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Avant-propos

Ce travail a été réalisé au laboratoire de la Pharmacognosie

a la faculté de médecine et de pharmacie de Rabat en collaboration
avec le laboratoire de la Chimie thérapeutique et le laboratoire
de la Chimie analytique au sein de la méme faculté, en vue

de I'obtention du diplome de docteur en pharmacie.

L’analyse chromatographique par CPG - FID
de I’huile végetale a été faite a la plateforme d’analyse
et de caractérisation physico-chimique

a la Faculté des Sciences de Rabat.
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Ac: Acide

AG: Acide gras

AGE : Acides gras essentiels
AGMI : Acide gras monoinsaturé
AGPI : Acide gras polyinsaturé
AGS: Acide gras saturé

AOCS : American Oil Chemists' Society
CBD: Cannabidiol

CBDA: I'acide cannabidiolique
CBG: Le cannabigerol
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DSMO : Dimethyl sulfoxide

EC50% : Concentration efficace médiane
EMAG : Ester méthylique d’acide gras
FID: Le détecteur a ionisation de flamme
HF : Huile fixe

HV : Huile végétale
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Triglycérides
Delta-9-TétraHydroCannabinol

L'acide delta-9-tétrahydrocannabinolique
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Introduction générale




Plante millénaire, symbole de liberté et de la jeunesse des années 60, le
cannabis, Cannabis sativa, fascine par ses paradoxes. Hier « herbe de la folie »,
elle pourrait demain devenir médicament. Ses effets sont a la fois connus depuis
des décennies et il reste encore aujourd’hui tant a découvrir. Ces quarante
dernieres années ont toutefois vu des avancées considerables sur la chimie de la
plante, la pharmacologie de ses composés et son potentiel thérapeutique.
L'image populaire du cannabis demeure indissociable de l'usage toxicomaniaque
d'une « drogue douce » menant a l'addiction a d'autres substances psychotropes.
Il ne fait pourtant plus aucun doute que la médecine aura tot ou tard besoin de
I'innovation thérapeutique que sembleraient proposer les cannabinoides.

L'information donnée sur le cannabis, régulierement remis sous les feux de
I'actualité dans la polémique de la Iégalisation de son usage recréatif, est souvent
peu fiable, en particulier concernant I'aspect médical. Du fait de I'ambivalence
du cannabis entre substance toxicomanogene et médicament potentiel, lI'aspect
législatif ne peut étre ignore.

Le chanvre, Cannabis sativa qui fait partie de la famille des Cannabacées
est considéré comme une source des huiles, des fibres, des aliments depuis des
milliers d'années en raison de ses valeurs nutritives.[77]

Des études antérieures ont révelé les principaux constituants chimiques de
la graine de chanvre tels que les tocophérols, la chlorophylle a et b, le carotene,
les cannabinoides, et les acides gras dont la combinaison est la plus saine par
rapport a la plupart des huiles. D’ailleurs, le chanvre posséde des avantages pour
la santé, notamment la réduction de la cholestérolémie et la baisse de
I'nypertension artérielle.[78],[79]



Cette these est devisée en deux parties. Dans la premiere partie nous avons
réalisé une étude bibliographique actualisée a la lumiere des donnees
scientifiques récentes sur le cannabis. La deuxiéme partie est un travail pratique
réalisé a la faculté de médecine et de pharmacie de rabat dont I’objectif consiste
a étudier les huiles vegétales issues de trois cultivars de Cannabis sativa du
Maroc (beldiya, khardala, cricital) sur le plan phytochimique et
pharmacologique. Concernant la réalisation de ce travail, on a commencé par
I’extraction des huiles vegétales a partir des graines oléagineuses et la
détermination de rendement pour chaque cultivar puis on a éetudié plusieurs
parametres physicochimiques, notamment le dosage des acides gras de ces
huiles par la chromatographie en phase gazeuse couplé au détecteur d’ionisation
de flame (CPG/FID). Enfin, deux tests ont été utilisés pour I’évaluation de
I’activité antioxydante des huiles végétales, ils s’agissent du test de piégeage du
radical DPPH?e et du test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP).



Etude bibliographique




1 CANNABIS SATIVA GENERALITES :

1.1 Histoire de la plante :

Cannabis sativa, est une plante connue et cultivée par I'homme depuis des

millénaires.

