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Introduction

Connu depuis ’antiquité, les plantes aromatiques et médicinales (PAM) sont utilisées
comme tous les végétaux en médecine, en parfumerie, en cosmétique et pour 1’aromatisation
culinaire. Ces plantes font partie de notre quotidien et représentent un réservoir immense de
composeés potentiels attribués a leurs métabolites habituellement utilisé comme remedes a base
de plantes pour soigner différentes maladies dans les régions rurales ou I'acces aux aliments et
aux services médicaux est également restreint (Patra et al., 2020).

Il est bien connu que I’oxydation endommage diverses substances biologiques et
provoque de nombreuses maladies telles que le cancer, les maladies du foie, la maladie
d’Alzheimer, le vieillissement prématuré, 1’arthrite, I’inflammation, le diabéte, la maladie de

Parkinson et I’athérosclérose (Moon et Shibamoto, 2009).

La littérature scientifique reporte que les antioxydants naturels possédent une gamme
plus large d'activités biologiques, notamment l'inhibition de la génération d'especes réactives
de l'oxygene (ROS), I'élimination directe ou indirecte des radicaux libres et l'altération des
réactions redox intracellulaires. En conséquence, les antioxydants protegent les organismes
vivants contre les dommages causés par la production incontrolée de ROS et la peroxydation
lipidique, les dommages aux protéines et la rupture des brins d’ADN qui les accompagnent
(Yang et al., 2012). De plus, les antioxydants peuvent neutraliser les radicaux libres et
empécher 1’oxydation d’autres molécules prévenant ainsi les maladies dégénératives (Lee et al.,
2002 ; Oke et al., 2009).

Derniérement, le nombre d'études sur l'activité antioxydante des PAM a
remarquablement augmenté en raison de leurs potentiels utilisés comme source riche et
naturelle de composés antioxydants (Ou et al., 2003 ; Li et al., 2008 ; Ozen et al., 2010).
Plusieurs études ont indiqués que les PAM contiennent une grande variété d'antioxydants

naturels tels que des acides phénoliques, des flavonoides et des tanins (Larson, 1988).

[llicium verum, connu sous le nom d’anis étoilé, est une plante originaire des régions
tropicales et subtropicales d'Asie largement utilisé en phytothérapie ainsi que pour
I’aromatisation de produits pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques. Les fruits sont
couramment utilisés comme épice et comme traitement pharmaceutique. 1l a été démontré qu'
I. verum présente des effets antimicrobiens, antifongiques, anti-inflammatoires,
antispasmodiques, digestive, antiallergiques, anticancereux (Yang et al., 2010 ; Bazizi, 2017).

Cependant, les informations sur la composition et 1’activité antioxydante ne sont pas tres



disponibles. L’objectif de notre travail, consiste a évaluer I’effet des méthodes d’extraction sur

la composition chimique et I’activité antioxydante des HE d I. verum (anis €toilé).
Notre travail est organisé en trois chapitres :

v' Le premier chapitre est consacré a décrire la plante « 1. verum » (anis étoilé) et les
différentes propriétés des huiles essentielles.

v" Le deuxiéme chapitre est dédié aux différents matériels et méthodes utilisés.

v' Le troisieme chapitre présente les résultats obtenus ainsi leurs discussions.

Enfin, nous terminons le present travail par une conclusion.



Chapitre 1
Synthese bibliographique



1.1. Hlicium verum

1.1.1. Définition

L'anis étoilé « Illicium verum » est une plante chinoise a feuilles persistantes dont on extrait
une épice culinaire connue sous le nom d'anis étoilé, principalement utilisée en Asie. En plus
de sa saveur, elle est tres utile en médecine. Les propriétés antimicrobiennes d'l. verum sont
excellentes et étaient autrefois employées pour soigner différentes affections d'origine

microbienne (Muhsinah et al., 2022).

Figure 1 : Arbre et fruit d’l.verum (Boukhatem, 2017).

1.1.2. Classification botanique de I’I. verum
Selon Boukhatem (2017), la classification botanique de I’l.verum est representé dans le tableau
1.
Tableau 1 : Classification botanique de I’l. verum in (Boukhatem, 2017).

Régne Plantae

Sous Régne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Ordre lliciales
Famille Iliciaceae
Genre Ilicium
Espese [llicuim Verum

Nom Commun

Anis étoilé, badiane de Chine

Nom Anglais Star anis
Nom Arabe BN EVEN
Synonymes . stellatuum( L) ; l.anisatum (L)




1.1. 3. Origine
Son arrivée en Europe remonte a la fin du XVIlle siécle. Né en Asie, principalement en Chine
du Sud. Il pousse principalement dans les régions tropicales, ce qui lui permet de supporter le
climat tempéré doux en Europe. L’anis étoilé est aussi connue sous les noms La Badiane d'Anis

de Sibérie, Badiane de Chine, Fenouil de Chine (Brown et al., 2008).

1.1.4. Culture
L'arbre pousse sur des sols argileux et schisteux, en pays vallonnés (il est généralement planté
sur les pentes des coteaux), ou le climat est chaud et humide et ou les gels sont épargnés pendant
le mois d'hiver. 1l se multiplie par semis en pépiniére, mais les graines perdent rapidement leur
capacité a germer. Les plants sont transplantés en pleine terre aprés une ou deux années. L’arbre
donne des fleurs aprés sa 7e ou 8e année et peut étre cultivé pendant une centaine d'années
(Figure 2) (Loo et Richard, 1992).

Figure 2 : Feuille et fleure d’l.verum (Abdelkader et Bouchakour, 2018).

1.1.5. Description botaniques et écologiques

I. verum est un genre d'arbre ou d'arbuste a feuilles persistantes, trés ramifié, qui peut atteindre
une hauteur d'environ 8 a 15 m. I. verum a une écorce de couleur blanche a gris clair. Feuilles
de couleur verte, lancéolées, coriaces et alternes, de 6 a 12 cm de long, a I'extrémité des
branches. Les fleurs sont solitaires, bisexuées, d'un blanc-jaune ou d'un verdatre et ont un
diamétre entre 1 et 7 cm. lls se développent individuellement ou en grappes. Le fruit est étoile,
avec 6 a 10 follicules en capsule a I'intérieur desquels se trouve une petite graine brune (Figure
3). Les graines présentent une forme ovoide et sont brillantes et lisses. Chaque élément du fruit

dégage une odeur aromatique (Sharafan et al., 2022).



(a)

(b)

1.1.6. Différentes propriétés medicinales d’l.verum
Selon Abdelkader et Bouchakour (2018), les principales propriétés médicinales d’l.verum

sont résumées dans le tableau 2.
Tableau 2 : Différentes propriétés médicinales d’l. verum (Abdelkader et Bouchakour ,2018).

Figure 3 :(a) : Fruits secs (b) : Les graines de I’l. verum (Sharafan et al., 2022).

Utilisation interne

Troubles gastro-
intestinaux

Atténue les colites,
entérocolites, indigestions,
dyspepsies, flatulences,
spasmes du tube digestif.

Troubles de la vésicule

Stimule la sécrétion biliaire.

béliaire
Troubles de I’appareil Agit sur les spasmes de la
urinaire vessie infectée et atténue les

douleurs liées aux calcules

Troubles cardio-
vasculaire

Régule les troubles de la
tension artérielle et des
pulsations cardiaques
(propriétés tonicardiaques)

Troubles hormonaux

Réduit les déreglements
hormonaux et les bouffées de
chaleur liés a la ménopause

Etat general

Diminue la fatigue physique,
I'asthénie, l'anxiété, la
dépression, stimule la libido.

Utilisation externe

Pathologies

Aide a fluidifier les sécrétions
nasales (en cas de
rhinopharyngites)

Rhumatologie

Calme les douleurs articulaires
et les lombalgies




1.1.7. Toxicité
Les doses de traitement mentionnées ne nécessitent aucune précaution particuliére. HE de I'anis
étoilé ne peut pas étre directement appliqué sur la peau ou les yeux.
Il est possible que certains composés naturels de cette huile aromatique puissent entrainer une
sensibilité chez certaines personnes lorsqu'elle est utilisée dans la composition de I'esthétique.
D'apres le 7éme amendement de la directive européenne sur la compilation des produits
(EC/2003/15), il existe également deux catégories d'anis étoilé, I'une étant bénéfique et l'autre
nocif (Sijelmassi, 1991).
-Bénéfique: est une plante freqguemment employée (a des fins thérapeutiques ou nutritionnelles)
et fait donc partie des nombreux médicaments a base de plantes approuvés (Figure 4-a).
-Nocif: Il renferme naturellement des alcaloides toxiques qui affectent le systéme nerveux
(Figure 4-b).

