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Introduction générale :

On appelle plante médicinale toute plante renfetrnamou plusieurs principes actifs capables
de prévenir, soulager ou guérir des maladies.

L’histoire des plantes aromatiques et médicinaktsagsociée a I'évolution des civilisations.
Dans toutes les régions du monde, I'histoire deples montre que ces plantes ont toujours occupé
une place importante en médecine

Ces plantes représentent une source immense deutesl€himiques complexes exploitées par
’lhomme dans l'industrie des parfums, agro-alimgatacosmétique et pharmaceutique. La plupart
des vegétaux renferment des huiles essentielless;sont alors appeleés «plantes aromatiques».

Ces huiles essentielles se trouvent dans de nosds@arties de la plante : le bois, les feuilles,
les fruits, les écorces, les graines et les raci@essont des mélanges complexes constitués de
plusieurs dizaines, voire de plus d’une centaineaeposés, principalement des terpenes.

C’est apres le développement de la chimie que leeshessentielles extraites de plantes
commencent a livrer leurs secrets et leurs compegaimcipaux ont été identifiés. Actuellement,
plus de 100 000 substances sont connues.

Des recherches récentes ont montré qu’un bon noddmé&e elles ont un réle défensif pour les
plantes.

L’institut national des plantes médicinales et aatiques de Taounate est un établissement
de recherche qui s’'intéresse par, ces plantedy@lapper en particulier des nouvelles techniques
scientifiques d’extractions des huiles essentiates étudier les activités de ces dernieres.

Dans ce travail, nous allons comparer les rendsmeiftenus par extraction par
hydrodistillation des huiles essentielles des trplantes : Rosmarinus Officinalis, Thymus
Hyemalis, Plectranthus Aromaticus par la suitesnallons mesurer et comparé leur activité

antioxydante par le test du DPPH décrit par Braed. e
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|. Présentation del’'institut :

L'INPMA est un des établissements universitaires,recherche appliquée, d'ar
technigue et d'information, spécialisé dans les Plént les missions s’inscrivent dan:
cadre de la charte et la loi 01-00. (Décret detméalu 4 juin 2002, Bulletinféiciel du 27
juin 2002). Il s’'inscrit dans le cadr¢
-Des recommandations de la Charte Nationale deit&iibn et de la Formation ;

-Des missions fixées a 'INPMA (décret du 4 juib02) ;

-Des dispositions |égislatives et réglementaires ;

-Des mesures et objectifs envisagés pour la nmiggaee de la réforme ;
-De I'ouverture de I'Université sur I'environnemestcio-économique.

L'INPMA est I'unique institut Marocain de rechercbiede développement spécia
dans le domaie des Plantes Médicinales et Aromatiques et neatigremiéres végétales p

la pharmacie, la cosmétique, I'aromatique alimestéa parfumerie et la parachimie. [1]
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1) Les missions de I'INPMA:

Le domaing’activité de I'INPMA concerne toute la filiere d&antes Médicinales
Aromatiques et les substances naturelles » etihgede :
- Créer des zones pilotes expérimentales des plantas/eau national, dans le cadre des |
/ PMI et des exploitations moyennes ;
- Assurer une formation continue spécialisée et asgardes cycles d'études, des sémin:
des conférences, des rencontres et des exposdems le secteur des plantes ainsi qt
autres secteurs utilisant les produits naturels ;
- Promouvoir la conservation, la valorisation, ligation et l'intégration des produits natu
par la création de pépinieres dans le cadre dgstprde développement régional et |
national relatif aux différents secteurs socioécoigpies ;
- Entreprendre, élaborer et conduire des projetsedberche et de développement dar
secteur des PMA et des produits naturels ;
- Mettre en place des partenariats avec les socpFtédes et les organismes nationau
internationaux ;

- Assurer la coordination des activités qui toudtseix PMA au niveau national. [1]

2) Les départements de 'INPMA :

-Département de Phytologie :
-unité de Phytdbithnologies
-Département de Valorisation et Application Indigtr
Chef de Département : Hassan GRECHE
-Unité de Pharmagee et Toxicologie (D. Bousta)
-Unité Neuropsybapmacologie (A. Dahchour)
-Unité de Chimiérize Chimique (A. Farah)
-Unité d’Applicati Industrielle (H. Greche)
alloratoire Analyse (M. Boudkhili)
tefier Extraction en Milieu Aqueux (A. Daguoune)
tefier Extraction en Milieu non Aqueux (H. Aaziz)
tefier Séchage (A. Daguoune)
tefier Formulation (H. Greche).[1]
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I1. Généralitéssur lesPMA :

1) Historique :

La connaissance des plantes médicinales et arameatige transmet de génération en
génération au fil des siecles par un apprentissagane initiation dans toutes les sociétés et
traditions orales, notamment chez certains peugdeBAfrique, de I'Amérique et du pacifique.
Dans d'autres régions du monde, au fur et a mesudéveloppement des civilisations, I'écriture
véhicule ces savoirs thérapeutiques et c'est gusiprennent naissance les grands médecins
savants grecques, indienne, chinoise et arabopergy