Les traces du Cannabis sativa remontent a plus de 6000 ans : un tissu
élaboré a partir de fibres de cette plante datant de cette époque a été découvert

dans une grotte en 1900 parmi des vestiges archéologiques. [1]

L’ origine exacte de cette plante semble difficile a préciser, mais la plupart
des scientifiques convenu que ce sont les zones situées pres de la mer
Caspienne, qui est régions correspondantes actuellement a I'ex-Union soviétique

a I'Asie centrale et aux territoires du Nord-Ouest de Chine. [1]

La migration du Cannabis sativa historiqguement suit celle de [Iétre
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Figure 1 : La zone de Cannabis sativa L. [3]



A la fin du lleme millénaire avant Jésus-Christ, les peuples de I'Europe de
I'Est et de I'Asie Centrale commencent a voyager. De la Mer Caspienne, ils se
déplacent tout d'abord vers I'Est en important le cannabis, pour arriver en Inde.
La plante y est rapidement utilisée pour ses propriétés psychodysleptiques a des
fins mystiques, comme en témoigne I'un des quatre livres saints de I'Inde, Veda.
Le cannabis y est décrit comme « la nourriture des Dieux », mais aussi deja « le
destructeur ». La tradition indienne lui attribue une origine divine : il serait issu

des poils du dos du dieu Vishnu. [1]

Figure 2 : Photo de Vishnu [8]

En Chine I'empereur Shen-Nung, fondateur de la meédecine chinoise, en
découvre les premiers intéréts thérapeutiques, en I'expérimentant comme toutes
les plantes de son herbier sur lui-méme. La date de sa propre Pharmacopée est
controversee certains auteurs l'estimant non pas au Illéme millénaire avant
Jésus-Christ.[1]
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Figure 3 : L'empereur et botaniste Shen Nong [9]

Le chanvre semble avoir eu dans la Chine Ancienne des propriétés
thérapeutiques sans méme étre administré : un livre de I'an 500 avant Jésus-
Christ expligue en effet que la plante devenue ligneuse était sculptée de facon a
mimer un serpent enroulé autour d'un baton, avec lequel un parent devait frapper

le lit du malade pour le guérir en chassant les mauvais esprits. [1]

Au fil des siecles, a I'usage médical se méle I'usage mystique en Chine : au
XVéme siecle avant Jésus-Christ I'herbe Ma du livre Rh-Ya identifiée comme
étant le cannabis constitue grace a ses effets psychotropes la base des rites

chamaniques.

De tout temps les Chinois ont également cultivé le chanvre pour ses fibres
utilisées pour fabriquer des filets de péche et des textiles destinés aux

populations les plus pauvres. [1]



A I'Ouest, vers I'Europe, on retrouve de nombreuses traces de cannabis
datant du Illeme millénaire avant Jésus-Christ, notamment des poteries décorées
d'un cordon de chanvre. Un bol ressemblant a un fourneau de pipe et contenant
des graines a également été découvert dans un lieu funéraire de Roumanie. [5]

Jusqu’a l'ere chreétienne, les invasions indo-européennes par des nomades
achéevent d'ancrer le chanvre en Europe, parmi eux les Scythes des guerriers
établis pres du Danube.

Le cannabis était pour eux non seulement un moyen de communication
avec l'au-dela, lors de cérémonies religieuses mais aussi sous forme d'un
breuvage absorbé avant les combats, un moyen de lutter contre leur peur et de
decupler leur courage. [6] Leurs nombreuses conquétes ont a contribué a la
diffusion du cannabis, notamment celle de la Thrace, la Grece et la Bulgarie,
région trés convoitée pour ses richesses naturelles.

Les Celtes, autre branche des Indo-européens installée en Gaule, ont
découvert le cannabis au cours de leurs multiples invasions les mettant au
contact de civilisations l'utilisant deja.

Les échanges entre les peuples sont également servis par les routes
commerciales, permettant ainsi a I'Afrique de découvrir le cannabis. Celui-ci
arrivant de I'Asie et de I'Europe, I'Egypte fut la premiere destination africaine.

Un papyrus écrit sous le regne d'’Aménophis ler [7], au XVleme siécle
avant Jésus-Christ, la présente comme une plante sacrée des pharaons, entrant
dans la composition de philtres magiques. Malgré la proximité des pays,
I'extension du cannabis sur le continent africain se fait tres lentement,
probablement, en partie, en raison de la culture d'autres plantes psychotropes
indigénes.



On retrouve des traces de Cannabis sativa datant du début du Xlleme
siecle de notre ere au Kenya et en Ethiopie et du XVeme siecle en Afrique du
Sud [1] ; remontant vers I'Ouest, la plante envahit le Zaire, le Congo et I'’Angola

dans la seconde moitié du XIXéme siecle.

Les autres pays d'Afrigue de I'Ouest n‘ont connu que tres récemment le
cannabis, vers 1945, lors du retour des soldats nigérians ayant combattu en Asie

aux cotés de la Grande-Bretagne pendant la 2-eme guerre mondiale.

A partir du XVeme siécle, le cannabis devient un enjeu économique tres
important ; I'engouement commercial pour la plante est la principale explication

de son entrée sur le territoire américain.

Les Europeéens, a cette époque, diversifient les usages de la plante : la tige
sert a fabriquer des cordages, des voiles de bateaux et des textiles, les graines
donnent une huile entrant dans la composition de savon, de peintures ou de
vernis. Le chanvre est également a ce moment-la la matiére premiere du papier :
la déclaration d'indépendance des Etats-Unis en 1776 fut d'ailleurs rédigée sur

du papier de chanvre.

