que les HEs obtenues sont des liquides avec une
odeur propre a la matiére végétale, épicée pour sywygium aromaticum L par contre le
Pimpinella anisum L.est caractérisé par une forte odeur doux.

Les HEs de Pimpinella anisum L et sywygium aromaticum L ont une couleur jaune
clair.

» Les caractéristiques organoleptiques des essences de 1’anis-vert et de clou de girofle

citées dans la littérature, sont rassemblées dans le Tableau 1V.2

Plantes Pimpinella anisum L Sywygium aromaticum L
Aspect Liquide transparent, peut se = Liquide mobile limpide
congeler parfois, légérement visqueux
Couleur Du jaune a incolore Jaune tres claire
Odeur Doux et anisé, point Epicée caractéristique de
d’ Anéthol I’eugénol
Reférences [1] [2]

Tableau IV.2 : Caractéristiques des HEs étudiées selon la littérature

» Par comparaison entre nos résultats expérimentaux avec ceux de la littérature, on
remarque que les caractéristiques organoleptiques de nos HESs sont en accord avec ceux

rapportées par les références.
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I1VV.3.2. Rendement en HE

Le rendement en huile essentielle est estimé en fonction de la masse totale du végétal. A
I'échelle de laboratoire a partir de Clou de girofle et I'anis-vert les rendements des HEs
extraites par hydrodistillation sont illustrées dans la Tableau 1V.3

Plantes Pimpinella anisum L Sywygium aromaticum L

Rendement 1.67 3.28
moyen en HE (%)

Tableau 1V. 3 : Tableau des rendements en HEsS
obtenues

S
n
w
N
0
o
S

w

ey
n

N

=
wn

[N

LE RENDEMENT EN HE %

o©
n

Anis-vert Clou de girofle

Figure I1V.3 : Représentation graphique des rendements en HE

» En générale, on peut dire que les rendements des huiles essentielles de chaque plante

étudiée sont acceptables par rapport a la masse de la matiere végétale.

=+ Une étude faite par Iness Bettaieb Rebeya et al. 2019 [3], sur Composés bioactifs et
activité antioxydante de Pimpinella anisum L, accessions a différents stades de
maturation, ils ont trouvé un rendement entre (1.22% a 3.09%) Ce résultat est
correspond a notre valeur obtenue 1,67%.
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+ Dans I’étude de Gulgin et al. 2003, Kosalec et al. 2005 [4,5], sur Criblages des
activités antioxydantes et antimicrobiennes d'extraits de graines d'anis (Pimpinella
anisum) on indique que I’anis est une plante aromatique de la famille des Apiacées et
Présenté un rendement en huiles essentielles entre (1-4%0) cet intervalle est conforme
avec notre résultat.

+ Une étude faite par Atmani Hanane et Baira Kawther., 2014 [6] sur Sywygium
aromaticum L récoltée au Est de I’Algérie et plus exactement & correspondant a
Constantine, ils ont trouvé le rendement est égale de (3.5%), ce résultat est
relativement proche de notre (3.28%).

+ Concernant le Sywygium aromaticum L, une étude faite par Boubrit et Boussad,
2007 [7], a donné un rendement moyen en HE voisin de (3,5%) ce résultat est
semblable a notre. D'une maniére générale nos résultats restent en accord avec celui
citées dans la littérature.

Généralement, le rendement des huiles essentielles est différent d’une famille botanique a
une autre, d’une espece a une autre et méme entre les plantes de la méme espéce. De plus,
cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs dont essentiellement, 1’origine,
I’espéce, la période de récolte, le climat, le stade de la croissance, la durée de séchage, la
conservation du matériel végétal et la technique d’extraction des huiles essentielles. [8,9]

< On peut dire qu'en terme de quantité et malgré que ce pourcentage semble inférieur

mais dans la pratique reste satisfaisant pour mener bien a une telle étude.

IVV.3.3. Les indices physico-chimiques

Les HEs sont caractérisées par leurs propriétés physico-chimiques (densité, indice de
réfraction,PH...).
Les résultats de la détermination des propriétés physico-chimiques des essences obtenues a

partir des plantes étudiées sont consignés dans le Tableau 1V.4
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Plantes Pimpinella anisum L Sywygium aromaticum L

Densité relative

a20 °C d3) 0,96 0,97
Indice de réfraction 1,533 1,524
PH 5 5

Tableau 1V.4 : Caractéristiques physicochimiques des
HEs extraites

» Le Tableau IV.5 montre les constants physicochimiques des HEs de clou de girofle et

I'anis-vert retrouvés dans les littératures :

Plantes Pimpinella anisum L = Sywygium aromaticum L
Densité relative a 20 °C d39 0.980 - 0.990 1.042 - 1.054
Indice de réfraction 1.552 - 1.561 1.5280 - 1.5346
PH 4-6 5.5 -7
Références [1] [2]

Tableau 1V.5 : Caractéristiques physicochimiques des HEs
puisées dans la littérature

D’apres les résultats mentionnés dans les deux tableaux on constate que :

» Premiérement, les densités de nos huiles essentielles sont inférieures a celle de 1’eau
et sont conformes aux résultats puisés dans la littérature. En effet la densité est I’un
des parametres de pureté des HEs.