(@) (b)
Figure 4: lllicium verum ; (a) bénéfique, (b) nocif (Sijelmassi, 1991).

De plus, I’anis étoilé est interdite aux femmes enceintes ou atteintes de cancer du sein. Aussi,
son utilisation est interdite chez les enfants et particulierement les nouveaux—nés car elle peut

causer des troubles intestinaux (Abdelkader et Bouchakour., 2018).

1.2. Les huiles essentielles
1.2.1. Historique

Les premiéres traces de production et de consommation d'HE remontent a I'an 3000 avant notre

ere. Il semble donc que les HE aient accompagné la civilisation humaine depuis ses débuts. Les

matiéres premiéres végétales et les produits qui en découlent ont été utilisés par les Egyptiens,

puis par les Grecs et les Romains, en particulier les HE. Ces usages s‘appliquaient & divers

secteurs : parfumerie, médecine, rites religieux, coutumes paiennes... etc. (Bazizi, 2017).
1.2.2. Définition d’HE



Selon la Commission de la Pharmacopée Européenne (2008), I’HE étant un «Produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d'une matiére premiere végétale

botaniquement définie».

Le concept défini par AFNOR (2000) est la suivante : « les HE sont des produits obtenus a
partir d’une matiere premiere d’origine végétale soit par entrainement a la vapeur d’eau soit par

des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus soit par distillation seche ».

Selon Cavalli (2002), « les HE sont des produits de composition généralement assez complexe
renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours

de la préparation ».
1.2.3. Localisation et origine des HE

Les HE sont produites dans des cellules glandulaires spécifiques puis conservées dans des
cellules a HE chez les Lauraceae ou Zingiberaceae, les poils sécréteurs chez les Lamiaceae, les
poches sécrétrices chez les Myrtaceae ou Rutaceae) ou les canaux sécréteurs chez les Apiacieae

ou Asteraceae (figure 5) (Bruneton, 1993).

cannelle Cédre Valé’ri.ane
santal Angélique
Y /

Géraniu
Petit grain
Tea Tree

Patchouli ‘ Ecorce [ Bois ‘ | Racines
Feuilles Gomine et
ettiges oléorésine

Menthes Feuilles
Origan
Lemongrass Carvi
{ Fleurs } ‘ Rhizome ‘ | Fruit ‘ Coriandr

Jasmin

. Orange
Rose -Néroli Gingembre Genévrier
Lavandes Bigaradier

Figure 5: Exemples d’HE issues de différentes parties de plantes (Deschepper, 2017).
Les HE peuvent étre extraits de tous les organes végétaux : fleurs, écorces, racines, rhizome,
fruits, bois, etc. Elles peuvent étre présentes dans différents organes au sein de la méme plante.

Elles peuvent étre composes d’une partie différente de la plante (Bouras, 2018).

1.2.4. Composition chimique des HE



Les HE sont des mélanges naturels tres complexes. Au moins de 300 composants distincts
détiennent des fonctions organiques classiques. Elles sont classées en deux séries : la série des
terpenoides et la série des composés aromatiques dérives du phényle propane (Cs-C3) (Sell,
2006 ; Saaidani et khabatti, 2023).

1.2.4.1. Terpénes
Les terpenes (figure 6), sont des hydrocarbures obtenus par couplage d'un certain nombre
d'unités "isopreniques™(CsHs) (Saaidani et Khabatti, 2023). Ils constituent les composés les plus
abondants des HE (Faucon, 2012).

/

Figure 6: Structure de base d’un terpene; le squelette isoprene (Frederich, 2018).

Les terpénes sont répartis en monoterpenes composés de deux unités (C1oH1e), sesquiterpénes
composés de trois unités (CisH24), di terpénes composés de quatre unités (CzoHs2), ses terpenes
(C2sHa0), tri terpénes (CsoHas) et tétra terpenes ou poly terpenes (CsHg)n. Souvent, I'analyse de
la composition chimique des HE met en évidence la présence de terpenes volatils, c'est-a-dire
de molécules de faible masse (monoterpénes et sesquiterpénes), et plus rarement de quelques
di terpenes (CaoHs2) (Bakkali et al., 2008; Thormar, 2011).

1.2.4.1.1. Les mono terpenes

Les mono terpénes représentent les composants les plus simples des terpénes, dont la plupart
sont présents dans les HE (90%), en utilisant le mécanisme de couplage "téte-queue”. 1l existe
différentes formes d'a cyclicité, de mono cyclicité ou de bi cyclicité (Figure 7). Un certain
nombre de produits naturels a fonctions chimiques spécifiques sont associés a ces terpenes (El
haib, 2011).
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Figure 7: Structure des quelques mono terpénes (Menaceur, 2015).

1.2.4.1.2. Sesquiterpenes
Il s'agit trois unités isopréniques de 15 atomes de carbone qui forment un sous-groupe réparti
de la méme maniére que les mono terpenes (Figure 8). lls sont fréquents dans les essences dont
ils forment parfois une part importante, se distinguent des autres terpenes par leur point
d'ébullition plus élevé (250 a 280°C), par une densité plus élevée d>0, 9 et par un indice de

réfraction plus élevé (Menaceur, 2015).

CH3 CH3
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H
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PB-Caryophyllene Germacrene D

Figure 8: Structure de quelques dérivés du phénylpropanoide (Menaceur, 2015).

1.2.4.2. Composés aromatiques
La biogenese des dérivés du phényle propane différe de celle des terpenes. Les principaux
membres de cette famille sont I'acide et I'aldehyde cinnamique (HE de cannelle), I'eugénol (HE
de girofle), le carvacrol (HE d'origan), I'anéthol et lI'aldéhyde ainsi que (HE de badiane, d'anis

et de fenouil) (Nasri et Smati, 2017).
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Figure 9 : Structures chimiques des composés aromatiques (Boubrit et Boussad, 2007).

1.2.5. Propriétés des HE

Les différentes substances, qu'elles soient naturelles ou chimiquement synthétisées, ont des
caractéristiques physico-chimiques particuliéres. Les HE ont également un certain nombre de
caractéristiques spécifiques, telles que :

Tableau 3 : Caractéristiques physico-chimiques des HE d’l.verum (Boumediene et Agha,
2014)

Propriétés physiques Propriétés chimiques
- Puissante influence sur leur diffusion et -Les plantes ne possédent pas des composés
pénétration. aromatiques inchangés.

-Pouvoir de rotation causé par la présence de | -Les HE peuvent subir des altérations en
molécules asymétriques. présence d'air et de lumiére.

-En général, elles sont liquides & la |- Plusieurs éléments tels que I'exposition au
température ambiante tandis qu'elles sont | soleil, l'altitude et la nature du sol peuvent
volatiles a des températures élevées. avoir un impact sur la biosynthese des
-Elles peuvent étre hydrosoluble ou | plantes.

liposolubles.

1.2.6. Méthodes d’extraction des HE
1. 2.6.1. Hydro-distillation

Cette méthode est I'une des plus anciennes et la plus simple (Deschepper, 2017). L'hydro-

distillation a pour principe général de placer la matiére végétale a extraire dans I'eau, puis de la

10



faire bouillir en chauffant par le bas pour réaliser une distillation (Figure 10) (Boualleg et
Bousnobra, 2021).

1- Chauffe ballon 2- Ballon 3- Thermométre 4-Réfrigérant 5 - Entrée et sortie d’eau
6 — Erlenmeyer 7 - Matiére a extraire 'essence 8 - La couche

Figure 10: Montage de la technique d’hydro-distillation (Bruneton, 2009).

1. 2.6.2. Distillation a la vapeur
La distillation a la vapeur est appropriée pour extraire des composants volatils a un point
d'ébullition élevé. Les composés connus dans I'échantillon sont extraites en utilisant de la
vapeur surchauffée ou saturée (Figure 11). Cette technique est utilisée principalement pour
extraire de I'HE, ainsi que certains alcaloides et phénoliques. Cette approche consiste a éjecter
les composes volatils de la matiére premiére et a les vaporiser a I'aide de vapeur ou d'eau bouillie
(Rafiq et al., 2024).
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Figure 11 : Montage de la technique distillation a la vapeur (Rafiq et al., 2024).
1. 2.6.3. Distillation Clevenger
Cette approche implique de plonger directement le matériau de la plante a traiter dans I'eau
distillée qui est chauffée. Apres la condensation, les composants volatils sont entrainés par la
vapeur d'eau (Figure 12). lls sont séparés par décantation du distillat (Benyahia et Sofiane,
2019).