Afin d'augmenter leur production et donc leurs bénéfices, ils exportent la
culture du cannabis sur les terres gu'ils ont conquises ; ainsi des le XVleme
siecle, les Espagnols commencent les plantations au Chili et au Pérou, les

Francais au Canada et les Britanniques en Jamaique au XVIléme siécle.

Des Caraibes, le cannabis se propageait jusqu’au Mexique ou les paysans

lui donnent le nom « marijuana ».

L'origine du terme donne lieu a divergence : il pourrait découler de

I'association de « Juan », désignation populaire d'un soldat mexicain, et de «



Maria », nom générique de la femme accompagnant le soldat ; la marijuana

serait la plante qui ferait oublier sa triste condition au soldat. [7]

Avant la guerre de Sécession, la production de cannabis occupe le second

rang de l'activité agricole du continent americain, apres le coton.

Cest dans la méme période que les botanistes, comme Karl Linné
s'intéresse a Cannabis sativa. Créez ensuite des noms de cannabis basés sur
differents types de classification du cannabis. Cannabis sativa fait réference a
une plante dérivee d'Europe et Cannabis indica fait référence a une plante
dérivée d'Inde [11].

Figure 4 : Karl VVon Line [14]
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Au XlIXeme siecle, Jacques Joseph Moreau de Tours, médecin, écrit un
ouvrage intitulé « Du haschich et de I’aliénation mentale », ou il voit dans
I’action du cannabis « un moyen puissant, d’exploration en matiere de
pathologie mentale » ; Moreau de Tours recommande rapidement I’usage du

cannabis comme traitement des troubles mentaux.

Ainsi que le medecin irlandais William Brooke a découvert l'utilisation du
cannabis grace aux méthodes indiennes. De ce fait, il a suscité un grand intérét
pour le cannabis utilise comme teinture. Grace a cette vision, Cannabis sativa
connaitrait un succes médical. Il est utilisé dans un grand nombre d'applications
. traiter la douleur, I'inflammation, les vomissements, les spasmes, I'épilepsie, la

toux, I'asthme, la migraine, la perte d'appetit ... [11].

Ces teintures, qui sont principalement utilisées pour la douleur sont
difficiles a normaliser. Par conséquent, l'utilisation orale est considérée comme
peu fiable. le cannabis a été progressivement remplacé par acide

acetylsalicylique. [11]

Au début du XXéme siécle, Aux Etats-Unis, lorsque le racisme faisait rage
dans I’'USA, le cannabis était associé aux travailleurs mexicains. Il y a de plus en
plus d'inquiétudes dans le monde concernant sa fonction mentale et les dangers

de son utilisation.

Ainsi commenca la « guerre » contre les drogues [8]. Aux Etats Unis, la
fiction sur le cannabis est créée par le Federal Bureau of Narcotics, ou le

cannabis est associé au crime, au suicide et a la folie [12].
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En 1932, le cannabis a été supprimé de la Pharmacopée britannique. En
1937, le Cannabis a restreint le marché américain du cannabis en prohibant toute

production, possession ou vente de cannabis.

Toujours dans la méme période (1950), le cannabis a été retiré de la

pharmacopée francaise. il n’est plus considéré comme un médicament. [12]

Et aprés, en 1961, Cannabis sativa ainsi que I’opium et la cocaine, ont été
répertoriées comme stupéfiants dangereux par les Nations Unies. Par

conséquent, il est interdit partout dans le monde. [12]

Sur le plan industriel, les fibres du cannabis ont été supplantées dans un
premier temps par le coton ou le lin puis par les textiles synthétiques offrant de

meilleures perspectives de rentabilité.

Figure 5 : Fibre de chanvre brute [15]

A la fin du 20-éme siecle, les propriétés curatives du Cannabis sativa ont

commencé a étre oubliées, la recherche progresse a nouveau. D'une part, il s'agit
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de découvertes accidentelles redécouvertes du fait de l'usage récréatif du
cannabis par les patients, et d'autre part, il s'agit de decouvertes liées a des
recherches scientifiques menées dans certains pays. On peut citer le cas de
James Burton, un vétéran de la guerre du Vietnam, qui souffrait d'un glaucome
héréditaire. Grace au cannabis qu'il a utilise pour oublier la violence de la
guerre, il a pu garder la vue. De méme, le professeur Lester Grinspoon de
I'Université Harvard a observé I'effet stimulant de la marijuana sur l'appétit de
son fils, et son fils souffrait de nausées séveres dues a la chimiothérapie. [13] Le
professeur Raphaél Mechoulam a découvert en 1964 le principal composant du
cannabis qui provoque les effets psychoactifs : THC. Il a isolé également un

composant non psychoactif (cannabidiol). " [12]

Dans les années 1990, les récepteurs cannabinoides CB1 et CB2 et les
endocannabinoides, en particulier les analogues endogenes du THC
I'anandamide ont ensuite été découverts. Et le systeme endocannabinoide a été
clarifie. La recherche sur ses effets sur notre corps montre que parce que les
récepteurs sont repartis dans de nombreux organes (cerveau, amygdales,
utérus...) et de nombreux systemes (contr6le des mouvements, régulation de la

douleur, controle émotionnel, régulation du sommeil...) [12].