» Deuxiément, Les indices de réfractions obtenues sont conformes avec les normes
indiquées dans la littérature. Ce facteur est généralement utilisé pour 1’identification
et comme un critere de pureté des huiles essentielles et des autres composeés liquides.

Chaque substance a son indice de réfraction spécifique. Plus 1’indice de réfraction d’un

produit est prés de la valeur attendue, plus sa pureté est grande. Cette pureté définie dans

des intervalles considéres comme acceptable dans ce cas, on peut considérer que notre HEs

sont pures.
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» Troisiemement, selon les analyses realisées, le PH de deux huiles essentielles
obtenues est environ 5 c¢’est PH acide joue un role déterminant au cours des réactions
chimiques et biochimiques et peut influencer les propriétés stabilisatrices d’une HE
(effets antioxydant et antimicrobien) et conforme avec les normes de la littérature.
L’acidité de ces huiles essentielles soit de I’anis-vert ou bien clou de girofle est due a

la composition chimique des HEs qui se considere comme donneur des H+.

IV.4. Analyse par chromatographie sur couche mince

Cette technique nous donne une indication sur le contenu des extraits analysés et
procure les informations nécessaires pour la poursuite d’autres études.

Pendant I’analyse CCM, plusieurs systémes de solvants ont été essayés sur les huiles
extraites, en utilisant des plaques analytiques recouvertes de gel de silice. Chaque
échantillon, avec un systeme spécifique, donne une bonne séparation et une visibilité
acceptable des spots par le révélateur utilisé, comme il est indiqué sur les

chromatogrammes illustrés dans le Tableau IV. 6

=254 nm lode

Anis-vert

Eluant
(50%dichlorométhane+

50%n-hexane)

Clou-girofle
Eluant
(80%
dichlorométhane+

20%n-hexane)

Tableau IV. 6 : Les chromatogrammes des huiles essentielles de
I’anis-vert et clou de girofle
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Les résultats obtenus montrent des taches bien distinctes de différents facteurs de
rétention ce qui reflete la différence dans la composition de deux plantes qui bien
claire au niveau des chromatogrammes obtenus a 1’égard de cette étude.

D’aprés le chromatogramme de I'HE de 1’ Anis-vert, on remarque que la tache (2) de
grande taille présentée la composé majoritaire (anéthol), la migration de cette tache
dans 1’¢éluant (50% dichlométhane +50% n-Hexane), correspond a un rapport frontal
egal Ry =0.80

Le chromatogramme de I’HE de clou de girofle indiqué la présence de fagon trés nette
le constituant dominant (eugénol) correspond a la grande tache (2) avec un rapport
frontal Ry=0.62, et par la suite le deuxieme constituant (acétyl d’eugénol) correspond
a la tache (1) avec un rapport frontal R;=0,92 éluée dans le systeme (80%
dichlorométhane + 20% Hexane)

A travers les résultats donnés par Said CHAKIR et al, 2012 [10], détaillé la
composition chimique d'huile essentielle de I’anis-vert, et constituée majoritairement
de : L’(E)-anéthol (81,19%0).

D’autre part, 1’étude de Romilde lannarelli et al, 2018 [11], indiqué que les huiles
essentielles de Pimpinella anisum L contiennent essentiellement 1’(E) anéthol (97,9%)
comme un constituant majoraitre.

Pour le clou de girofle une étude de TEUSHER et al. 2005 [12], dit que les
principaux constituants de I’huile essentielle de clou de girofle est I’eugénol (teneur
relative : 70 % a 90 %), I’acétate d’eugénol (17 %0).

La Pharmacopée européenne définit des intervalles de quantité recommandée pour
chaque constituant des HEs de clou de girofle : [13]

- 75,0 et 88,0 % pour I'eugénol.

- 4,0 a 15,0 % pour l'acétyleugénol (acétate d'eugénol).
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=254 nm lode

Anis-vert
Eluant
(50%dichlorométhane+ '
50% n-hexane) « 9

1 : HE extraite 2: HE com | 1: HE extraite 2 : HE com

Clou de girofle

Eluant
(80%
dichlorométhane+

20%n-hexane

(1) HE extrait (2) HE com @ 1 HE extrait 2 HE com

Tableau 1V.7 : chromatogrammes de la comparaison

» L’analyse chromatographique des différents échantillons (HE extrait + huile
commerciale) de deux plantes a révélé une variété des composants dans les deux
échantillons.