Les Grecs furent les héritiers des connaissancdgiméles de I'Egypte pharaonique et de la
Mésopotamie. Hippocrate, appelé le pere de la nidelea établi les bases d'une médecine
scientifigue dénuée d'une pratigue magico-religgsuges le 4éme siecle avant J.C. Deux cent
trente plantes médicinales sont décrites dansrfusdippocraticum d'Hippocrate. [3]

Les arabes qui disposaient au 7éme siécle d'uneeaiméd nomade de tradition orale,
rencontreront les pratiques médicales des civitisat qui les ont précédés. De nombreux
médecins célebres rédigent des centaines de tra@ieplus célébres d'entre eux sont le continent
rédigé par Rhazeés et le canon d'Avicenne (Ibn Skpartir du 12éme siécle, les foyers culturels
et scientifiques se déplacent vers le MaghrebEsp#igne andalouse. Ibn al Baytar rédigea le
Traité des simples en décrivant 1500 drogues dasgvégétales, ouvrage référence sur la
pharmacopée arabo-persane du 13éme siecle. [3]

De nos jours, entre 20.000 et 25.000 plantes stiligées dans la pharmacopée humaine.
75% des médicaments ont une origine végétale et @8¥%ire eux contiennent au moins une
molécule active d’origine végétale. [4]

La croissance de l'industrie pharmaceutique et dgetbppement incessant de nouveaux
produits meédicaux synthétiques et biologiques @fficaces n'ont pas réduit 'importance de
I'utilisation des plantes médicinales. Au contraleecroissance démographique dans le monde en
développement et l'intérét croissant manifesté dueau des nations industrialisées a

considérablement augmenté la demande spécifigediuet a leurs produits dérivés. [4]
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2) Les plantes médicinales et aromatiques au Maroc :

Le Maroc est un producteur traditionnel de PMAest I'un des principaux fournisseurs a
I'échelle mondiale (de romarin, de verveine, deerake coriandre, de menthe pouliot, etc.) et un
fournisseur exclusif de plusieurs huiles essesgetiomme 'armoise, la camomille sauvage et la
tanaisie annuelle. [4]

Par ses contrastes géographiques, le Maroc offrfegamme variée de bioclimats permettant
linstallation d'une flore riche (plus de 4200 eeps) et une diversité de ressources
phylogénétiques en PMA (600 especes). A coté deookexte naturel prometteur, le Maroc
dispose d'un savoir-faire ancestral : la médicatipar les plantes, leur utilisation pour
aromatisation et la conservation d’aliments, airgge pour I'extraction des principes
aromatiques destinés a la parfumerie familialewomarché. [4]

Selon Abdessalam El Khanchoufi, directeur de litosthational des plantes médicinales et
aromatigues de Taounate, le marché des planteximeids et aromatiques a I'échelle mondiale
pese pres de 64 milliards de $ US selon le rapgmrErance Agrimer du 19 juin 2012, avec
35 000 plantes utilisées dans l'industrie commeHarmacie, la phytothérapie, I'’herboristerie,
I'hygiéne. [5]

Cette demande est appelée a augmenter en raisdévdloppement des produits a base de
plantes, en cosmétique, en formulations thérapeesiet compléments alimentaires. [5]

Notre pays reste un fournisseur important de ceclnéamondial surtout en certaines plantes :

menthe, verveine, thym, romarin, origan, serp@etines de coriandres, fenugrec..., [5]

Les recettes a I'export des PMA sont estimées ans8iions DH, avec une forte fluctuation
du marché international et une forte concurrencdadpart de I'inde, la Chine, la Pologne,
'Espagne... Si nous prenons comme exemple le thgmolume des exportations du Maroc vers
la France est passé de 251t a 99 t entre 1988Lét [5]

I11. Généralités sur les huiles essentielles:

1) Définition des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des liquides visquiaixouleur jaune pale a orange et d'une

odeur aromatique, épicée au fond avec une odeéhydée montante de téte. Ce sont des
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produits de composition généralement complexe revdet des principes volatils contenus dans
les végétaux et qui sont plus au moins modifiéscaus de la préparation. [6]

L’association Francaise de Normalisation (AFNORJjirde€les huiles essentielles comme
“produit” obtenu a partir d'une matiére premiereg&tale, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par hydrodistillation. L’huile essefiBeest séparée de la phase aqueuse par des
procédés physiques. [7]

Selon la norme IS0 9239atiéres premieres aromatiques d’origine naturellgocabulaire
une huile essentielle est définie comme un « ptodbienu a partir d’'une matiére premiére
d’'origine végétale, aprés séparation de la phaseusg par des procédés physiques : soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des péscétiecaniques a partir de I'épicarpe des

Citrus, soit par distillation séche. [8]

2) Propriétés physiques :

Liquides a température ambiante, les HE sont ‘estice qui les différencie des huiles «
fixes ». Elles ne sont que trés rarement coloféasr densité est en général inferieure a celle de
'eau. Elles ont un indice de réfraction élevéaeplupart dévient la lumiére polarisée. Solubles
dans les solvants organiques usuels, elles sasdipbles. [9]

Entrainables a la vapeur d’eau, elles sont tresspkibles dans I'eau ; elles le sont toutefois
suffisamment pour communiquer a celle-ci une odweite. Cette eau est une «eau distillée
florale ». Une préparation voisine est obtenue mp&e en solution d’aromes dans de I'eau

purifiée : on parle « d’eau aromatisée floraled}. [

3) Origine des huiles essentielles :