Refrigerant

Dean Stark

Essential oills

(

water

Reducer

Round Bottorm Fiask (21D

FPlant material and water

Flask heater

? Srand

Figure 12:Montage de la technique distillation Clevenger (Elouadiet al., 2015).

1. 2.6.4. Extraction par solvants

Selon (Garneau, 2005), la méthode d'extraction par solvants est une méthode qui s'inspire de
I'enfleurage et qui emploie des solvants non solides. 1l est possible que ce soit de I'nexane, des
éthers de pétrole, des huiles, des gaz.

Le solvant parfait doit respecter les critéres suivants :

- Faire preuve de sélectivité : éliminer les composes aromatiques, mais ne pas inclure les
composes indésirables tels que les pigments.

- Maintenir une température d'ébullition faible afin de faciliter I'élimination.
- Ne pas avoir de réaction chimique avec les substances a extraire.

- Eviter de se mélanger avec de I'eau, ce qui altérerait la délicatesse de la purification de I'extrait.
- Etre abordable.

- Ne pas fournir de contre-indications concernant les domaines d'application de I'extrait recus,
- Eviter de devenir inflammable.

- Offrir la toxicité la plus faible possible.
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1. 2.6.5. Extraction a l'aide de

micro-ondes

Une nouvelle méthode, I'nydro-distillation par micro-ondes sous vide, est apparue au début des

années 1990. Dans cette méthode, la matrice végétale est chauffée a 'aide d’une micro-onde

dans une enceinte fermée ou la pression est progressivement réduite. La vapeur d'eau produite

a partir de I'eau propre a la plante entraine les composés volatils. Par la suite, ils sont récuperés

en utilisant les méthodes traditionnelles de condensation, de refroidissement et de décantation

(Figurel3). Ce procédé offre un avantage considérable en termes de temps (temps d'extraction

réduit de 5 a 10 minutes) et d'énergie (température réduite) (Piochon, 2008).

|
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Figure 13 Dispositif d’extraction assistée par micro-ondes (Saaidani et Khabatti, 2023).

1. 2.6.6. Extraction par les gaz

supercritiques Coz

Le solvant utilisé : CO- supercritique rend cette technique d'extraction unique. Outre la limite

critique (P =73,8 barset T = 31,1 °C), le CO> présente des caractéristiques intermédiaires entre

celles des liquides et des gaz, ce qui lui confére un pouvoir d'extraction élevé (Figure 14), et en

plus, il est facilement ajustable en fonction des conditions de température et de pression

(Piochon, 2008).

Extrait

=

Séparate
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° Extracteur
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Condensateur
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Stockage
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Chauffage du CO,

COMPrasseur

— CO, supercriticque + extrait
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Figure 14: Schéma simplifié d'un extracteur au CO; supercritique (Deschepper, 2017).
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1.2.7. Conservation des HE

En raison de leur forte volatilité, de leur sensibilité a I'air et a la lumiére, il est recommandé de
conserver les HE dans des flacons opaques et hermétiquement fermés (Laiche et Mecheri,
2023).

1.2.8. Utilisation des HE

Anciennement réservées a la parfumerie et a la médecine, les HE sont maintenant largement
utilisés dans notre vie quotidienne, que ce soit dans des produits cosmétiques, des produits
d'hygiéne ou des parfums d'ambiance, des huiles aromatiques pour des massages de bien-étre,
ou encore des complexes destinés a purifier notre air pollué. Elles attirent également de plus en

plus I'attention de I'industrie et de I'agroalimentaire (Deschepper, 2017).
1.2.9. Toxiciteé

Il est important de noter que les HE, méme si elles proviennent de plantes et sont généralement
reconnues comme GRAS « Generally recongnized as safe », peuvent avoir une certaine
toxicité. 1l sera donc essentiel de toujours expliquer clairement a l'utilisateur lI'importance de
respecter rigoureusement les méthodes d'administration, les doses, les durées de traitement et
les contre-indications de chaque HE (Vangelder, 2017).

Lorsqu'elles sont utilisées sur la peau, certaines HE présentent des risques en raison de leur
pouvoir irritant (huiles contenant du thymol ou du carvacrol), allergene (huiles contenant du
cinnamaldéhyde) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des furocoumarine). D'autres HE
ont un impact néfaste sur les neurones. Les cétones telles que I'a-thujone présentent une toxicité
particuliére pour les tissus nerveux. Il y a également certaines HE dont certains composés
peuvent entrainer la formation de cancers. Il en va de méme pour les dérivés d'allylbenzenes ou
de propénylbenzenes tels que le safrole (Sassafras), I'estragole (Artemisia dracunculus), la j3-

asarone (Acorus calamus) et le méthyl-eugénol (Piochon, 2008).
1.3. Activité antioxydante

Aujourd'hui, il y a un intérét grandissant pour la biologie des radicaux libres.
Cela s'explique non seulement par leur r6le dans des phénomeénes aigus comme le traumatisme
ou l'ischémie, mais aussi par leur participation a de nombreuses maladies chroniques liées au
vieillissement comme le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires, ainsi que la

dégenérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).
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1.3.1. Définition

Les antioxydantes regroupent de petites molécules liposolubles (vitamine E, B-carotene) ou
hydrosolubles (vitamine C, acide urique) et des protéines a activité enzymatique
(superoxydedismutase, glutathion peroxydase, catalase, etc) ou non enzymatique (séquestrant
des métaux). ils peuvent provenir d’origine endogéne ou exogene, et ils peuvent étre des

composés naturels ou synthétiques (Guo et al., 2006).

Quelques substances qui, lorsqu'elles sont présentes a une faible concentration par rapport a un
substrat oxydable, retardent ou empéchent I'oxydation de ce substrat, tels que les lipides, les

protéines et les glucides (Amrar et Ladjaimi, 2020).
1.3.2. Activité antioxydante des HE

Les composes volatils aromatiques présents dans les HE sont des combinaisons complexes de
composés provenant de différentes familles chimiques (terpénes, alcool, aldéhydes, composés
phénoliques, esters, éthers, cétones). Ces composés ont des propriétés antioxydantes
importantes, qui varient d'une huile a I'autre en fonction de sa composition chimique et de sa

méthode d'évaluation (Messaoudiet Lahouazi, 2015).
1.3.3. Types d’activités antioxydantes
1.3.3.1. Antioxydantes enzymatiques

Ces sont antioxydantes endogenes qui constituent la principale protection de notre corps contre
les espéces réactives de I’oxygéne ERO (Bensakhria, 2018).A titre d'exemples, la superoxyde

dismutase, la catalase, glutathion peroxydases, glutathion réductase (Gaoui et al., 2023).
1.3.3.2. Antioxydantes non enzymatique

Certaines substances chimiques a faible poids moléculaire jouent un réle d'antioxydantes.
Cependant, leurs fonction n'est pas catalytique (Sharifi et al., 2020).

a) Antioxydantes non enzymatiques endogenes

Il'y a différents réducteurs endogenes qui peuvent protéger I'organisme contre les radicaux
libres, parmi lesquels on retrouve le glutathion, la bilirubine, I'acide urique, la coenzyme Q, la

mélatonine et I'acide lipoique (Sharifi et al., 2020).
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b) Antioxydantes non enzymatiques exogenes

Comme leurs principales voies de synthése ne sont souvent présentes que dans les cellules

microbiennes ou végétales, il est nécessaire d'apporter constamment des antioxydants

exogenes par l'alimentation tel que la vitamine E, la vitamine C, la B-carotene et les polyphénols
(Sharifi et al., Gaoui et al.,2023).