» Par comparaison on trouve qu’il existe une similitude entre la composition de deux
échantillons (HE extraits et HE commerciale) de deux plantes étudiées. Cette
similitude est due a la migration de spots qui sont au méme niveau c.-a-d. ont le
méme rapport frontal, donc les deux échantillons possédent les mémes constituants.
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IVV.5. Séparation des principaux constituants

IV.5.1. Séparation de I’anéthol d’huile essentielle de I’anis-vert

Pour I’analyse CCM en utilisant un mélange de solvant de n-Hexane et
dichlorométhane, le chromatogramme obtenu montre clairement I’existence de cing

taches ayant des différentes Ry.

4
5

» D’apres le chromatogramme la deuxiéme tache présenté la fraction majoritaire. Cette
derniere est séparée par CC, en utilisant le gel de silice comme phase stationnaire et
I’¢luant (n-hexane et dichlométhane) comme phase mobile, I’analyse par CCM des
contenants des erlenmeyers donne des chromatogrammes illustrés dans le chapitre
précédant.

» Apres évaporation, on obtient la deuxiéme fraction sous forme d'un liquide huileux

avec des caractéristiques illustrée dans le Tableau 1V.8

Figure IV.4 : Le produit majeur isolé a partir de ’HE de
I’anis-vert
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Caractéristiques Valeurs
Masse (g) 2,22
Rendement (%) 74
Couleur Transparente
Odeur Agréable

Tableau IV.8 : représente les caractéristiques de la
deuxiéme fraction

+ L’étude de Karimzadeh F et al. 2012 [14], pour la Pimpinella anisum L, indiqué
I’anéthol est un composé organique de la famille des phénylpropénes. Et a un godt
clairement sucré et est treize fois plus sucré que le sucre. Le goQt ressenti est agréable
méme avec des concentrations élevées. De facon trés claire notre résultat est concorde
avec cette étude.

+ Selon PParomathérapie. 2009 [15], a I’état liquide I’anéthol est un éther-oxyde
apolaire et hydrophobe incolore, alors I’anéthol qui nous trouvé a couleur transparent
est en accord avec cette information.

+ Dans I’article de Mohammed A.T. Reheem et Mona M. Oraby.2015 [16], pour
I’étude d’antimicrobien, cytotoxique et nécrotique de 1'huile essentielle de Pimpinella
anisum L sont montrent que le rendement de I’anéthol extraite est égal 82,1% cette

valeur est proche a notre résultat.

IVV.5.1.1. Analyse par chromatographie sur couche mince

Pour vérifier la composition chimique de la fraction (2), I’analyse par CCM donnée des
taches identiques (5, 6, 7,8), qui indiquée la présence d’un seul composé, comme illustre la
Figure IV.5

Figure 1V. 5 : Chromatogramme

de la deuxieme fraction
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+ L’étude théorique d’Embong et al. [17], sur cette plante (Anis-vert) appartienne a la

famille d’Apiaceae, montre qu’elle est trés riche en trans-anéthol avec 57,4% et

75,2%. On peut dire que cette fraction présente ce composé ayant la structure
chimique suivante :

CHs
o]
/4
Formule brute CioH120
Nom trivial Anéthol
Nom systématique Trans-1-méthoxy-4-(prop-1-enyl) benzene

IV.5.1.2. Analyse par spectroscopie infrarouge IRTF

L’analyse par spectroscopie infrarouge IRTF du produit isolé, donne un spectre semblable

a celle de référence, qui montre I’existence des bandes d’absorption caractéristiques.

Anéthol

Notre spectre

anéthol |

100

80

60 -

transmitance (%)

40 -

. /O
20 \©\/\

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

nombre d'ondes (cm™)
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Spectre de Référence [18]

LoD

50+

TRANSHITTANCE | 51

T T T T
4000 3000 2000 1500 Laag §00

> Les bandes les plus significatives révélées sur les spectres IR de cette fraction sont
rapportées sur le Tableau 1V.9

Fréquence = Groupement Type de Intensité Forme
(cm-1) correspondante = Vibration

2966 C-H aliphatique Elongation Fort Fines
2800 Fort

2900 Moyenne

C-H aromatique

3000 Elongation Moyenne Fine
1666 RCH=CHR'’ Elongation Faible Fines
800 Deformation Moyenne

C=C aromatique

1600 et 1466 Elongation Moyennes Fines
=C-0-C
1300 Elongation Fort Fine
O-CHs;
1000 Elongation Moyenne Fine

Tableau IV.9 : Les bandes caractéristiques de la deuxiéme fraction
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IV.5.2. Séparation de I’anis aldéhyde

Cette fraction a été obtenues aprés analyse par CCM des sous fractions (20, 21, 22) qui

montre ’existence d'un seul produit présent un Ry = 0.25 leurs caractéristiques

organoleptiques sont rapportés dans le Tableau 1V.10

Figure 1V.6 : Regroupement de la fraction (20, 21, 22)

Caracteristiques Valeurs
Aspect Liquide
Couleur Jaune foncé
Odeur Doux tres fort

Tableau V.10 : Les caractéristiques organoleptiques de la
fraction (20, 21,22)

» L'analyse spectroscopique IRTF de cette fraction donne un spectre semblable avec le

spectre de référence de I'anis aldéhyde.