Elles sont synthétisées et stockées au niveau tplagme des cellules sécrétrices qui sont
soit éparpillées dans la plante soit organisées@nents secréteurs tels des poils, des poches ou
des canaux sécréteurs. On rencontre ces élémestsnade divers organes végétaux : les feuilles

eucalyptus), les fleurs (roses jasmins), le bast@, cedre), I'écorce (cassis). [10]

4) Composition chimique :

Les huiles essentielles sont constituées prinaipaid de deux groupes de composeés odorants
distincts. Il s’agit des terpénes (mono et sesmétees), prépondérants dans la plupart des

essences.
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a) Les monoterpénes :

Les monoterpénes sont les plus simples constitudgdsterpénes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%goHsportent deux unités isopréne (C5H8), selon
le mode de couplage « téte-queue ». lls peuveataélycliques, monocycliques ou bicycliques. A

ces terpénes se rattachent un certain nombre deifgmaturels a fonctions chimiques spéciales.

[11]

mryTcena ocimana <2 -DeT parperm: - lerperdene [LRh L
[
i O i s + 0] i pEndre J-carém= [& }camphimne | #)1-sabrmerne
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x . = o
A | L -OM
Qe BN citronadiol [ |-inakol = J-rmrrthaol ce-terpeeod
I
‘
| = j-mormndal citroradlal o e 2 [ #])-3-tForgness (— |-carmnmme
J'l _ D r
| ‘:";,9 . | ( /
oM e -4 i . g
# -
thyrnod ascandol il -Sdher {+1-fandhone 1.B-cindgole
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Figure 1 :les monoterpenes

b) Les sesquiterpénes :

Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en C15H22rtddage de trois unités isoprenes). |l
s'agit de la classe la plus diversifiee des terpeqei se divisent en plusieurs catégories
structurelles, acycliques, monocycliques, bicyasutricycliques, polycycliques. lls se trouvent
sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydingas oxygénés comme les alcools, les

cétones, les aldéhydes, les acides et les lacttamesla nature. [11]
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Figure 2 : les sesquiterpénes

5) Techniques d’analyse des huiles essentielles :

Une parfaite connaissance de la composition chienidgs huiles essentielles est nécessaire
pour contrdler la qualité et la régularité en vuend bonne commercialisation et pour y déceler
une éventuelle spécificité en vue de sa valoriegtl®]. Parmi les méthodes d’analyse on peut

citer :

a) Chromatographie en phase gazeuse (CPG) :
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La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est étimae d’analyse par séparation
qui s’appligue aux composés gazeux ou susceptithiése vaporisés par chauffage sans

décomposition. La CPG est la technique usuelle Bamalyse des huiles essentielles. Elle

permet d’opérer la séparation de composés voldgilmélanges tres complexes et une analyse
guantitative des résultats a partir d’'un volumejdction réduit.

Il s’agit d’'une chromatographie en colonne, maidedluide est un gaz. La substance a
analyser est vaporisée. Le fluide gazeux .va l&@nér jusqu’a la colonne qui va retarder les
différents constituants du gaz. En sortie de cadores constituants vont pouvoir étre détectés par
plusieurs techniques, spectrométrie de masse aionis etc. son principal intérét et qu’elle peut
détecter des substances a I'état de traces. Etatdus utilisée en chimie des substances
naturelles.

P détecteur DIF
régulateur de déhit\\

| T

2 colonne ,I
exploitation

[~-... gaz vecteur des données

\
|

gaz pour DIF

Figure 3 : Schéma d’un appareil de chromatographie en phasga

Apres avoir choisi le type de colonne appropriéeuetprogramme de température
adéquat, la détection des composeés élués est ebpanuwn détecteur DIF (détecteur a ionisation
de flamme- flamme ionisation detector). Dans le das huiles essentielles, le DIF est le

détecteur le plus cité dans la littérature.
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b) Le Couplage chromatographie en phase gazeuse/ spectrométrie de

masse (CPG/SM) :

Le couplage de la chromatographie en phase gazauesela spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparat I'analyse des différents constituants
d’'un mélange complexe. [12]

Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les fppquents pour I'analyse des huiles
essentielles sont le « quadriple » et le piegma ou « ion trap ». Tous deux utilisent la stabili
des trajectoires pour séparer les ions selon Iporapmasse sur charge m/z. Les analyseurs
guadripolaires sont constitués de quatre barrésdriques. Un cation pénétrant entre les barres
sera attiré vers une barre négative. Si le polestienge de signe avant qu’il ne soit déchargé sur
cette barre, il changera de direction. Dans lesuagiis & quadripdle, les potentiels sont réglés de
maniére telle que seuls les ions d’'une fourchedtendsses déterminées traversent les barres. Par
la suite, le faisceau d’ions ayant traversé I'asaly de masse, doit étre détecté et transformé en
un signal utilisable. Les détecteurs les plus ausrasont les chaleltrons (multiplicateurs
d’électrons) et les photomultiplicateurs ; ils certissent les impacts ioniques en signaux.
L’ordinateur enregistre les signaux visualisés douwe de pics d’'intensités variables, rangés sur
une échelle de masses. Le multiplicateur de phgten®set la détection des ions positifs et dans

certains cas des ions négatifs. [12]