1.3.4. Classification des antioxydants
1.3.4.1. Antioxydants synthétiques

Depuis longtemps, on utilise des antioxydants synthétiques tels que le BHT, le BHA et le
TBHQ, mais de nombreuses études récentes ont mis en évidence leur toxicité élevée. Il est
nécessaire de diminuer leur utilisation afin de diriger le marché vers des antioxydants naturels,

ce qui encourage la recherche supplémentaire (Messaoudi et Lahouazi, 2015).
1.3.4.2. Antioxydants naturels

L'organisme possede une grande variété d'antioxydants : plusieurs enzymes sont fabriquées
pour réparer les éventuelles altérations oxydatives des protéines ou de I'ADN, tandis que
d'autres sont obtenues a partir de I’alimentation. Les composés phénoliques, les composés
azotés, les caroténoides et I'acide ascorbique sont des antioxydants tres efficaces dans l'industrie
agroalimentaire et pour la santé humaine. Presque tous les micro-organismes, les champignons

et méme les tissus animaux contiennent d'autres antioxydants (Messaoudi et Lahouazi, 2015).
1.3.5. Rdles et fonctions

Les antioxydants ont pour fonction physiologique, comme le suggere cette définition, de
prévenir les dégats aux éléments cellulaires causés par des réactions chimiques impliquant des
radicaux libres. Les agents externes tels que la pollution, les radiations, les UV ou l'alcool
peuvent entrainer leur production excessive, ce qui rend notre systeme de défense interne
incapable de réduire toutes ces especes réactives. Par conséquent, notre organisme a besoin
d'une alimentation riche en antioxydants. Des antioxydants tels que les vitamines C, E et A,

ainsi que les polyphénols et les flavonoides (Venkatachalam et Muthkrishnan, 2012).
1.3.6. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Différentes approches peuvent étre utilisées pour évaluer I'activité antioxydante des substances

naturelles, fondées principalement sur deux principes :
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-Les tests de I'acide thiobarbiturique (TBA), du B-caroténe et des diénes conjugués sont liés au

premier, ainsi qu'a la peroxidation lipidique.

- La seconde dépend du transfert d'électrons ou de protons pour neutraliser les radicaux ou

certains métaux, comme c'est le cas lors des tests : DPPH, ABTS, FRAP...

Au moins trois méthodes sont généralement recommandées pour évaluer I'activité antioxydante
d'un échantillon (Benabed, 2018).

Le tableau (4) regroupe les tests les plus utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante des extraits

naturels.

Tableau 4: tests les plus utilisés pour évaluer ’activité antioxydant (Benabed, 2018).

Test Molécule impliquée Mécanisme Référence
réactionnel
[3- carotene B- carotene, acide Oxydation du 3- (Laguerre et al.,
linoléique carotene par les 2007)
produits de
dégradation de
I'acide linoléique
DPPH DPPH Transfert de protons | (Molyneux, 2004)
ABTS ABTS Transfert de protons (Chen, 2004)
FRAP Fe3 -TPTZ Transfert d’électrons | (Prior et al., 2005)
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CHAPITRE 2
Matériel et méthodes



2.1. Lieu de travail

Le présent travail rentre dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles dont dispose
I’ Algérie. Il a été effectué au niveau du laboratoire PFE de la Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie de I’Université Ziane ACHOUR de Djelfa.

2.2. Réactifs et matériels

Les réactifs et les matériels utilisés dans notre travail figurent dans le tableau 5.

Tableau 5:Les réactifs et les matériels utilisés.

Appareillage Verreries et autres Produits
- Chauffe ballon - Ballons - Acide sulfurique
- Centrifugeuse - Béchers - Acide ascorbique
- Spectrophotometre - Eprouvettes graduées - Acide trichloracétique
- Plaque chauffée - Embouts - BHT
- Etuve - Papier filtre - Chlorure ferrique
- Pipettes et micro pipette. - DPPH
- Tubes a essais - Eau distillée
- Tubes coniques - Ferricyanure de potassium
- Ampoule a décanter - Méthanol
- Molybdate d’ammonium
- Phosphate de sodium
- Hexane
- NazSO4

2.3. Collecte de la plante

Dans notre travail, nous avons acheté les Fruits secs d'anis étoilé « Illicium verum » sur le

marché local de Djelfa « I’ Algérie ».
2.4. Méthodes d'extraction des HE d’l.Verum

L'extraction d'une huile essentielle (HE) représente une opération complexe et délicate dont le
but est de capturer et de collecter les composants les plus volatils, subtils et fragiles produits

par la plante, tout en préservant leur qualité intacte (Boukhatem et al., 2019).

Il existe de nombreuses techniques employées pour extraire les substances aromatiques, y
compris les trois méthodes qui ont été utilisées pour extraire les HE d'anis étoilé l.verum

(Hydro-distillation, distillation a la vapeur et distillation Clevenger).

2.4.1. Méthode 1 Hydro-distillation

HE d’anis étoilé a été extrait grace au processus d’extraction classique hydro-distillation (HD)
(figure 15).
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Figure 15: Dispositif Hydro-distillation utilisé (Original 2024).

Mode opératoire

50g de matiere végétale broyée grossierement « I.Verum » ont été ajoutées dans un ballon de
1L, puis nous avons ajouté une quantité suffisante d’eau distillée & un ratio de 1/10 sans le
remplir afin d'éviter les débordements qui peuvent survenir lors de 1’ébullition. Le ballon a été

chauffé en bas en vue d’une distillation pendant une durée 4 h.

La vapeur d’eau formée va entrainer les molécules odorantes vers le systéme refroidissent ou
le mélange se condense et chute dans une erlenmeyer. Finalement, deux phases se forment,

I’HE qui est moins dense que 1’eau (Rakotomalala, 2004).
2.4.2. Méthode 2 Distillation a la vapeur
Le HE ont également été extraits par distillation a la vapeur DS (figurel6).

Mode opératoire
50g de matiere végétale « d’l.verum » broyée grossiérement ont été ajoutées dans un ballon de
1L, puis nous avons ajouté une quantité suffisante d’eau distillée a un ratio de 1/10 sans le
remplir afin d'éviter les débordements qui peuvent survenir lors de 1’ébullition. Le ballon a été

chauffé en bas en vue d’une distillation pendant une durée 4 h.

Les vapeurs se chargent alors de particules Les aromatiques passent par le condenseur, ou ils
refroidissent et se condensent, formant ainsi un mélange d’eau et d’HE (Medjahri et Mehadijri,
2020).
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Figure 16: Dispositif distillation a la vapeur utilisé (Original 2024).

2.4.3. Méthode 3 Distillation Clevenger
L’extraction I’HE d’l.verum a éte realisée avec le procédé de distillation type Clevenger DC
(figure 17).
Mode opératoire

50 g de matiére végeétale « d’l.verum » broyée grossierement ont été ajoutées dans le ballon de
2 L, puis ajouté un volume équivalent d'eau distillée, soit 1/10 du volume du ballon. Cela assure
que le ballon ne soit pas complétement rempli pour éviter le débordement lors de I'ébullition.
Le mélange a été chauffé pendant 4 h en utilisant un ballon chauffant.

Au cours de I'ébullition, les végétaux libérent leurs éléments qui sont transportés par la vapeur
d'eau produite dans le ballon vers le condenseur ou se produit la condensation. La surface du
tube vertical préalablement rempli d'eau distillée est couverte de gouttelettes d'eau, ce qui crée
deux couches distinctes avec des densites différentes, ou I'huile d'anis étoilé flotte a la surface

de I'eau (Pharmacopée Européenne, 2005).
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Figure 17 : Dispositif distillation Clevenger utilisé (Original 2024).

2.5. Séparation liquide-liquide
Afin de séparer les huiles de 1’eau, nous avons utilisé une solution d’hexane et Na>So4 (figure
18).

Mode opératoire
Dans une ampoule a décanter, 10 ml de solution d'hexane ont été ajouté progressivement au
mélange d'huile et d’eau. Par la suite, le mélange a été délicatement remu¢ a plusieurs reprises
afin que I'hexane puisse se fixer aux huiles. Ensuite, le mélange a été laissé reposer pendant un
certain temps (5 a 10 min) afin que les deux couches, les HE et I'eau, se séparent de maniére
nette. Aprés avoir bien séparé les deux couches, la couche supérieure d'hexane contenant les
huiles a été récupérée dans un récipient propre. En ce qui concerne la couche inférieure ou se
trouve I'eau, 5 ml d'hexane ont été ajoutés afin de garantir I'extraction compléte des huiles. Le
mélange d'huiles et d'hexane a été transféré dans un bécher et laissé s'évaporer afin de séparer
les huiles a l'aide d'une plaque chauffée pendant 20 minutes a 150°C.Finalement, une petite
quantité de sulfate de sodium (Na2So4) est utilisée, ce qui lui permet d'absorber I'humidité et de
éliminer toute I'eau restante.
2.6. Conservation des HE
HE doit étre préservé en respectant quelques précautions de base (Burt, 2004). C'est la raison
pour laquelle nous avons maintenu sa température a environ +6°C dans des tubes fermés

hermétiqguement, en le revétant de papier d'aluminium pour les préserver de la lumiére.
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Figure 18: Séparation liquide-liquide (Original 2024).