79



CHAPITRE IV Résultats et Discussion | \)mj

Anis aldéhyde

Notre spectre
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» Les groupements fonctionnels caractéristiques de la structure de ce produit sont

rassemblés dans Tableau V.11

Fréguence = Groupement

1
iy correspondante
2933 C-H aliphatique
C=0
1700 Aldéhyde
C=C
1600 et Aromatique
1433
1266 O-CH;4

Type de

vibration

Elongation

Elongation

Elongation

Elongation

Intensité

Moyenne

Fort

Fort
Faible

Fort

Forme

Fine

Fine

Fines

Fine

Tableau IV. 11 : Les bandes caractéristiques de I’anis aldéhyde

» D’apres le chromatogramme de la Figure 1VV.6 on remarque que les taches sont de

faible taille ce qui donne une information dit que ’anis aldéhyde dans les HEs de

I>anis-vert est présenté par une quantité faible, ont a confirmé ce résultat par 1’étude

de Staeseche et al. 1994 [20], qui sont définissent la teneur de 1’anis aldéhyde dans les

huiles essentielles de 1’anis-vert par une zone entre (0,1 et 1,4%).

IVV.5.3. Les caractéristiques organoleptiques des autres fractions

La separation par chromatographie sur colonne de 1’anéthol donne aussi des fractions qui

sont des composés organiques des caracteristiques organoleptiques claires.
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[ Figure IV.7 : les fractions des produits isolés d’HE

de Panis-vert

» Les caractéristiques organoleptiques de ces fractions expliquées dans le Tableau

V.13 Suivante :
Fractions Caractéristiques organoleptiques
Aspect Couleur Odeur
2,34 Liquide Transparent Doux trés fort
9, 10, Liquide Jaune péle Doux fort
11,12
Traces Jaune foncé Doux fort

13,14,15 solides

16 Liquide Transparente Doux fort
17 Liquide Jaune tres claire Doux
Liquide Jaune foncé Doux
18
Liquide Jaune foncé Doux
19
Liquide Jaune brun Doux tres fort
23, 24,25

Tableau 1V. 12 : Les caractéristiques organoleptiques d’autres
fractions
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Remarque 1 : Nous avons éliminé les sous-fractions 1, 26 et 27 pendant I'accumulation

CHAPITRE IV Résultats et Discussion

des contenus de chaque tube car apres la révelation, nous avons remarqué le manque des
taches qui indique I'absence totale des composants, Donc on peut dire que ces fraction

présentent seulement le solvant.

Remarque 2 : le dernier chromatogramme donne lieu a I’apparition d’une seule tache bien
dimensionner ce qui indiquer la présence d’un seul composé (fraction 28). Leurs

caractéristiques sont détaillées dans le Tableau 1V.12 :

28
Caractéristiques Valeurs
Aspect Liquide
Couleur Jaune brun
Odeur Doux

Tableau IV.13 : Les caractéristiques organoleptiques de
la fraction 28

& A travers I’analyse par CCM et ses propriétés organoleptiques on peut dire que ce
produit est pur et parmi les composés organiques aromatiques de cette plante, ayant
une tres forte odeur. Malheureusement sa faible teneur ne pas apprécier pour

I'identifier.
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IV.5.4. Séparation de I’eugénol et I’acétate d’eugénol d’huile essentielle de clou de

girofle

A travers la décantation (extraction lig-liq) des huiles essentielles par le solvant
dichlorométhane ce qui permet a I’eugénol et I’acétate d’eugénol a passer dans la phase
organique car ils sont plus solubles. L’eugénol fait partie de la famille des phénols qui ce
caractérise par un groupement hydroxyle greffer sur le noyau benzénique. Les phénols sont
en général plus acides que les alcools a cause de leurs plus grands nombres de structures de
résonances de leur forme déprotonés. Grace a cette propriété on pourra extraire 1’eugénol
de la phase organique avec une solution basique. L’eugénol se retrouvera en phase aqueuse
sous forme d’ion phénolate (I’oxygéne du groupe méthoxy contribue a la structure de
résonance). De plus, I’acétyleugénol présent dans la phase organique ne peut pas se

déprotoner (pas d’hydrogéne capable de partir), il ne peut donc pas réagir avec la base.