V. Techniquesd’ extraction des huiles essentielles :

Pour extraire ces principes volatils, il existeats/procédés. La distillation & la vapeur d’eau
est la plus utilisée. De part ce procédé, sontreépales molécules aromatiques volatiles, de

I'hydrolat généralement plus lourd.
1) Hydrodistillation :

Il s'agit de la méthode la plus simple et de celfaplus anciennement utilisée. Le principe
de I'hydrodistillation correspond a une distillatibétérogene qui met en jeu l'application de

deux lois physiques (loi de Dalton et loi de Rapule procédé consiste a immerger la matiére
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premiére végétale dans un ballon lors d'une extmacau laboratoire ou dans un alambic
industriel rempli d'eau placé sur une source déedhale tout est ensuite porté a I'ébullition.

la chaleur permet I'éclatement des cellules végsétet la libération des molécules odorantes qui
y sont contenues. [11]

Ces molécules aromatiques forment avec la vapeaud’'un mélange azéotropique. Les
vapeurs sont condensées dans un réfrigérant éulkes essentielles se séparent de I'eau par
différence de densité. Au laboratoire, le systemep® d’'une cohobe généralement utilisé pour
I'extraction des huiles essentielles est le cleeend 1]

La durée d’'une hydrodistillation peut considéral®eimvarier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilisé et la matiere tadgé traiter. La durée de la distillation influe

non seulement sur le rendement mais égalemena sonposition de I'extrait. [11]

Systéme d'ean
pour refroidissement ¢ Copseut
(g
i ez
; ‘%\Hij essentielle
¥
Systéme de g / i
cohohage :
Matiére vegétale
Ballon — gl

Figure 4 : montage d’hydrodistillation des huiles essentigl@gvenger)

2) Entrainement a la vapeur d’eau :

L’entrainement a la vapeur d’eau &std des méthodes officielles pour I'obtention des
huiles essentielles. A la différence de I'hydradlegion, cette technique ne met pas en contact
direct de I'eau et la matiére végétale a traitee. |B vapeur d’eau fournie par une chaudiére
traverse la matiere végétale située au dessus dhillee Durant le passage de la vapeur a travers

le matériel, les cellules éclatent et liberent ifb@essentielle qui est vaporisBeus 'action de la
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chaleur pour former un mélange « eau + huile esdlent. Le mélange est ensuite véhiculé vers
le condenseur et I'essencier avant d’étre sépamdnerphase aqueuse et une phase organique :
I'huile essentielle. L'absence de contact diredteetieau et la matiere végétale, puis entre I'eau
et les molécules aromatiques évite certains phénesné’hydrolyse ou de dégradation pouvant

nuire a la qualité de I'huile. [11]

feu
eaw
vapeur d'eau

plantes aromatiques

wvapeur d'eau chargee
d'H.E

eau froide

eay chaude

eau + H.E

huile essentielle
hydrosol ou hydrolat

Figure 5 : schéma de I'entrainement a la vapeur d’eau

3) Hydrodiffusion :

L’hydrodiffusion est une variante de I'entrainemania vapeur (Figure 6). Cette technique
relativement récente et particuliere. Elle explaitesi I'action osmotique de la vapeur d’eau. Elle
consiste a faire passer, du haut vers le bas e#ssipn réduite, la vapeur d'eau au travers de la
matrice végétale. [11]

L'avantage de cette méthode est d'étre plus ragade moins dommageable pour les
composés volatils, et de ne pas mettre en contandtériel veégeétal et 'eau. De plus,
I’hydrodiffusion permet une économie d’énergie dua réduction de la durée de la distillation et

donc a la réduction de la consommation de vapgdy. [
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régulation de candenseurs

la vapeur

Figure 6 : schéma de I'hydrodiffusion

4) Expression a froid :

Le procédé d'extraction par expression a froichestirément le plus simple mais aussi le plus
limité. Il est réservé a I'extraction des composgéktils dans les péricarpes des hespéridés ou
encore d’agrumes qui ont une trés grande importgme l'industrie desparfums et des
cosmétiques. Cependant ce sont des produits fsagileaison de leur composition en terpénes. Il
s’'agit d'un traitement mécanique qui consiste ahatéc les péricarpes riches en cellules
sécrétrices. L'essence libérée est recueillie pacaurant d’eau et recoit tout le produit habituel

de I'entrainement a la vapeur d’eau, d’ou la démation d’huile essentielle. [11]

5) Extraction assistée par micro-ondes :

Cette technique d’extraction a été développéeaauscdes dernieres décennies a des fins
analytiques. Le procédé consiste a irradier parcvoades de la matiere végétale broyee en
présence d'un solvant absorbant fortement les ruodes (le méthanol) pour I'extraction de
composés polaires ou bien en présence d’'un solvabsorbant pas les microondes (hexane)
pour I'extraction de composés apolaires. L'ensemdgsé chauffé sans ne jamais atteindre
'ébullition durant de courtes périodes entrecogpgmmr des étapes de refroidissement.
L’avantage essentiel de ce procédé est de rédaisiderablement la durée de distillation et

d’obtenir un bon rendement d’extrait. [11]
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Figure 7 : schéma de I'extraction par micro-ondes Photo 2 :photo de I'extractiopar
micro-ondes