Le 21eme siecle. Face aux progres des recherches, de nombreux pays
s'eloignent de la suppression du Cannabis sativa mise en ceuvre au 20e siecle.
Par exemple, les Pays-Bas, le Canada, I’'Uruguay et les Etats-Unis. Dans ces
pays, le statut du cannabis a évolué entre légalisation totale, dépénalisation et
méme traitement autorisé. Le Maroc est encore aujourd'hui l'un des pays stricts.
Cependant, face aux avancees scientifiques et a I'avénement des médicaments a

base de cannabis, le pays devra passer a l'action. En se débarrassant de la
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répression, le cannabis doit faire ses preuves. En fait, 1l y a un manque d'études
cliniqgues qui définissent les indications, la posologie et le mode

d'administration.

Enfin, Cannabis sativa est une plante largement répandue dans le monde

principalement utilisé pour les loisirs en raison de ses effets psychoactifs.

Figure 6 : Cannabis shop au Pays-Bas [16]
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1.2 Botanique :

1.2.1 La classification :
Cannabis sativa peut étre classée sous APG IV 2016 comme suit : [17]
- Embranchement : Spermatophytes.
- Sous-embranchement : Angiospermes.
- Classe : Dicotylédones.
- Clade : Superosidées.
- Classe : Rosidées.
- Sous-classe : Fabidées ou Eurosidées I.
- Ordre : Rosales.
- Familles : Cannabacées.
Et La famille des Cannabacées comporte 2 genres : le genre
Cannabis et le genre Humulus. [11] [18].

Et enfin pour la classification botanique classique se décline comme
suit : [17]

- Embranchement : Phanérogames.

- Sous-embranchement : Angiospermes.
- Classe : Dicotylédones.

- Ordre : Urticaceées.

- Famille : Cannabinacées.

- Genre : Cannabis.
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Cannabis Sativa (Male) botanical illustration vector EPS1o

Figure 7 : lllustration de Cannabis sativa [20]
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La premiere description botanique précise du cannabis est due au premier

botaniste grec Théophraste au début du I'Veme siécle avant Jésus-Christ [1].

Théophraste la rattacha a la classe des Dicotylédones, a l'ordre des
Urticales, a la famille des cannabinacees et au genre Cannabis. Aujourd‘hui une
seule espece de ce genre est reconnue Cannabis sativa mais il en existe de tres
nombreuses variétés a travers le monde on peut en effet rencontrer des plants de
cannabis dont l'aspect est tres éloigné des caractéristiques présentées ci-dessous

et qui correspondent a la plante telle qu'elle est typiquement décrite [8].

Le chanvre est une plante herbacée annuelle qui peut parfois étre vivace
développant alors une tige ligneuse épaisse. Sa taille est variable selon la variété

et son environnement de 0,6 metre jusqu'a 3 metres de haut.

Sa tige est dressée droite cannelée et éventuellement ramifiee portant a son

extrémité inférieure une racine ligneuse pivotante.

Sur cette tige deux types de feuilles d'un vert plus ou moins foncé sont

fixés par un pétiole de quelques centimetres :

A sa partie supérieure, elles sont alternes et simples ou rarement divisées en
plus de trois segments, a ses parties inférieure et mediane, elles sont opposees et
leur aspect est caractéristique : Palmatisequées, elles présentent cing a neuf
segments elliptiques a bords dentés. Le cannabis est en général une plante
dioique : Les fleurs males et les fleurs femelles sont portées par des pieds
différents. On peut toutefois trouver quelques variétés monoiques. Les pieds
maéles sont assez gréles ; ils portent des fleurs disposées en panicules. Cing

sepales verts forment le périanthe de ces fleurs méles ; elles comprennent cing
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étamines terminées par de longues antheres libérant un pollen blanc-jaune tres
fin et léger. Les pieds femelles plus hauts et plus compacts portent des fleurs tres
petites entremélées de bractées. Elles sont entourées d'un calice renfermant un
ovaire a 2 carpelles. Le pistil se termine par deux stigmates fins et velus portant
un seul ovule. Aprés pollinisation la fécondation aboutit chez la fleur femelle a
la production d'un akéne rond a ovale, dur et lisse grisatre et luisant orné de
marbrures. Son diameétre n'‘excede pas cing millimetres [8]. En moyenne il est de
2 millimétres. [8] Il renferme un embryon a deux cotylédons. [8] Le male lui
meurt apres la floraison. Toutes les parties de la plante sont recouvertes de poils
glandulaires ou pas ; seuls les poils glandulaires secrétent la résine de cannabis.
Ils sont plus nombreux sur les pieds femelles, notamment sur ses feuilles et ses
sommités fleuries. [2] La sécrétion de la résine est maximale entre la période de

floraison et la maturité compléte des graines [2].