2.7. Calcule du rendement
Selon AFNOR (2000), le rendement en huile essentielle correspond a la proportion entre la
quantité d'huile essentielle obtenue et la masse de la matiere végétale (M) initialement utilisée.
Le pourcentage de rendement est représenté par la formule suivante :

Rdtne (%) =M He /M wms. 100

Rdtwe : rendement extraits fixes en g /100g de matiére séche.
Mie : masse d’huile essentielle récupérée exprimée en g.

Mws : quantité de matiere végétale seche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

2.8. Détermination de la composition chimique des HE
L'analyse des échantillons a été réalisée au sein de la Plateforme Technique d'Analyse Physico-
Chimique (PTAPC-CRAPC)-Laghouat-Algérie, a l'aide d'un Chromatographie en phase
gazeuse-spectrométrie de masse instrument SHIMADZU GCMS- QP2020, équipé d'une
colonne capillaire fusionnée Rxi®-5ms (Phase : Crossbond® 5% diphényl/ 95%
diméthylpolysiloxane) dont les dimensions sont : 30 m x 0,25 mm et 0,25 um d'épaisseur de
film. Cette colonne a une phase similaire aux colonnes suivantes : HP-1ms, HP-1msUI, DB-
1ms, DB-5ms, DB-1msUl, Ultra-1, VF-1ms, ZB-1, ZB-1ms et considéré également comme
équivalent aux phases USP G1, G2, G38.
Un volume de 0.5 pL d’échantillon dilué dans du n-hexane a été injecté en mode fractionné
(1:80).
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Les températures de l'injecteur et du détecteur ont été maintenues a 250°C et 310°C,
respectivement, la température de la colonne a été programmée a : 50°C fixe pendant 2 min
puis augmentée a 310°C avec un incrément d'augmentation de 3°C/min, puis maintenue. a
310°C pendant 2 min.

Le gaz vecteur utilisé était de I'nélium (pureté 99.995 %) avec un debit de 1 mL/min.

Les conditions du spectrométre de masse étaient les suivantes : une tension d'ionisation de 70
eV, une température de la source d'ions de 200 °C et des spectres de masse d'ionisation
électronique ont été acquis sur la plage de masse de 45 a 600 m/z.

Les indices de rétention ont été calculés en utilisant la formule suivante (formule de Kovats) :

LRI-100 x (—2="") + 100xn
n

tn+1 —
ou:
LRI : Indices de rétention linéaire.
tx : temps de rétention du composant de sélection ciblé.
tn : Temps de rétention de I'alcane Cn (n-alcane limite inférieure).
tn+1 : Temps de rétention de lI'alcane Cn+1 (n-alcane limite supérieure).

La série de n-alcanes utilisée dans ces analyses était (n-C7-C33).

2.9. Evaluation de P’activité antioxydante des HE
L’évaluation de I’activité antioxydant des HE a été réalisée par 3 méthodes, a savoir ; piégeage
des radicaux libres (DPPH), réduction du fer (FRAP) et capacité antioxydante totale (CAT).

2.9.1. Piégeage des radicaux libres DPPH
L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH a été déterminée selon la méthode de Blois
(1958). 500 uL d'HE a différentes concentrations ont été mélangés avec 1000 pLde solution
DPPH a 0,2 mM. Le mélange obtenu a été agité vigoureusement et incubé pendant 30 minutes
a température ambiante. Ensuite, I'absorbance a été enregistrée a 517 nm contre un blanc a l'aide
d'un spectrophotométre UV-Vis (Beckman, DU520). Le pourcentage de capacité de piégeage
des radicaux libres a été calculé a 1’aide de I’équation suivante :

Activité de piégeage des radicaux (%) = [(1 — Ads échantillon) / Ads contréle] x 100,
Ou: Ads controle est I'absorbance de la réaction témoin, et

Ads échantillon est I'absorbance des échantillons.
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La concentration fournissant une inhibition de 50 % (Clso) a été calculée a 1’aide de 1’équation
de la courbe de tendance extraite a partir du graphique de régression du pourcentage de RSA
en fonction de la concentration d'HE. Le HPR de I’acide ascorbique (AA) et du Butyle

hydroxytoluene (BHT) a également été estimé a titre de référence.

2.9.2. Pouvoir réducteur du fer
Le pouvoir réducteur du fer (PR) a été testé selon la méthode d'Oyaizu (1986). 400 pL de
différentes concentrations d'échantillons ont été mélangés avec 2 000 pL de tampon phosphate
(2 mM, pH 6 .6) et 1000 pL de ferricyanure de potassium a 1% [KsFe(CN)s]. Le mélange a été
incubé pendant 20 minutes a 50°C. 1 000 uL d’acide trichloroacétique (TCA) a 10 % ont été
ajoutés a la solution qui a été ensuite centrifugée a 3 000 tr/min pendant 10 min. Le surnageant
a été filtré et 1000 pL de surnageant ont ét¢ mélangés avec 3000 pl d’eau distillée et 1000 pL
de FeClz a 0.1 %. Le mélange a été agité vigoureusement et incubé pendant 30 minutes a
température ambiante. L'absorbance a été enregistrée contre un blanc a 700 nm a I'aide d'un
spectrophotometre UV-Vis (Beckman, DU520) et comparée aux références (AA et BHT).
Le pourcentage du PR du fer a été calculé a I’aide de 1’équation suivante :
PR du fer (%) = [(1 — Ads échantillon) / Ads contréle] x 100,
Ou: Ads contrdle est I'absorbance de la réaction témoin, et

Ads échantillon est I'absorbance des échantillons.

2.9.3. Capacité antioxydante totale
La capacité antioxydante totale (CAT) a été déterminée via la méthode décrite par Prieto et al.
(1999). 200 pL de différentes concentrations d'échantillons ont été ajoutés a 2 000 uL de réactif
molybdate contenant 28 mM de phosphate de sodium, 4 mM de molybdate d'ammonium et 6
mM d'acide sulfurique. Les tubes ont été incubés pendant 90 minutes a 95°C, puis le mélange
a été refroidi a température ambiante et I'absorbance a été enregistrée a 695 nm contre un blanc
a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis (Beckman, DU520). La CAT de I’AA et du BHT a
également été estimée a titre de référence.
CAT (%) = [(1 — Ads échantillon) / Ads contréle] x 100,

Ou: Ads contréle est I'absorbance de la réaction témoin, et

Ads échantillon est I'absorbance des échantillons.
La concentration fournissant une inhibition de 50 % (Clso) a été calculée a 1’aide de 1’équation

de la courbe de tendance extraite a partir du graphique de régression du pourcentage de CAT
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en fonction de la concentration d'HE. La CAT de I’AA et du BHT a également été estimé a titre

de référence.

2.10. Analyses statistiques

Les moyennes et les écarts types ont été calculés a partir de données triples. Une analyse de
variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie de tests comparaisons multiples de Duncan a été
réalisée pour établir les différences significatives au seuil p<0,05 a I'aide du Statistical Package
for Social Science (SPSS 19.0 pour Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, Etats-Unis).
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CHAPITRE 3
Reésultats et discussion



3.1. Rendement des HE

Le tableau 6, présente les taux de rendement des HE d’anis étoilé obtenus a partir des trois
méthodes d’extraction.

Tableau 6. Rendement d’extraction des HE d’anis étoilé.

Méthode DC Méthode HD Méthode DS
Rendement (%) 8.5+0.11% 6.23+0.58% 5.90+0.68%

Selon les résultats des HE d’l.verum avec ses propriétés sensorielles (odeur, couleur et godt),
nous avons constaté qu’il a une odeur trés forte caractéristique, une couleur jaune pale et un
godt doux et bon.

Les données concernant les rendements des HE obtenues par les trois méthodes différentes
révélent des résultats tres satisfaisants. Il convient toutefois de noter que le rendement est
Iégerement supérieur pour la méthode (DC) ; enregistrant un taux de 8.5%, tandis que les
méthodes (HD) et (DS) affichent des rendements similaires de 6.23% et 5.90% ; respectivement
ou la méthode (DS) montre un rendement inférieur a celui des autres méthodes.