V. Activité antioxydante :

1) Différents types des radicaux libres :

Un radical libre est une espéce caractériséammaimstabilité et /ou un pouvoir oxydant fort,
il se différencie par la présence d’'un électron apparié sur la couche électronique la plus
externe. Parmi toutes les especes réactives oxggdR&O), on distingue un ensemble restreint
de ces composeés qui jouent un role particuliertgysiplogie et que nous appelons les radicaux
primaires a savoir : I'anion superoxydez{}) le radical hydroxylg-OH), le monoxyde d'azote
(NO.), le radical peroxyle (RO et le radical alkoxyle (RQ. Les autres radicaux libres, dits
radicaux secondairegelles que I'oxygene singulet 102, le peroxyde dimgene (H202) et le
nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule. [13]

2) Les Antioxydants :

Un antioxydant est défini comme une substaqdg ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I'air, est capable dental®u d’inhiber le phénomene d’oxydation.
Cette définition peut étre élargie et le terme iayidant” englobe ainsi toutes les substances qui
protégent les systemes biologiques contre les seffiégléteres potentiels des processus ou

réactions qui engendrent une oxydation excesds/aglssent en formant des produits finis
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non radicaux, d'autres en interrompant la réacgonchaine de peroxydation, en réagissant
rapidement avec un radical d’'acide gras avant glé-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide
gras, tandis que d’autres antioxydants absorbénetgie excédentaire de I'oxygéne singlet pour
la transformer en chaleur. En méme temps, lesamants arrétent la réaction, la plupart du

temps parce que la structure des antioxydant&kedivement stable. [14]

a) Antioxydants synthétiques:

Parmi les antioxydants phénoliques det®se qui sont autorisés dans certains aliments :
le BHT 321 (3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne), BH320 (3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole),
sont I'un et l'autre soluble dans les lipides etistent bien a la chaleur. lls ont une action
synergique, ils présentent I'inconvénient d’avaiewdeur désagréable et s’évapore rapidement.
Le TBHQ (tertiobutyl-hydroxyquinone) est moins dakidans les graisses et le PG (gallate de
propyle) a I'avantage d’étre relativement solubkngl I'eau, mais l'inconvénient d'étre peu
soluble dans les lipides, peu résistant a la chaewde donner avec le fer des sels de couleur
foncée. Le nitrite présent des propriétés anti aryels, il peut aussi former des nitrosamines
cancérigenes. Les chélateurs de métaux utilistustefficaces sont les polyphosphates et les
dérivés d’acide citrique. [15]

b) Antioxydants d’origine végétale :

Les plantes constituent des sources tres imposgadisntioxydants. Les antioxydants
naturels dont 'efficacité est la plus reconnuesabgn dans I'industrie agroalimentaire que pour

la santé humaine sont : les tocophérols, les qao@és et les polyphénols. [15]

- Tocophérols:

La grande stabilité des huiles végétales, dansdeslitions d’oxydation, est due a la
présence d'un taux élevé d’antioxydants naturelg s plus importants sont les tocophérols qui
se présentent sous quatre formes isométriques,; 6 ety. Les tocophérols protégent contre
'oxydation naturelle des acides gras, en partxules acides gras polyinsaturés (AGPI). Ont
signalé qu’une molécule de tocophérol peut protég8ra 106 molécules d’AGPI. [15]

Exemple de tocophérol : La vitamine E.
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La vitamine E est un antioxydant majeur liposolubBest un composé amphiphile,
capable de s’insérer dans les membranes cellulaigdsbules rouges, cellules endothéliales,
cellules musculaires, neurones (c’est le seul aydiant du systeme nerveux central). Il existe
dans la nature plusieurs dérivés de la vitamineaEtiaités différentesof, -, vy -, 8- tocophérol,
tocotriénols, ...). lls sont différenciés par les sitbants du noyau chromanol (noyau benzyle
associé a un hétérocycle a six carbones subsi@aesn hydroxyle et par une chaine latérale
ramifiée saturée s’il s’agit de tocophérol ou insé¢ s'’il s’agit de tocotriénols). [15]

- Caroténoides :

Les caroténoides sont, avec la chlorophylle etal@hocyanes, les pigments les plus
répandus dans la nature. A ce jour, plus de 60&t@amides ont été identifiés, mais seule une
guarantaine est retrouvée régulierement dans katation humaine. Une trentaine de
caroténoides et de leurs métabolites a été idemtidfans le plasma et les tissus humains, mais 6
caroténoides sont majoritaires :fecarotene, le lycopéene, la lutéine, facryptoxanthine, B-
Caroténe, et la zéaxanthine. Le plus importarg etus connu des caroténoides efttaroténe.