La résine est produite naturellement par la plante d'une part contre la
dessiccation d'autre part la forte odeur caractéristique qu'elle dégage la defend

contre les animaux herbivores.
1.2.2 Les variétés :

On distingue aujourd‘hui 4 variétés (qui ne sont que des formes

adaptatives pour certains auteurs) :

» Cannabis sativa var. sativa, ou chanvre cultivé. Sa taille peut atteindre 3
m, ses folioles sont fines, ses tiges souples et creuses. Elle est originaire d’Asie
mais les avis divergent sur sa provenance exacte : plaines de I'Asie centrale ou
bassin du Fleuve jaune en Chine ou encore contreforts indiens de I'Himalaya.
Les conquétes et les migrations humaines de I'Est vers I'Ouest lI'ont ensuite
répandu sur tous les continents. Le chanvre est en effet une plante rudérale qui
accompagne I'hnomme et colonise facilement les habitats anthropisés. Cette

18



varieté produit de la résine et des fibres. Elle peut a la fois avoir des propriétés
psychotropes et des applications industrielles. La résine peut contenir des taux
élevés de tetrahydrocannabinol. La production ou non de fibres est conditionnee
par les conditions environnementales et culturales ainsi que par la génetique
(races, cultivars...). Aujourd’hui, des cultivars pauvres en THC (<0,3%)
destinés a la production de fibres, de cellulose ou de tout autre matiere a usage
industriel, ont été mis au point a I’aide sélection génétique. [21]

e Cannabis sativa var. indica, ou chanvre indien. Cette variéeté est
originaire de I'Himalaya. Sa taille est moins grande (< 3m), ses folioles plus
larges, sa floraison plus précoce que le chanvre cultivé. Elle est réputée pour ses
proprietés psychotropes mais peut donner des fibres acceptables. La plante
produit, selon les conditions climatiques, plus ou moins de THC. Selon certains
avis d'usagers, le chanvre indien aurait, de plus, des propriétés narcotiques mais
provoquerait moins de maux de téte que le chanvre cultive. [21]

» Cannabis sativa var. spontanea, ou chanvre sauvage. De petite taille et
de floraison précoce, cette variété s'est répandue de I'Europe de I'Est a la Chine
en passant par la Russie, la Sibérie et la Mongolie. Elle ne développe que de tres
faibles effets psychotropes. [21]

 Cannabis sativa var. kafiristanica ou chanvre afghan. Ce chanvre afghan
est essentiellement cultive dans les montagnes du Pakistan et de I'Afghanistan. Il
ne dépasse jamais 1,5m, résultat de son adaptation a l'altitude. Il posséde des
teneurs élevees en THC et est totalement impropre en raison de sa petite taille a
la production de fibres. [21]
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1.2.3 les caractéristiques des souches cultivées au Maroc :

La variété rencontrée aujourd’hui dans les montagnes du Nord du Maroc
(provinces d'Al-Hoceima, de Chefchaouen, de Tétouan, de Taounate, de
Larache) est Cannabis sativa var. indica cultivée exclusivement pour la
production de résine et de produits stupéfiants. Les plantations se faisaient sur
des sols forestiers, riches en humus et autour de points d'eau, cette culture
exigeant des substrats riches et si possible un minimum d'irrigation, afin de
pouvoir obtenir de meilleurs rendements. Depuis une vingtaine d'années l'usage
intensif d'engrais azotés, le développement de l'irrigation et I'introduction par les
trafiquants de nouveaux cultivars, la présence d'humus et d'eau proximale n'étant
plus un facteur limitant de la plantation. L'introduction des engrais et de ces
nouveaux cultivars comme réponse au plan de cadastration du domaine forestier
a donc soulage la pression supportée par la forét rifaine car la cannabiculture a
pu a partir des années 1990 se pratiqguer méme sur des sols moins riches et sur

des parcelles ne se trouvant pas a proximité immédiate de points d'eau. [21]