OCH,

H
HZC:C—HZCQOH}

Fonction phénol
Ar-OHpy +OH @y = Ar-0 g+ H3O" )

Pour sépare I’eugénol de la phase aqueuse, on ajoute une solution d’acide chlorhydrique
concentré jusqu’a 1-obtention un pH acide & 1, par évaluer avec un papier pH. Alors une
émulsion se forme, I’émulsion elle est due aux gouttelettes d’eugénol dans 1’eau.

Ar-O aq + HsO a9 = Ar-OHg +HxOq
Cette reaction de régenere I'eugénol.
L’acidification de la phase aqueuse par HCI permet de réprotonner le phénolate

d’eugénol en éugénol qui extraite pour la deuxieme fois par le dichlorométhane.
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Aprés D’évaporation de deux extraits on obtient deux liquides huileux avec les

ES <N
AT A
=g L A
e J‘
)

caractéristiques suivantes :

e
A

Acétate d’eugénol Eugénol

Figure 1V. 8 : Les produits isolés a partir d’huile essentielle de clou

de girofle
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Caractéristique Valeurs
Masse (9) 1,54
Rendement (%) 78,97
Couleur Jaune
Odeur Epicée trés forte

Tableau IV. 14 : représente les caractéristiques d’eugénol

Caractéristique Valeurs
Masse (9) 0,33
Rendement (%) 16,92
Couleur Transparente
Odeur Epicée trés forte

Tableau I1V.15 : représente les caractéristiques de ’acétate
d’eugénol

+ L’¢étude de Mathieu Deshaies et Jean-Philippe Gamache.2013 [21], nous a permis
de comparer les caractéres organoleptiques de 1’eugénol par leurs résultats qui disent ;
L’éugenol est un phénol qui donne la couleur jaune pale a I’huile essentielle de clou
de girofle. C’est aussi celui-ci qui donne la forte odeur caractéristique de cette méme
épice. Donc cette étude est en accord avec nos résultats.

+ D'aprés la pharmacopée européenne 3e édition, I'huile essentielle des clous de girofle
contient de (75 a 88 %) d'eugénol cette information est en similitude avec notre
résultat. [22]

+ Pour I’acétate d’eugénol la recherche de Luebke, William tgsc. 1996 [23], montré
que ce produit est d’odeur épice, et dans la fiche de données de sécurité. 2017 [24],
dans la section des propriétés physicochimiques on trouve la couleur de 1’acétate
d’eugénol est jaune clair. Alors nos résultats avec celles de la littérature.

+ Dans I’étude de la Récapitulatif des quantités, familles chimiques et propriétés des
principaux composants des HEs de clou de girofle [25]. Le rendement de 1’acétate

d’eugénol est situé dans I’intervalle cité dans la littérature (4-16%0).
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IV.5.4.1. Analyse par chromatographie sur couche mince

L’analyse par CCM de I’eugénol et I’acétate d’eugénol isolés confirme la présence de

ces produits d’une fagon trés claire par des taches bien dimensionnés :

A=254 nm lode

HEs+eugénol+aceétate
d’eugénol
Eluant
(80%dichlorométhane
+ 20% n-hexane)

Tableau 1V.16 : chromatogramme obtenu aprés séparation de I’eugénol et
I’acétate d’eugénol

» On a indiqué précédemment que la haute tache correspond a 1’acétyleugénol et la
grande tache pour I’eugénol. Apres séparation, on remarque la présence d’une petite
tache de 1’acétate d’eugénol dans le dépot de 1’eugénol, ceci indique 1’existence des
traces de I’ACg dans le produit majoritaire Eg et peut étre éliminé par une autre
séparation.

» De méme pour ’acétate d’eugénol, on trouve une grande tache montre que le produit
isolé est présente par une quantité considérable, avec des traces de 1’eugénol qui est

évident est réduite par une deuxieéme séparation.
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IV.5.4.2. Identification par spectroscopique infrarouge IRTF

Les deux constituants d’huile essentielle de clou de girofle sont traités par

spectroscopique infrarouge, ce traitement donne des spectres similaires avec ceux de la
littérature.