Il a longtemps été étudié pour son activité de jpaavine A. Cependant, tous les caroténoides ne
peuvent pas étre convertis en vitamine A. lls #géent de plus en plus les chercheurs pour leur

pouvoir antioxydant que n’a pas la vitamine A. [15]
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Partie experimentale




|. Matérielset méthodes:

1) Matiéres veégeétales :
a) Rosmarinus officinalis prostratus (romarin) :

Photo3:la e : plante Rosmarinus
Officinalis

- Classification :

Embranchement . Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe . Astéridés
Ordre : Tubiflorales
Sous ordre : Lamiales
Familles . Labiatea
Genre : Rosmarinus
Espece . R. officinalis
- Description :

Le Romarin Rosmarinus officinalit.., family Labiatae), est une plante originaire dégions
méditerranéennes. Cette plante est largement éatiligour I'extraction d’huile essentielle.
L’Espagne est le premier producteur d’huile essdietde romarin.

Le genreRosmarinugenferme plusieurs especes et plusieurs variegésendement en huile
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essentielle est plus important en été qu’en hives.propriétés d’huile essentielle de romarin
varient en fonction de plusieurs facteurs environ@etaux (la région de production, le sol, la
saison de récolte, etc.). Les propriétés antioxigta varient en fonction de position
géographique et du procédé d’extraction.

L’huile aromatique est largement utilisée en indastle parfumerie. Le romarin est aussi
utilisé en industrie alimentaire pour ses propsét®nservatrices. Son huile essentielle est
capable d'inhiber le développement de plusieurstéoi@s gram positif et gram négatif.
Généralement les bactéries gram positif sont pisibles au romarin que les bactéries gram
négatif.

b) Thymus Hyemalis (thym) :

- Description :

Les thyms (Thymus) sont des plantes basses sameules, pouvant atteindre 40 cm de
hauteur. lls possédent de petites feuilles recasriséir les bords de couleur verte foncé, et qui
sont recouvertes de poils et de glandes (appéet#woines). Les trichomes contiennent I'huile
essentielle majoritairement composée de monotesp&es calices et Les jeunes tiges sont aussi
couverts de ces structures qui liberent I'esseacsipple Contact, bien qu'en plus faible densité
sur les tiges. Ses petites fleurs zygomorphesregnbupées en glomérules et leur couleur varie

du blanc au violet en passant par le rose

o

LI

Photo 4 :photo de la plant&hymus hyemalis
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- Classification :

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Dicotylédones
Sous-classe Métachlamydées
Ordre Tubiflorales
Famille Labiacées
Genre : Thymus
Espece T. hyemalis

c) Plectranthus Aromaticus :

Photo 5 :la plante Plectranthus Aromaticus
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- Classification :
Regne plantae
Sous-regne tracheobionta
Division :magnoliophyta
Classe magnoliopsida
Sous-classe asteridae
Ordre :lamiales
Famille lamiaceae
Genre ‘Plectranthus
Espece aromaticus

2) Méthode d’extraction :

L’appareil utilisé pour I'nydrodistillation est dgpe Clevenger (photo 6), il est constitué d’'un
Chauffe-ballon, un ballon en verre pyrex ou I'oagd une quantité de la plante fraiche a distiller
et une quantité suffisante d’eau (environ 2/3 duwe du ballon), une colonne de condensation de

la vapeur (réfrigérant) et un collecteur qui re¢e# extraits de la distillatiome mélange, de matériel

végétal a extraire et d’eau, mis dans un ballonpegé a ébullition pendant 3 heures. La distdlattommence aprés
l'apparition de la premiére goutte du distillatdbrtie du tube de condensation de la vapeur

Sortie eau chaude
Réfrigérant

Entrée eau froide
Colonne

ballon

Chauffe-ballon

Photo 6 :photo de I'appareil de I'hydrodistillation (Clevesry au laboratoire
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La vapeur chargée d’huile essentielle arrive damscdndenseur. La durée totale de
I'extraction est estimée a trois heures (jusqu’@een obtienne plus d’huile essentielle). L’huile
essentielle se distingue de I'hydrolat (eau arcqo&l par sa différence de densité et de couleur.
On la sépare de celui-ci par décantation. Elleréstipérée et conservée dans les conditions

adéquates.

3) Conservation des huiles essentielles :

Une fois extraites, les huiles essentielles sostpdeduits fragiles a leur environnement. Il est
préférable de les garder dans des contenants de te@nté, entreposés dans un endroit froid
(4°C). Ces contenants devraient aussi étre le pliits petssibles de maniére a réduire la quantité
d'oxygene contenue avec l'huile étant donné quedemier permet 'oxydation, donc la
détérioration de I'huile et de ses caractéristiquasisque les huiles sont volatiles et qu’elles
perdent facilement leur odeur et leurs proprid&gemps maximal de conservation est d’environ

3 mois dans les conditions nommeées ci-haut.