Aujourd'hui, Cannabis sativa a resine est cultivé au Maroc selon la
technique dite de la "sinsemilla” (sans graine en langue espagnol) qui consiste a
arracher les plants males afin que les pieds femelles ne soient pas fécondés et
puissent atteindre leur potentiel maximum. Le cycle vegétatif de la variété
marocaine ne dépasse jamais les 6 mois. Quand les cultures se font en Bour la
varieté "beldiya" en cas de néecessité pouvant se contenter de l'eau des pluies
elles s'échelonnent de début février a fin avril avec une récolte commencant des
la fin de mai. La culture en irrigué peut quant a elle supporter un allongement
d'environ un mois. Au Maroc, les cultures du cannabis occupent une surface

totale estimée en 2009 a 50.000 hectares environ (OICS, 2011) en tres net recul
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depuis quelques années apres avoir atteint en 2003 le chiffre record de 125.000
ha. Le chanvre a fibre était aussi cultivé jusque dans les années 1960 dans les
régions de Meknes, Fes, Séfrou, Ait Ourir, Essaouira. Ces plantations ont

aujourd'hui disparues. [21]

Selon les agriculteurs marocains :

"Beldiya" :

- Elle est moins exigeante en H.O

- Sa téte se voit de loin

- Préparer la terre en mi-février et semer en mois 3
- Une odeur tres forte de miel

- Avec un arome de menthe [29]

L AVAY -‘Zi‘i T—
Figure 8 : Fleurs riches en résine de la souche Beldiya [22]
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"Khardala" :

- Ses feuilles plus fines

- une hauteur trés variée en fonction du facteur d’irrigation
- son go(t de la résine trop prononcé (moutarde)

- la plante est dense et trapue

- sa téte ne se voit pas du loin

- elle est plus exigeante en HO

- elle est exigeante en plus d’entretien (sol riche)

- Semer le mois 4 et 5

- taux de THC élevé [29]

Figure 9 : Feuilles fines de la souche Khardala [23]
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"Critical” :

- ses feuilles plus étroites de belle couleur verte.
- ¢’est une plante plus fine.

- sa hauteur peut attendre jusqu'a 2,5m.

- Une structure plus ouverte : qui facilitera la pénétration de la lumiére jusqu'a la derniére

branche de la plante.

- Une grande production de tétes, avec des exemplaires trop volumineux et dures comme des

pierres (se recouvrir d’une importante couche de résine). [29]

Figure 10 : Téte dure de la souche Critical [24]
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1.3 Usages alimentaires au Maroc :

A Tétouan et Fés, la graine oléagineuse (chénevis) est donnée aux oiseaux

qui l'appreécient beaucoup. [21]

Mais elle a servi aussi en melange avec diverses ceréales a faire du pain
lors des disettes comme le rapporte dailleurs le médecin andalou du XI-XI1°
siecle IBN ZOHR. La graine du chanvre textile ne contient qu'une teneur
insignifiante en THC ; elle a un petit godt de noisette mais on ‘utilisait peu car

son écalage était difficile. [21]

L'huile non psychotrope qu'on en extrait a servi autrefois a l'alimentation

dans les campagnes pauvres et sans oliviers mais surtout a I'éclairage. [21]
1.4 Usages meédicinaux au Maroc :

Au Maroc, on utilisait beaucoup autrefois le Kkif et la hasisa comme sédatif
dans les grandes douleurs. A Tétouan et dans le Rif, il passe toujours pour étre
calmant ingéré sous forme de ma'jun ou fumé sous forme de kif Cannabis sativa
était aussi tres utilise par les chirurgiens comme anesthésique et sédatif
administrés avant les opérations d’amputations extractions de projectiles

mélangé souvent a la jusquiame et a la mandragore. [21]

A Tétouan, un Fqih qui prescrivait la macération des feuilles contre les
pellicules capillaires. A Taourirt, le hachis des feuilles fraiches, appliqué sur les
cheveux (avec massage) les fortifie et les embellit, une indication qu'on trouve
déja dans le traité d'IBN AL-BAYTAR. [21]
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2. LA COMPOSITION CHIMIQUE DE LA PLANTE:

La plante contient plus de 450 composes chimiques, dont environ 60

cannabinoides déférents.

Elle contient également des huiles essentielles contenant des terpénoides
(Mycenes, limonenes, p-cymene, pinenes, o-terpinéol, bornéol, eugénol, ..),
ainsi des flavonoides, des glucides, des acides gras (surtout linolénique), des sels
minéraux, la cellulose et des composés azotés (des amines, NH4+, des alcaloides
et spermidine...). L'odeur de la plante est due a la présence d'huiles essentielles
riches en terpenes, I'un d'eux est particulierement intéressant : I'époxyde de

caryophyllene.