Eugeénol

Notre spectre

eugénol|
100 |
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» Les bandes caractéristiques de 1I’eugénol sont présentés dans le Tableau 1V.17

Fréquence Groupement Type de Intensité Forme
(cm-1) correspondante  Vibration
3500 O-H phénol Elongation Large Moyenne
1600 CH,=CHR Elongation Faible Fine
2866 ) Fine
2966 Elongation Moyennes Moyenne
3000 Fine

C-H aliphatique

1366 Déformation Moyennes Fines
1466
1200 O-R Elongation Fort Fine

Tableau IV. 17 : Les bandes caractéristiques de I'eugénol
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Acétate d’eugénol

Notre spectre

acétate d'eugénol |

100 —+

transmitance (%)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

nombre d'ondes (cm™)

Spectre de référence [27]
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» Les bandes caractéristiques d’acétate d’eugénol sont présentés dans le Tableau 1V.18

Fréquence Groupement Type de Intensité Forme
(cm-1) correspondante Vibration
2900 C-H aliphatique Elongation Fort Fines
2966
1766 C=0 ester Elongation Faible Fine
C=C aromatique

1500 Elongation Fort Fine
1600 H,C=CHR Elongation Faible Fines
875 Déformation Fort
1266 C-O Elongation Faible Fine
3066 C-H aromatique Elongation Faible Fine

Tableau V. 18 : Les bandes caractéristiques de I'acétate d‘eugénol

IV.6. Applications pharmaceutiques

D’une fagon générale les plantes médicinales peuvent étre utilisées pour la fabrication
des médicaments car ils possédent des substances naturelles actives responsables de divers
effets thérapeutiques.

» Les propriétés thérapeutiques des produits isolés sont indiquées dans le Tableau 1V.19
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Nom de la molécule Quantité

Anéthol
(Anis-vert)
[28]

80-90%

Anisaldéhyde
(Anis-vert)
[29, 30,]

1,5-2,5%

Eugénol
(Clou de girofle) 75-88%

[25]

Acétate d’eugénol
(Clou de girofle) 4-14%

[25]

Proprietés

- Acaricide.

- Carminative.

- Spasmolytique intestinale.
- cestrogénique.

- Répulsif vis-a-vis Aedes
albopictus (moustique tigre).

- Fabrication de parfum.

- Anti-infectieux.
- Anesthésiant.

- Antiagrégant plaquettaire.

- Antispasmodique.
- Musculotrope.

- Stimulant génerale.

Tableau IV. 19 : Les propriétés thérapeutiques de nos produits

isolés

» Ces propriétés permettent a ces substances a impliqué dans les préparations

pharmaceutiques suivantes :

SULFARLEM®

DCI : Anétholtrithione

Indications thérapeutiques :

- Utilisé dans le traitement sysmptomatique des

troubles dyspeptiques.

- Utilisé dans les hyposialies médicamenteuses,

post-radiothérapiques, hyposialies de la sénescence.

ANETHOLTRITHIONE

NRVIEG 1450
[’
ot Eoteners \ tcoupmnes xponts

- Ce médicament est préconisé en cas de bouche seche (sécrétion de salive).

Principe actif : Anétholtrithione. [31]
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Anisaldéhyde

L’anisaldéhyde est largement utilisé¢ en parfumerie et comme ardome. C’est également

un intermédiaire dans la synthese de composés utilisés en parfumerie.

L’anisaldéhyde est également utilisé en chromatographie sur couche mince. [32]

ALODONT ®
DCI :
Chlorure de cétylpridinium / chrolobutanol eugénol. q.lo_do_nt‘ l
I | i
Indication thérapeutique : ——tpe | 4
| I. L

- Alodont est indiqué dans le traitement local

solution pour |1
bain de bouche |

d’appoint des infections de la cavité buccale. s daroak

tanol hés

- Soins post-opératoires en stomatologie.

. i TONIPHARM
- Solution pour bains de bouche. | S

Principes actives :

Cétylpyridinium Chlorure, chlorobutanol hémihydrate, Eugénol. [33]

GIROFLE CLOUS®

DCI :

Eugenia caryophyllata

Indication thérapeutique :

Antalgiques

Antiseptiques (notamment pour les névralgies et les
infections dentaires)

Antiseptique intestinal, et dynamisant cérébral.

Principes actifs :

Eugénol, acétate d’eugénol. [34]
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Conclusion Générale

Le regne végétal, parce qu'autotrophe, est une source inépuisable de molécules pouvant
présenter un intérét thérapeutique. Les produits d’origine naturelle prennent de plus en plus
une place importante dans 1’industrie pharmaceutique et agronomique. En effet, un certain
nombre de produits chimiques issus de la synthese organique, nécessitent une
pharmacovigilance en raison de leurs effets indésirables. Les stratégies de recherche de
substances naturelles actives a partir de plantes sont souvent basées sur 1’utilisation de ces

plantes en médecine traditionnelle.

Le sujet abordé dans ce mémoire s’inscrit dans le cadre général des travaux visant la
valorisation des ressources naturelles d’origine végétale a usage pharmaceutique. Notre
travail est porté sur L’isolement et la caractérisation des substances actives issues des
huiles essentielles de deux plantes aromatiques et médicinales Pimpinella anisum L et
Syzygium aromaticum.