Ces rendements peuvent étre comparés a ceux obtenus par d'autres travaux sur l'anis étoilé,
puisqu'ils sont proches de ceux réalisés par Sahoo et al. (2023) ; qui ont reporté un rendement
en HE extraites par la distillation Clevenger de 7.50 %. Il est également proche de celui obtenu
par Abdelkader et Bouchakour (2018) par hydro-distillation avec un rendement de 6 %. Nos
résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Bernard et al. (1989) et Wang et al. (2007) qui ont
obtenus des rendements d’extraction de 8.20 et 9.50 % par hydro-distillation et distillation a
la vapeur, respectivement. Cependant, nos résultats sont supérieurs a ceux indiqués par
Boukhatem (2017) et Outemass et al. (2021) qui ont obtenus un rendement de 4.58 et 4.13 %
par distillation a la vapeur et distillation Clevenger, respectivement. En ce qui concerne la
méthode hydro-distillation, Nasir (2013) a obtenu un rendement de 2.89 %.

3.2. Composition chimique des HE
La composition chimique de différentes HE d'l.verum (anis étoilé) extraites par différentes

méthodes, identifiés par GC-MS, est présenté dans la figure 19 (a, b et ¢).
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Figure 19: Chromatogrammes obtenus par GC-MS des HE d’I. verum (anis étoilé) : (a)
Hydro-distillation HD, (b) Distillation Clevenger DC et (¢) Distillation a la vapeur DS.
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L'analyse de la composition chimique, réalisée par GC-MS, des différentes HE d'anis étoilé
extraites par Hydro-distillation HD, Distillation Clevenger DC et Distillation a la vapeur DS a
permis d'identifier respectivement 3, 5 et 16 composants chimiques représentant 100 % de la

composition chimique des HE analysées (tableau 7).

Tableau 7: Compostions chimiques des HE d'l. verum (anis étoilé).

Composé identifié Méthode d’extraction
HD DC DS

a-pinene 0.25 0.29 0.71
D-Limonéne 2.47 2.81 Il
E-Anéthol 97.28 96.26 83.33
1,8-Cineole I 0.34 1.33
Linalyl anthranilate I 0.30 I
Sabinene I I 0.25
B-pinene I i 0.48
a-phallandrene I i 0.46
3-carene I I 0.23
p-cymene I I 0.39
0-cymene I I 0.47
B-phallandrene I 1l 8.79
y-terpinene I I 0.39
Linalool I I 0.41
Thujanol Il Il 0.88
a-terpineol I I 0.35
Estragole I I 1.03
Caryophyllene Il Il 0.50
Total (%) 100 100 100
Nombre de composeés identifiés 3 5 16

Une différence significative a été enregistrée entre les différentes HE analysées montrant que
les méthodes de distillation choisis ont une influence directe sur la composition de I’HE. Le
composé chimique majoritaire présent dans les HE analysées était I'E-anéthol avec des
proportions variables de 97.28, 96.26 et 83.33% pour les HE d'anis étoilé extraites par HD, DC
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et DS, respectivement. Des compositions chimiques variables ont été également enregistrees.
B-phallandrene n’était présent que dans I’HE extraite par DS avec une proportion de 8.79%.
Alors que, D-Limonéne n’était présent que dans les HE extraites par HD et DC avec des
proportions de 2.47 et 2.81%, respectivement.

Les résultats de cette étude sont également cohérents avec ceux Zhai et al. (2009) et Aly et al.
(2016). Nos résultats sont en accord avec ceux de Padmashree et al. (2007) et Cai et al. (2013)
qui ont rapporté que le principal composé de I'huile d'anis étoilé est I'E-anéthole, qui variait
entre 84 et 95 %.

3.3. Evaluation de ’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes développées pour évaluer la capacité antioxydante totale des
aliments, des extraits de plantes ou des composés purs. Cependant, peu sont largement utilisées
en raison des difficultés rencontrées dans la mesure de cette capacité globale, notamment en
raison de contraintes méthodologiques et des sources de radicaux libres (Aly et al., 2016).
Pour évaluer l'activité antioxydante des extraits d'HE, nous avons utilisé 3 testes dans cette

étude :

3.3.1. Activité anti radicalaire (DPPH)

La mesure du pouvoir antioxydant par le DPPH (2,2-Diphényl-picrylhydrazine) est la méthode
la plus fréquemment employée pour comparer l'activité antioxydante de différents composes
ou extraits naturels. Cette méthode repose sur la capacité d'un composé a diminuer le radical
DPPH°. La diminution se manifeste par une modification de la teinte de la solution qui passe
du violet au jaune en présence d'un antiradical (Habibou et al., 2019).

L’habilité antioxydante des différentes HE extraites par différentes méthodes a été evaluée par
le test de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) eu utilisant le 2,6-di-tert-butyl-4-
methylphenol (butyle hydroxytoluene, BHT) et ’acide ascorbique (AA) comme référence.
(Figure 20) montre I’habilité a piéger les radicaux libres (HPR), exprimée en pourcentage %,
des différentes HE a différentes concentrations.

Une corrélation positive a été observée entre le taux des HE testées et ’HPR %, plus la
concentration des HE testées augmentent, plus le pourcentage de I’HPR augmente.

Les résultats montrent I"existence de différences significatives (p<0.05) entre les produits testés
(tableau 8). L’ AA posséde I’activité de piégeage des radicaux libres la plus élevée avec une
valeur de 96.24 %. Par contre le BHT exhibe une activité de piégeage des radicaux libres la

plus faible avec une valeur de 65.08 %. Aucune différence significative (p>0.05) n’a été
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observée entre DS et DC (90.39 et 88.85 %, respectivement). Alors que, le HD présente une

activité de piégeage des radicaux libres modérée avec une valeur de 75.87 %.
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Figure 20.Habilité des HE testées a piéger les radicaux libres (HPR).

HD : Hydro-distillation, DS: Distillation & la vapeur, DC: Distillation Clevenger., BHT :Butylehydroxytoluene, AA :

Acide Ascorbique

L'inhibition forte ou faible de I'échantillon est évaluée en utilisant les valeurs Clso, qui sont
définies comme la concentration a laquelle I'échantillon pourrait inhiber 50 % des radicaux

libres. De maniére générale, a mesure que l'activité augmente, la valeur de la Clso diminue

(Nguyen et al., 2021).

Tableau 8. Activité de piégeage des radicaux libres des HE testées a la
concentration 1Img/ml.

% HPR a 1mg/mi Valeur Clso (ng/ml)
AA 96.24+0.83 a 68.14+2.01 d
BHT 65.08+1.15 d 430.85+0.27 a
DS 90.39+2.07 b 97.1345.08 ¢
DC 88.85+1.56 b 107.91+5.13 ¢
HD 75.87£3.02 ¢ 149.40+£0.10 b

Les résultats sont présentés en moyenne + écart type (n=3).
a,b,c : Différentes lettres indiquent une différence significative au seuil p<0.05.

AA : Acide ascorbique, BHT :butylehydroxytoluene, DS : Distillation a la vapeur, DC :

Distillation Clevenger, HD : Hydro distillation.
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L’analyse statistique révele 1'existence de différences significatives (p<0.05) entre les valeurs
Clso des produits testés (tableau 8). Le BHT présente une valeur Clso la plus élevée avec une
valeur de 430.85 %. Alors que I’AA détient la valeur Clso la plus faible (68.14 %). Aucune
difference significative (p>0.05) n'a été observee entre DS et DC (97.13 et 107.91 %,
respectivement). Alors que, le HD présente une la valeur Clso plus élevée de 149.40 %.

Nos résultats sont inférieurs ceux rapportés par Khan et al (2022) qui ont obtenus une
concentration Clsg pour le DPPH des HE extraites d’anis étoilé par distillation réalisée avec le
solvant de 1’¢thanol de 130mg/ml. Nguyen et al. (2021) ont obtenus des résultats supérieurs et
ont enregistrés une concentration Clso pour le DPPH des HE extraites d’anis étoilé par
distillation fractionnée de 154.04mg/ml. Alors que Outemssa et al. (2021) ont obtenus des
concentrations Clso de 286.19 mg/ml pour les HE d’anis étoilé extraites par distillation
Clevenger. Cependant, nos résultats sont supérieurs a ceux enregistrés par Asfid et al. (2016)

qui ont obtenus une concentration Clso pour le DPPH avec le solvant de I’éthanol de 47,1

ug/mil.

3.3.2. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

L'activité antioxydante d'un extrait est associée a son pouvoir réducteur. Nous avons fait
recours a cette méthode afin d'évaluer la capacité des extraits a transformer le fer ferrique (Fe®"
présent dans le complexe KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe?*) (Habibou et al., 2019).

Le pouvoir réducteur des différentes HE extraites par différentes méthodes a été estimé par le
test de FRAP en utilisant le 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (butyle hydroxytoluene, BHT) et

I’acide ascorbique (AA) comme standards.