Les composants les plus intéressantes sont les cannabinoides. Ils sont
liquides, instables, gras, visqueux, insoluble dans l'eau, mais soluble dans
I'alcool et les lipides. Face a tant de molécules, on va appris que le Cannabis
sativa est un tres complexes aux actions pharmacologiques diverses et aux

applications médicales. [26]
2.1 Les cannabinoides :

La partie drogue du Cannabis sativa est une résine 5 a 20% dans les
sommités fleuries. Cette plante contient des composés phénoliques non azotés

qui sont des dérives du benzopyranne.
Les cannabinoides plus importants :
e Le cannabinol (CBN), a une faible activité psychotrope.
e Le cannabidiol (CBD), un composé bi phénolique non psychoactif.

e L'acide cannabidioliqgue (CBDA) non psychoactif.
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e Le tétrahydrocannabinol (THC), sous la forme de trois isomeres
naturels dont I’isomere trans-delta 9-THC le plus courant et le cis-
delta9-THC sont les principaux responsables de I’activité, suivis par

trans-delta8-THC (le plus stable) un peu moins actif que les derniers.

e L'acide tétrahydrocannabinol que, inactif mais se transformant dans

la fumée en THC actif.

e D'autres cannabinoides (52 au total) ont été isolés, mais leur

Importance est trés secondaire.

Par sélection et croisement, on peut obtenir des populations de Cannabis
sativa particulierement riches en THC ou au contraire pauvres en ce métabolite

selon le but visé.

e La plante entiere en croissance a I'état frais contient en moyenne
0,5%.

e La plante entiére en croissance séchée : en moyenne 21%.

e La sommité florifere séchées de plants (males et femelles) parvenus

a maturité : 1,8 a 4,1%.

Le THC se concentre essentiellement dans les parties florales de la plante ;
contrairement a l'idée recue les sommités floriferes et les feuilles des plants
males contiennent des taux de delta 9-THC portant légerement inférieurs a ceux

des pieds femelles, mais qui restent néanmoins importants.
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Cette différence s'explique par le fait que le cycle vegétatif des plants males
est plus long que celui des plants femelles de la méme espece : la période de
pleine maturité des premiers est donc plus tardive. Toutes les études montrent
que la teneur de THC décroit dans l'ordre suivant : bractées florales fleurs,

feuilles, tiges, racines et fruits.

En moyenne, les sommités floriféres contiennent 2 a 3 fois plus de
substance active que les feuilles. Mais c¢a varie beaucoup en fonction des

facteurs climatiques et la culture. [25]

ROle des cannabinoides pour la plante et impact sur leur

concentration :

Les cannabinoides sont des molécules de défenses contre les agressions
pour la plante. Certes des différences liées a la nature de la variéte, leur
concentration est soumise a des variations en fonction des conditions de culture,
I’lhumidite, la température, les radiations ou la richesse du sol en nutriments. Et
en raison de leur nature lipophile, les cannabinoides peuvent agir comme une
barriere conte la perte d'eau chez les plantes. Par conséquent, des conditions de
culture avec une faible humidité, la secheresse et la chaleur peuvent entrainer
des niveaux élevés de cannabinoides. Les cannabinoides joueront également un
role dans d'autres changements environnementaux : la présence de champignons,
de bactéries, d'insectes et méme d’autres plantes. En fait, les cannabinoides en
synergie avec les terpenes peuvent se défendre contre les organismes nuisibles et

ont également des propriétés antifongiques et antibiotiques [13].
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Tableau | : Structure des Cannabinoides les plus connus de Cannabis sativa [28]

Cannabigérol (CBG)

A8-tétrahydrocannabinol (A8-THC)

OH HsC CH, OH
2
(€
| O
H CHs
Cannabichromeéne (CBC) Cannabicyclol (CBL)
= HiC CHs OH
| @)
HO CH;

Cannabidiol (CBD)

Cannabinol (CBN)

OH
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2.2 Les terpénes :

On trouve dans les sommités fleuries (0.05 a 0.1%) d'une huile essentielle

(qui contient du limonene et du caryophylléne).

Plus d'une centaine de terpenes ont éte identifies dans le Cannabis sativa,
ce qui en fait le plus grand groupe moléculaire de cette espece. Se compose de
différentes familles selon leur structure de base a 5 atomes de carbones (iso
terpenes) principalement les monoterpenes avec 10 atomes de carbones, ainsi
que des sesquiterpenes avec 15 atomes de carbones et des triterpenes 30 atomes
de carbones. (Tableau II) [27]

Tableau 11 : Exemples de terpénes contenus dans Cannabis sativa [29]

Terpeénes Structure
Béta-myrcene W
OH
D-linalool |
|
Ph}’u}l /'JI" *x,/'“n/l\/"“‘n/’l\/"ﬁ“‘*v"’]'*‘“/"“" OH
HLC
Alpha-pinene H3C
CHj

CHy CHgy
Beta-caryophyllene 2
H

HaC, M ~CHg
" . H;;Cﬁ — D
Caryophyllene oxide ._
v

D-limonene
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En vue de leur volatilité, ces molécules de terpénes donnent au Cannabis
sativa son odeur et sa saveur uniques. lls se trouvent principalement au niveau

les fleurs et les feuilles.

Ces molécules agissent comme répulsifs pour les insectes, ainsi que pour

les animaux herbivores et limitent la croissance des autres plantes.