L’extraction par I’hydrodistillation reste une méthode simple et efficace pour I'obtention
des huiles essentielles, a révélé une valeur du rendement de I’ordre de 1,67% pour 1’anis-
vert et 3,28% pour le clou de girofle, ce dernier semble le plus important. Ces résultats

restent en accord avec celui citées dans la littérature.

Au cours de ce travail, on a déterminé aussi les propriétés physico-chimiques (PH,
densité, indice de réfraction) de ces huiles essentielles. Il a été confirmé que les valeurs

obtenues sont compatibles avec celles de référence.

L'analyse par chromatographie sur couche est effectuée dans cette étude pour confirmer
I’existence des substances actives dans les HEs des plantes étudiées. On a trouvé
clairement la présence de I’anéthol et autres substances dans l'huile de I’anis-vert et

I’eugénol et I’acétyl d’eugénol dans 1'huile de clou de girofle.

La séparation des substances actives de 1’huile d’anis-vert est réalisée par
chromatographie sur colonne, qui donne lieu a 1’anéthol comme la fraction majoritaire
avec un pourcentage 74% et la deuxiéme fraction présente 1’anisaldéhyde. Par contre les
substances actives de I’huile essentielles de clou de girofle sont séparées par une réaction
acide/base, en utilisant la soude (NaOH) et ’acide chlorohydrique (HCI) lors de cette
séparation. Les fractions obtenues décrites de facon respective : 78,97% (eugénol),

16,92% (acétate d’eugénol).
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L’analyse par I’infrarouge IRTF des produits obtenus donne des spectres semblables
aux spectres de références. Leurs interprétations ont revélé I'existence des bandes

caractéristiques aux fonctions chimiques propres pour chaque composé.

Ces résultats confirment une fois de plus que I'anéthol et I'eugénol sont respectivement
les composés dominants de I'huile d'anis vert et le clou de girofle. Pour plus d'efficacité, il

faut appliquer d'autres analyses spectrales comme la RMN, la GC-MS, I'HPLC

Finalement, les substances actives isolées a partir de ces plantes sont utilisées dans le
domaine medical pour des préparations pharmaceutiques. Cette utilisation est basée sur

leurs propriétés  anti-infectieux, Carminative, Spasmolytique intestinale,

Antispasmodique....
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ANNEXES

Annexe 1
Verreries et Appareillage Solvants et réactifs
Récipients
Béchers Balance Eau distillée

électronique

Ballons a col, tricol Chauffe ballon

(500)

Burette Evaporateur rotatif
Entonnoirs Lampe UV
Eprouvettes Réfractomeétre

Réfrigérant droit et Appareil IR
a serpentins
Eprouvait graduée Clvenger

Erlenmyers

Fioles a jaugée

Tube a essais

Dichlorométhane
CH2CI2

n-hexane C6H14

Sulfate de magnésium
MgSso,

Acide chlorhydrique
HCL

Soude NaOH

Acétone csH4;0

lode I,

Silice

Accessoires

Support
meétalliques

Spatule en verre

Spatule en acier

Micropipette

Pipette pasteur

Papier paraffine

Papier filtre

Papier Ph

Verre de montre

Thermomeétre

Plaque de gel de
silice

Support

élevateur



Généralité sur certains solvants et produits chimiques utilises

> Les solvants

Désignation

Dichlorométhane
n-hexane
Acétone

L’eau

Formule

CH,Cl,
C6H14
C3;H 0

H,O

» Les produits chimiques

Désignation

Acide
chlorhydrique

Hydroxyde de
Sodium

Gel de silice

Sulfate de
magnésium

Formule

HCL

NaOH

sio,

MgSO4

Annexe 2

Point de

d’ébullition °C

40

68,73

56,05
100

Point de
d’ébullition
°C

48

1390

Densité g /ml

1,19

2,13

Densité g /ml Risque

Intoxication

1,33 aigue ou

chronique

1,3 Tres

inflammable

0,789 Inflammable,

Irritant
N’est pas
risque

Risque

Dangereux pour la peau
et yeux, corrosif,
inflammable
Corrosion
cutanée/irration cutanée

Peuvent induire une
irritaion des yeux et des
voies respiratoires, des
bronchites chroniques

- Doubleur au point
d'injection,
vasodilatation avec
sensation de chaleur.

- Hypotension artérielle
si injection trop rapide.
- Hypermagnesemie
potentiellement létale en
cas d'insuffisance rénale
sévere ou d'injection trop
rapide.



Annexe 3
Préparation de 100 ml de soude a 2 mol /I

Dans une fiole jaugée de 100 ml nous mettre 8g de soude NaOH et compléter 1’eau

distillée jusqu’un Linge de jaugeée et agiter pour dissoudre totalement le soude.