(Figure 21) représente le pouvoir réducteur (PR), exprimée en pourcentage %, des différentes

concentrations.

Une corrélation positive a été notée entre la concentration des HE testées et le PR %; plus la

concentration des HE testées augmentent, plus le pourcentage du PR augmente.

(Le tableau 9) montre I’existence de différences significatives (p<0.05) entre les différents
composés testés. L’ AA possede le pouvoir réducteur le plus élevé (92.81%). Aucune différence
significative n’a été observée entre AA et DC (92.81et 89.26 %, respectivement). Aucune
différence significative n’a été observée entre DC et DS (89.26 et 84.58 %, respectivement).
Alors que HD exhibe un pouvoir réducteur modéré de 74.25 %.Par contre, BHT posséde le plus
faible pouvoir réducteur de 69.52 %.
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Figure 21. Pouvoir réducteur des HE testées (PR).

HD: Hydro distillation, DS: Distillation a la vapeur, DC: Distillation Clevenger, BHT :Butylehydroxytoluene, AA :
Acide Ascorbique

L'activité de pouvoir réducteur est évaluée par sa concentration efficace CEso (Akrab
et Mouhadi., 2019), qui correspond & 50 % de pouvoir réducteur Une valeur inférieure

de CEsp indique une activité antioxydante plus élevée (Gileng., 2022).

Tableau 9. Pouvoir réducteur des HE testées a la concentration de 1mg/ml.

% PR a 1mg/ml Valeur CEso (png/ml)
AA 92.81+1.83 a 69.85£1.72 d
BHT 69.52+4.11 d 288.89+1.39 a
DS 84.58+3.01 b 92.61+1.48 c
DC 89.26+1.71 ab 05.54+153 ¢
HD 74.25+2.16 ¢ 214.30£191 b

Les résultats sont présentés en moyenne * écart type (n=3).
a,b,c : Différentes lettres indiquent une différence significative au seuil p<0.05.

AA : Acide ascorbique, BHT : Butyle hydroxytoluene, DS : Distillation & la vapeur, DC : Distillation
Clevenger, HD : Hydro distillation.
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Des différences significatives (p<0.05) ont été enregistrées entre les valeurs CEsg des produits
testés (tableau 9). Le BHT présente une valeur CEso la plus élevée avec une valeur de 288.89
pg/ml. Alors que I’AA détient la valeur CEso la plus faible (69.85 pg/ml). Aucune différence
significative (p>0.05) n’a été enregistrée entre DS et DC (92.61 et 95.54 pg/mi,

respectivement). Alors que, le HD présente une la valeur CEso plus élevée de 214.30 pg/ml.

Nos résultats sont supérieurs a ceux enregistrés par Mehrabanjoubani et al (2021) qui ont
obtenus une concentration CEsg de 59.91ug/ml des HE d’anis verte (Pimpinella anisum)
extraites par distillation Clevenger. Par contre, Ganeshan et Rismy (2019) ont reportés une CEso

de 320.47mg/ml des HE d’anis étoilé extraites par distillation avec le solvant de méthanol.

3.3.3. Capacité antioxydante totale (CAT) :

La méthode de Phosphomolybdene permet d'évaluer la capacité antioxydante totale (CAT) des
extraits de plantes. Cette méthode repose sur la transformation du molybdene Mo (V1) sous la
forme d'ions molybdate MoO>. en molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence de l'extrait, ce qui
crée un complexe vert de phosphate/Mo(V) a un pH acide (Medjoujda., 2012).

La capacité antioxydante totale des différentes HE extraites par différentes méthodes a été
estimée par le test CAT (Capacité antioxydante totale) en utilisant le 2,6-di-tert-butyl-4-
methylphenol (butyle hydroxytoluene, BHT) et I’acide ascorbique (AA) comme référence.

La capacité antioxydante totale (CAT), exprimée en pourcentage %, des différentes HE a

différentes concentration sent est repesée par (Figure 22).

Les résultats montrent la présence d’une corrélation positive entre la concentration des HE
testées et la CAT %; plus la concentration des HE testées augmentent, plus le pourcentage de
la CAT augmente.

A la concentration de 1mg/ml, la CAT des produits testés était : AA=DS > DC=HD > BHT.
Les résultats De 1’analyse statistique montrent la présence de différences significatives (P>0.05)
entre les différents produits testés (tableau 10). L"AA et DS possedent la meilleure capacité
antioxydante. Aucune différence significative n’a ét€ observée entre AA et DS (93.80 et 91.13
%, respectivement). Aucune différence significative n’a été observée entre DC et HD (85.05 et

81.74 % respectivement). Par contre, BHT posséde le plus faible pourcentage (65.52 %).
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Figure 22. Capacité antioxydante totale des HE testées (CAT).

HD: hydro distillation, DS: Distillation & la vapeur, DC: Distillation Clevenger, BHT : Butyle hydroxytoluene, AA : Acide
Ascorbique

Tableau 10. Capacité antioxydante totale des HE testées a la concentration de
Img/ml.

% CAT a Img/ml Valeur Clso (ng/ml)
AA 93.80£1.21 a 49.68+0.97 d
BHT 65.52+1.12 ¢ 324.79+1.08 a
DS 91.13+143 a 86.18+2.59 c
DC 85.05+2.26 b 89.80+1.01 c
HD 81.74+1.04 b 176.01£2.76 b

Les résultats sont présentés en moyenne + écart type (n=3).

a,b,c : Différentes lettres indiquent une différence significative au seuil p<0.05.

AA : Acide ascorbique, BHT :Butyle hydroxytoluene, DS : Distillation a la vapeur, DC : Distillation
Clevenger, HD : Hydro distillation.

Des différences significatives (p<0.05) ont été observées entre les valeurs Clso des produits
testés (tableau 10). Le BHT posséde une valeur Clsg la plus élevée avec une valeur de 324.79
ug/ml. Alors que I’AA détient la valeur Clso la plus faible (49.68 pg/ml). DS et DC ne
présentaient aucune différence significative (p>0.05) (86.18 et 89.80 pg/ml, respectivement).

Alors que, le HD presente une la valeur Clsg plus élevee de 176.01 pg/ml.
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Nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par Ganeshan et Rismy (2019) qui ont obtenus
une concentration Clso pour le CAT des HE d’anis étoilé extraites par distillation réalisée
avec le solvant de méthanol de 39.66 mg/ml.

Les differences enregistrées dans le rendement d'extraction, la composition chimique et
I’évaluation de l'activité antioxydante des HE extraits par différentes méthodes pourraient
étre dues, d'une part, a des facteurs intrinséques liés a la plante tels que I'origine, I'espece
végétale et I'organe considéré (Valnet, 1980). En effet, Bruneton (1993) et Smallfield (2001)
rapportent que les conditions environnementales et climatiques, le stade et la période de
récolte, le cycle végétatif ou les techniques et le temps de conservation peuvent influencer
les rendements d'extraction, la composition chimique et I'activité antioxydante. D'autre part,
les procédures d'extraction utilisées telles que la taille des particules, le choix et la
concentration du solvant, I'épuisement, la température, la pression, le temps, le ratio ou les
méthodes d'extraction (macération, décoction, infusion, hydro distillation, distillation a la
vapeur, distillation clevenger, etc.) peuvent également jouer un réle (Naczk et Shahidi, 2004
; Zhou et Yu, 2004; Min et Chun-Zhao, 2005; Silva et al., 2007).
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Conclusion

Les plantes aromatiques et médicinales jouent un rdle essentiel dans le patrimoine naturel et
culturel de I'hnumanité, avec des caractéristiques uniques et une longue histoire d'utilisation a
des fins thérapeutiques et esthétiques.

L'homme a exploité ces plantes présentes dans son environnement, qui constituent une source
immense de substances et de composés naturels ayant de nombreuses activités biologiques

(activité antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire, antioxydante, etc.).

L'objectif de notre étude est d'evaluer I'effet des méthodes d'extraction sur le rendement en HE
d’l.verum (anis étoilé), la composition chimique et I’activité antioxydante a l'aide des tests
DPPH, FRAP e et CAT.

Les résultats obtenus ont montrés que :

» La méthode d’extraction type distillation Clevenger DC a permis de fournir un
rendement optimal de 8,50 %, ce qui est différent de ceux obtenus par Hydro-distillation
HD et distillation a la vapeur DS, qui ont fournis des rendements d’extraction de 6.23
et 5.90 % , respectivement.

» La composition chimique des HE d’l. verum (anis étoilé) variée significativement avec
la méthode d’extraction utilisée.