Photo 7 :photo des contenants pour conserver les huilestases
4) Test au DPPH :

Le composé chimique 2,2- diphényl -1-picrylhnydrazyDPPH) posséde un électron non
apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait d aklocalisation, les molécules du radical ne

forment pas des dimeres et restent dans leur forammere relativement stable a température
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ordinaire. La délocalisation provoque aussi la eoulbleue violette bien caractéristique de la

solution de DPPH.
M —T @—Noz
O o

Pour mesurer l'activité antioxydante on utiliseni@thode décrite par Braca et al. Avec
légere modifications. Les solutions d'huiles ege#es diluées (0,5, 1, 2, 5, 10 et 20 mg / ml) ont
été préparées dans du méthanol. Le BHT a étéautilimmme standard dans des solutions allant de
2 a 20 mg / ml. Nous avons préparé 0,004 % DPPiéthanol. Puis 1 ml de cette solution a été
mélangée avec 1 ml de la solution échantillon edolation étalon a étre testé séparément. Ces
mélanges ont été maintenus en solution dans l'abs@endant 30 min et la densité optique a été
mesurée a 517 nm en utilisant un spectrophotonceinére méthanol. le blanc a été utilisé
comme 1 ml de méthanol avec 1 ml de DPPH solufigh0d %). Toutes les déterminations ont
été effectuées en triple. La densité optique agtégistrée et le pourcentage d'inhibition (PI) a
été calculée comme suit : Pl % = {(A A) / A0] *100, ou AO est la densité optique darc et
A est la densité optique en la présence de I'esiéentielle.[16]
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|. Rendement en huiles essentielles:

1) Détermination du taux d’humidité :

La déetermination du pourcentage d’humidité est ta@liement réalisée par étuvage a 103°C
d’'une prise d’essai de la matiere végétale. L'eigmé&e est poursuivie jusqu’a I'obtention d’'une
masse constante. Le taux d’humidité est déterpanda relation :

mf—ms

] X100

mf

H(%) =

Avec mf et ms sont respectivement des masses deligre végétale a I'état frais et a I'état
anhydre.

2) Détermination du rendement en huiles essentielles :

Le rendement en huiles essentielles est expriménlete distillat pour 100g de matiére séche,

comme suit :

Rdt (%) = [~ x 100] + [~ x 100]

ms

Avec :

Rdt(%) : rendement en huiles essentielles
V : volume d’huiles essentielles recueilli
AV=0.03 ml : erreur sur la lecture

ms : masse vegétale seche
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Nous avons obtenu les résultats suivants :

mf (g) ms (g) H (%) Moyenne d’'H (%
Plectranthus 10 7,90 21 H=21
aromaticus
. m;=4,31 H.=56,90
Ros_marl_nus 10 m,=4,53 H,=54,70 H=55,6
officinalis m4=4,46 H,=55.40
Thymus hyemalis| 10 m,=4,90 H,=51,00 H=51,7
m,=4,86 H,=51,40
m3:4,73 H3:52,7O

Tableau 1 :tableau des résultats de 'humidité des tphéstes.

Pour une masse de la plante a distillée on obl@sntesultats du rendement dans le tableau si

dessous :
mf(g) ms(g. V (ml) Rendement(¥ Moyenne e< Rdi
(g/100g M9 (%) (g/100g MS
Plectranthu:
aromaticus 80 63,2 1,3 2,06+0,05 2,06+0,05
Rosmarinu
officinalis 150 m1=64,6 V1=1.0 Rdt1=1,55+0,05
m2=67,9 V2=1.1 Rdt2=1,62+0,04 1.7+0,05
m3=66,9 _ Rdt3=1,94+0,04
V3=1.3
Thymus
hyemalis 80 m1=39,20 V1=1,5 Rdt1=3,83+0,08
m2=38,88 V2=1,7 Rdt2=4,37+0,08 4,2+0,08
m3=37,84 V3=1,7 Rdt3=4,49+0,08

Tableau 2 Calcul des rendements de I'hydrodistillation pag trois plantes

Le rendement difféere d’'une plante a autre, pareednaque plante a ses propriétés.ce rendement

d’'une maniere générale est trés faible.
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Activité antioxydante:

* Pourcentage d’inhibition du BHT :

Le BHT est un antioxydant synthétique on mesure aivité pour la prendre comme

référence.
Concentration 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,015625
en mg/mi
Pourcentage| 50,32 26,32 17,14 3,11 0,68 0,34
d’inhibition

Les résultats de pourcentage d’inhibition obteraus pes différentes dilutions dmlution
méthanolique de BHT, sont illustrés dans le tab@adessous :
Tableau 3 :pourcentage d’inhibition du BHT

Ces valeurs ont été aussi présentées dans la §givante :

pourcentage d'inhibition

60

courbe Pl=f(concentration) du BHT

y = 105,2x- 0,880

50

R2=0,980

40

/

30

20

=

10

/S

=

0

0,1

Odoncentratioh en mg}'rglﬂ'

0,5

0,6

Figure 8 : courbe pourcentage d’inhibition en fonction dedacentration de la solution
méthanolique du BHT

L’établissement de la courbe de tendance, nousraipee trouver I'équation traduisant
I'évolution du pourcentage d’inhibition de l'effeixydant du DPPH (PI) en fonction de la
concentration de la solution méthanolique de l@antdant synthétique (BHT).
Cette équation est la suivantel:(%) = 105,25 * C (mg/ml) — 0,8801 (1)

» Pourcentage d’inhibition du Rosmarinus officinalis:
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Nous avons effectué une série de dilutions (6idiis) et nous avons obtenu les résultats présdatésle
tableau et la figure ci-dessous :