Annexe 4
Détermination de I’indice de réfraction

Réactifs :

e Huile essentielle
e FEau distillée

Appareillage :

e Réfractomeétre muni d’un thermomeétre

Annexe 5

Détermination de PH
Réactifs :

e Huile essentielle

Appareillage :
e Bécher
e Papier Ph

Annexe 6
Détermination de la densité
Réactifs :

e [’eau distille
e Huile essentielle

Appareillage :
e Eprouvette graduée
e Micropipette



Annexe 7

Les principaux composants de I'HE de clou de girofle

Famille de constituants

Huile essentielle

Tanins (12%o)

Flavonoides (0,4%)

Chromones

Corps gras

Autres

Détail des constituants

Eugénol (80 a 90%)

Acétate d’Eugénol (5 a 10%), alpha et béta
caryophyllene (5 a 12 %), cétones
aliphatiques

Tanins galique et ellagique, acide gallique,
acide protacatéchique, eugéniine,
casuarictine, 1,3-di-O-galloyl-4,6-(S)-
hexahydroxydiphénoyl-béta-D-
glucopyranose, tellimagrandine

Quercetine, kaempférol, rhamnétine,
eugénitine

Biflorine, isobiflorine, hétérosides de
chromone

Stérols, glycosi des stéroliques, huile grasse
(10%)

Acides phénols, triterpénes



Spectroscopie infrarouge

Annexe 8

Tableau 3 : Table des nombres d'onde des vibrations de valence et de déformation.

Groupement

Alcools
Acides

-CH;
Aldéhydes
Cétones
Acides
Esters
C=C
-CH,-
-CH

Esters

Acides
Alcools

Alcynes

Liaison

O-H
O-H

C-H

Nombre
d’onde en
cm-1
3640-3620

3550-3500

2960-2890
1740-1720
1725-1705
1800-1740
1750-1730
1645
1470
1340
1300-1050

1190-1075
1150-1050
2250-2100

Vibration

Elongation

Elongation

Elongation
Elongation
Elongation
Elongation
Elongation

Elongation

Déformation

Déformation

Elongation

Elongation
Elongation

Elongation

Bande

Intense et large

Intense et trées
large

Fort
Double ; fort
Fort
Fort
Fort
Moyenne
Moyenne
Faible

Doublet ;
Moyenne

Fort
Variable

Moyenne et
Faible
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Résumé

La richesse moléculaire des végétaux constitue une source importante de
molécules bioactives d‘origine naturelle. La mise en évidence de ces molécules
nécessite de nombreuses étapes souvent longues et couteuses. L objectif de ce
travail consiste a I'isolement et la caractérisation des substances actives de I'huile

essentielle issus de deux plantes médicinale (clou de girofle et I’anis-vert).

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation qui présente la
particularité d’étre a la fois simple, peu couteuse et facile. La teneur moyenne en
huile essentielle pour chacune des deux plantes a donné un résultat acceptable.
Les analyses physico-chimiques ont montré que les constantes étudiées (densité,
indice de réfraction, constante de PH), sont cohérentes avec les résultats des

études antérieures.

Le profil chromatographique a révélé la disponibilité et la diversité des
composés chimiques dans les huiles essentielles de deux plantes. Les principaux
constituants (anéthol et anisaldéhyde) de I'huile d'anis, sont séparés par
chromatographie sur colonne alors que (eugénol et acétyleugénol), apres
traitement acido-basique de I'huile de girofle. Les produits obtenus sont
caractérisés par quelques parametres physicochimiques et la spectroscopie
infrarouge (IRTF).

Les travaux que nous avons effectués nous permettent de mettre en évidence

quelques applications pharmaceutiques des substances actives obtenues.

Mots clés : Plantes médicinales - Substances actives - Chromatographie -
Infra-rouge IRTF - Application pharmaceutique



Abstract

The molecular richness of plants constitutes an important source of
bioactive molecules of natural origin. The detection of these molecules
requires many steps which are often long and expensive. The objective of this
work is to isolate and characterize the active substances of essential oil from

two medicinal plants (clove and green anise).

The essential oils have been extracted by hydrodistillation which has the
particularity of being at the same time simple, inexpensive and easy. The
average essential oil content for each of the two plants gave an acceptable
result. Physico-chemical analyzes have shown that the constants studied
(density, refractive index, pH constant) are consistent with the results of

previous studies.

The chromatographic profile revealed the availability and diversity of
chemical compounds in the essential oils of two plants. The main constituents
(anethole and anisaldehyde) of anise oil are separated by column
chromatography while (eugenol and acétyleugénol), after acid-base treatment
of clove oil. The products obtained are characterized by a few physicochemical

parameters and infrared spectroscopy (IRTF).

The work that we have carried out allows us to highlight some

pharmaceutical applications of the active substances obtained.

Key words: Medicinal plants - Active substances - Chromatography - infrared

IRTF - Pharmaceutical application.
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