» En ce qui concerne l'efficacité de I'activité antioxydants par le test de piégeage des radicaux
DPPH, aucune différence significative n'a été observée entre les deux méthodes d’extraction DS
et DC. Cependant, le test pouvoir antioxydante ferrique réducteur FRAP a démontré que la
méthode DC avait le plus grand pouvoir réducteur. Tandis que le test capacité antioxydante

totales CAT a démontré que la méthode DS avait la plus grande capacité antioxydante.

A la lumiére de ces résultats, il est possible d’affirmer que le rendement d’extraction ainsi que
la capacité antioxydante des HE peut varier en fonction de la méthode d'extraction. Il est

également nécessaire de réaliser différents tests afin d'évaluer le pouvoir antioxydant.

A l'issue de cette étude, et comme perspectives, ce qui sera important de :
e Comparer d’autres méthodes d’extraction des HE tel que la méthode assistée par micro-
ondes et évaluer leurs efficacités par rapport a ceux obtenus dans cette étude.
e Evaluer l'activité antioxydante en utilisant d'autres tests tels que ’ABTS, CUPRAC,
H20., etc.
e Travailler sur dautres activités biologiques (antibactérienne, antifongique,

antidiabetique, etc.).
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Technical platform of physico chemical analyses of Laghouat (TPPCA-CRAPC)
Email: ptapc.laghouat@gmail.com

Method report

GC- MS analyse:

The analysis of the samples was carried out in the Technical Platform of Physico-
Chemical Analysis (PTAPC-CRAPC)-Laghouat-Algeria, usinga SHIMADZU GCMS-
QP2020 Instruments, equipped with a fused Rxi®-5ms capillary column (Phase:
Crossbond® 5% diphenyl/ 95% dimethyl polysiloxane) its dimensions are: 30 m
% 0.25 mm and 0.25 pm film thickness, this column has similar phase to the following
columns: HP-1ms, HP-1msUI, DB-1ms, DB-5ms, DB-1msUI Ultra-1, VF-1ms, ZB-1,
ZB-1ms and considered also equivalent to USP G1, G2, G38 phases. A volume of
0.5pL diluted sample in n-hexane was injected in split mode (1:80). Injector and
detector temperatures were maintained at 250°C and 310°C, respectively the column
temperature was programmed at: 50°C fixed for 2 min then increased to 310°C with an
mcrease mcrement of 3°C/min, and then maintammed at 310°C for 2 min. The carrier
gas used was helium (99.995% purity) with a flow rate of 1 mL/min. The mass
spectrometer conditions were as follow: ionization voltage 70 eV, ion source
temperature 200°C, and electron 1onization mass spectra were acquired over the mass
range of 45-600 m/z.

In case you would like to calculate the retention indices, you should use the following
formula (Kovats formula):

LRI-100 X (—=—=2-) + 100xn

n+1 tn

Where:

LRI: Linear Retention Indices.

tx Retention time of targeted pick component.

ta: Retention time of C, alkane (lower bound n-alkane).
ta+1: Retention time of Cy+1 alkane (higher bound n-alkane).

The used n-alkanes serial in this analyses was (n-C7-Cs3).

The analyses of the samples were achieved by Miss Kherifi Hadda

Affiliation: Centre de Recherche scientifique et technique en analyses physico
chimiques (CRAPC)-PTAPC- Laghouat, Algérie.



Technical platform of physico chemical analyses of Laghouat (TPPCA-CRAPC)
Email: ptapc.laghouat@gmail.com

Peak Report TIC
Peak# R.Time  Area% Similarity Name
1 8.459 0.25 96 Pinene <alpha->
2 12.346 247 97 D-Limonene
3 24.170 97.28 97 Anethole <(E)->

100.00



Technical platform of physico chemical analyses of Laghouat (TPPCA-CRAPC)
Email: ptapc.laghouat@gmail.com

Chromatogram HD D:\Les prestation\Start up'2024'\Mai\Bahri Ibtissam Khadidja'data 1'HD.qgd
TIC
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Technical platform of physico chemical analyses of Laghouat (TPPCA-CRAPC)
Email: ptapc.laghouat@gmail.com

Peak Report TIC
Peak# R.Time  Area%  Similarity Name
1 8.454 0.29 95 2-Pinene
2 12.343 2.81 97 D-Limonene
3 12.440 0.34 85 2-Oxabicyclo[2.2.2]octane, 1,3,3-trimethyl-
4 15.578 0.30 91 1,5-Dimethyl-1-vinyl-4-hexenyl 2-aminobenzoate
5 24.168 96.26 97 Anethole <(E)->

100.00



Technical platform of physico chemical analyses of Laghouat (TPPCA-CRAPC)
Email: ptapc.laghouat@gmail.com

Chromatogram CD D:\Les prestation\Start up\2024\Mai'\Bahri Ibtissam Khadidja'data 1\CD.qgd

TIC

2,857,146
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Technical platform of physico chemical analyses of Laghouat (TPPCA-CRAPC)
Email: ptapc.laghouat@gmail.com

Peak Report TIC
Peak# R.Time  Area% s imilarity Name

1 8.449 0.71 96 2-Pinene
2 10.015 0.25 94 Sabinene
3 10.120 0.48 96 Pinene <beta->
4 11.288 0.46 95 .alpha.-phellandrene (only name in Wiley6)
5 11.548 0.23 94 3-Carene
6 11.835 0.39 93 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-
7 12.167 0.47 95 o0-Cymene
8 12.343 8.79 91 Cyclohexene, 3-methylene-6-(1-methylethyl)-
9 12.422 1.33 83 2-Oxabicyclo[2.2.2]octane, 1,3,3-trimethyl-
10 13.708 0.39 96 .gamma.-Terpinene
11 15.578 041 92 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
12 19.104 0.88 87 Bicyclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)-, (1.alpha.,2.alpha.,5.alpha.)-
13 19.743 0.35 93 .alpha.-Terpineol
14 20.104 1.03 97 Estragole
15 24.144 83.33 97 Anethole <(E)->
16 29.874 0.50 96 Caryophyllene
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Résumé

Le présent travail consiste a évaluer I’effet des différentes méthodes d'extraction des huiles
essentielles d'anis étoilé (Haydro-distillation HD, distillation & la vapeur DS, distillation Clevenger
DC) sur le rendement d’extraction, la composition chimique ainsi que sur leurs activités antioxydantes
vis-a-Vis les tests suivants : piégeage des radicaux libres (DPPH), pouvoir réducteur du fer (FRAP) et
capacité antioxydante totale (CAT). Les résultats obtenus ont montrés que la méthode d’extraction
type distillation Clevenger DC a permis de fournir un rendement optimal de 8,50 %, alors que
I’Hydro-distillation HD et distillation & la vapeur DS ont fournis des rendements d’extraction de 6,23
et 5,90 %, respectivement. Le test DPPH n’a montré aucune différence significative entre les
méthodes d’extraction DS et DC. Par contre, le test FRAP a montré que la méthode DC avait le plus
grand pouvoir réducteur. Tandis que le test CAT a montré que la méthode DS avait la plus grande
capacité antioxydante. Nos résultats ont montrés clairement que la capacité des HE d'anis étoilé a
combattre 1'oxydation différe selon la méthode d’extraction, c’est pourquoi nous recommandant de
réaliser plusieurs tests pour évaluer 1’activité antioxydante des HE.

Mots cleé : HE, illicium verum ; rendement ; activité antioxydante ; clevenger ; hydrodistillation ;
distillation a la vapeur
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Abstract

The present work consists of evaluating the effect of different methods of extraction of star anise
essential oils (Haydro-distillation HD, steam distillation DS, Clevenger DC distillation) on the
extraction yield chemical composition as well as on their antioxidant activities. with respect to the
following tests: free radical scavenging (DPPH), iron reducing power (FRAP) and total antioxidant
capacity (TAC). The results obtained showed that the Clevenger DC distillation type extraction
method provided an optimal yield of 8.50%, while Hydro-distillation HD and steam distillation DS
provided extraction yields of 6.23 and 5.90%, respectively. The DPPH test showed no significant
difference between the DS and DC extraction methods. On the other hand, the FRAP test showed that
the DC method had the greatest reducing power. While the TAC test showed that the DS method had
the highest antioxidant capacity. Our results clearly showed that the ability of star anise EOs to combat
oxidation differs depending on the extraction method, which is why we recommend carrying out
several tests to evaluate the antioxidant activity of EOs.

Key words: EOs, illicium verum; yield ; antioxidant activity; clevenger; hydrodistillation ; steam
distillation