Concentration 60 45 36 27 13,5 6,75
en mg/ml
Pourcentage 17,02 9,44 34,56 23,30 2,16 1,85
d’inhibition(%)

Tableau4 : pourcentage d’inhibition du Rosmarinus officinalis

Les résultats du tableau sont présentés sous fditme courbe dans la figure si dessous :

Pl de Rosmarinus Officinalis

40
. A
30
25 /\ y=0,299%+5,339
20 4 \ Ro024——
10 — S \T/
5 /
—

0] 10 20 30 40 50 60 70

PI(%)

concentration en mg/mi

Figure 9 : Evolution du PI en fonction de la concentratios delutions méthanoliques d’huile
essentielles dRosmarinus officinalis

L’équation qui traduit I'évolution du pourcentagéndibition en fonction des différentes
concentrations d’huile essentielle BResmarinus officinaligst la suivante : RPo) = 0,299 * C
(mg/ml) — 5,3392 (2)

* Pourcentage d’inhibition du Plectranthus aromaticus:

Le tableau 5 et la figure 10 illustrent les valedes Pl obtenues pour les différentes
concentrations de solutions méthanoliques d’h@eastielle délectranthus aromaticus.

Concentration 20 10 5 2 1 0.5
en mg/mi
Pourcentage 61,06 60,24 44,19 28,18 11,58 2,75
d’inhibition

Tableau 5 : pourcentage d’inhibition dBlectranthus aromaticus

e
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Les résultats du tableau sont transformés en graphe

Pl du Plectranthus Aromaticus

80

70 y=2,751%+ 17,01

> / 5. Mﬁﬁ/l *
50

10 //

30

20 p

107‘/
0]

0 5 10 15 20 25

PI(%)

concentration en mg/ml

Figure 10:Evolution du Pl en fonction de la concentration si@lsitions méthanoliques d’huile
essentielles dBlectranthus aromaticus

L’équation qui traduit I'évolution du pourcentagkinhibition en fonction des différentes
concentrations d’huile essentielle Resmarinus officinaligst la suivante :
P1(%) = 2,7513 * C (mg/ml) — 17,012 (3)
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Pourcentage d'inhibition du Thymus Hyemalis :

concentration 20 10 5 2 1 0,5
en mg/ml
Pourcentage 73,03 71,73 71,52 71,15 48,38 26,41
d’inhibition
Tableau 6 :pourcentage d’inhibition dihymus hyemalis
Pl du Thymus Hyemalis
90
80 y=1465x+50,96
70 ﬁgg— M’
60
2 50 7[/
= 40
30 ‘l
20
10
0
0 5 10 15 20 25
concentration en mg/ml

Figure 11 : Evolution du PI en fonction de la concentration si@lsitions méthanoliques
d’huile essentielles dehymus hyemalis

La courbe représente une droite pour les trois j@res concentrations. Au-dela des trois
concentrations on obtient une courbe constante.
L’équation qui traduit I'évolution du pourcentagéndlibition en fonction des difféerentes
concentrations d’huile essentielle Resmarinus officinaligst la suivante : RPb6) = 1,4658
* C (mg/ml) + 50,964 (4)
3) Calcul de CI50 :

v’ Définition de CI50 :

la CI50 est la concentration d’antioxydant qui agi€avec 50% du DPPH.

Les CI50 sont calculées a partir des équationgZ},)(3) et (4), en remplacant le pourcentage

d’inhibition (PI) par 50 %.

BHT

Rosmarinus officinalis

Thymus hyemalis

Plectranthus aromaticus

CI50

0,47

149,40

-0,66

11,98

Tableau 7 :CI50 du BHT et des trois plantes
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Figure 12 : CI50 (mg/ml) de BHT et des différentes huiles etstias

Le graphique ci-dessus montre que le BHT posse@ds@a la plus faible. Il est ainsi doté du
pouvoir antioxydant le plus puissant. Une conceioimade 0,47 mg/ml est capable d’inhiber
50% de DPPH. Cependant, dans le caRdemarinusla CI50 est de l'ordre de 149.40
mg/ml. Parmi les trois plantes, Rdectranthus Aromaticusst doté du pouvoir antioxydant le
plus important. Pour [€hymus Hyemalien a obtenu une valeur négative de CI50 ce résultat
est inexplicable.



Conclusion :

Les plantes médicinales et aromatiques restenbuaijla source fiable des principes
actifs connus par leurs propriétés thérapeutigoesjui nous amen a la conservation et la
valorisation de la biodiversité végétale localempaméliorer la santé humaine et la qualité de
vie

Dans un premier temps nous avons récupeérés un eotlen huiles essentielles par
hydrodistillation des trois plantes aromatiquesrdadement en huiles essentielles est de
I'ordre de 2.06% pour le Plectranthus, de 1.7% p@@osmarinus et de I'ordre de 4.2% pour
le Thymus.

Dans un deuxieme temps nous avons déterminésvitactintioxydante de ces huiles
par le test du DPPH qui nous a montré une actimf@ortante pour le Plectranthus et faible
dans le cas du Rosmarinus, pour le Thymus noussasiatienu un résultat inexplicable.

Ces résultats sont liés directement a la divemgiténtitative et/ou qualitative des

composes présents dans ces huiles essentielles.
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