En fait, elles sont comme les cannabinoides, des molécules de défense
utilisées pour éloigner de nombreux herbivores. Ils sont présents en quantités
variables et sont plus abondants dans les plantes lorsqu'elles sont stressées

(comme exposeées aux rayons d’ultraviolet) [13].
2.3 Les flavonoides :

Les feuilles contiennent des flavonoides : vitexine et orientine.[25]

Figure 11 : La structure chimique de la vitexine [30]
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Figure 12 : La structure chimique de la orientine [31]

2.4 Les autres métabolites secondaires :

En plus, on trouve dans les sommités fleuries de la trigonelline, un
glucoside coumarinique, des traces d'alcaloides (dont la cannabisativine), une
choline. [25]

Figure 13 : La structure de la cannabisativine [32]
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3. L’huile végétale :
3.1 Les généralités sur les huiles végetales :
DEFINITION :

En géneral, les huiles sont insolubles dans I'eau produites par les plantes
plus précisément la matiére dure et ligneuse de certaines graines, noix, ceréales
et fruits de plusieurs plantes. Les graines oléagineuses sont encapsulées dans des
alveoles sous forme de gouttelettes. [33] Pour citer quelques exemples d'huiles

végetales, nous avons : coco, soja, olive, colza... [33]

Dans la monographie « huiles grasses veégétales », la pharmacopée

donne 3 définitions :

Huile Vierge : Huile extraite de matieres premieres de haute qualité
notamment par des moyens mecaniques tels que : pressage a froid et une
décantation, une filtration et/ou une centrifugation peuvent étre effectuées afin

de lever les impuretés. [34]

Huile Raffinée : Huile obtenue par pression et/ou extraction solvant, suivi
d'un raffinage alcalin, suivi d'une décoloration et désodorisation ou raffinage
physique. Cette huile passe par une série d'étapes son but est d'éliminer les

composeés indesirables, c'est-a-dire les impuretés. [34]

Note : Seules les huiles obtenues par raffinage au moyen d’acide
phosphorique ou raffinage alcalin sont utilisées dans la préparation de formes

pharmaceutiques administrées par la voie parentérale.
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Huiles hydrogénées : Huiles obtenues par pression et/ou extraction par
solvant, puis raffinage alcalin ou raffinage physique, puis elle peut se décolorer,

puis sécher, hydrogéner, puis encore décoloration et désodorisation. [34]
3.2 La composition des graines de cannabis :

Elles se composent de 30% d'une huile demi-siccative constituée surtout
d'acide linoleique et d'acide linolénique, 25% de protides dont une globuline,
I’édestine, 30% de glucides, du carotene, du potassium, du magnésium, du
soufre, du calcium, du fer et du zinc ainsi que les vitamines E, C, B1, B2, B3 et
B6. Enfin, selon les races elles ne contiennent pas de cannabinoides ou

seulement des traces (dans leurs écorces). [21]
3.3 L’ huile végétale du cannabis :

L'huile de graines de chanvre est une huile végétale fabriquée a partir des
graines de la plante de cannabis (premiere pression a froid). Ces graines ne
contiennent pas de cannabinoides tels que le CBD ou le THC, HHC, CBG,
CBC, CBN ou tout autre cannabinoide mais contiennent d'autres substances
utiles telles que des acides gras omega 3, oméga 6, des vitamines et des

minéraux. [35]

L’huile des graines de Cannabis sativa L. est connue pour ses utilisations a
des fins alimentaires, mais la variété de cannabis concernée par cette application
est surtout celle de type fibre qui renferme un tres faible taux en principe
psychoactif A-9-THC. [35]

3.3.1 la composition chimique :

Composition en acides gras

Acide palmitique 5a12 %
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Acide palmitoléique <1 %
Acide stéarique 1 a4 %
Acide oléique 10 a 16 %
Acide linoléique 45 a 65 %
Acide a-linolénique 14 a 30 %
Acide arachidique <2 %
Acide eicosénoique <1 %

Note : Mais ¢a reste variable en fonction du cultivar et les conditions de
culture. [36]

Composition en stérols :

L’huile de graines de cannabis se caractérise par la prédominance de 4

stérols : stigmasterol, A-5-avenastérol, campe stérol et B-sitosterol.

Les autres stérols de cette huile sont : A-5,25-stigmastadienol, clerostérol,

A-T-campestérol, A-7-avenastérol et A-7-stigmastérol. [37]

Composition en tocophérols :

L huile de graines de cannabis contient 4 isomeéres de tocopherols a, B,
vy et d. [37]
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Figure 14 : Structures des quatre isomeres de tocophérols [38]

3.3.2 Les caractéristiques :

Huile végétale de Cannabis sativa posséde des propriétés a la fois en
cosmetique et en diététique. Cette double utilisation s'explique par sa richesse en
acides gras essentiels oméga, ainsi en antioxydants et vitamines A, B1, B2, B6,
C, D et le taux du principe psychoactif du cannabis A-9-THC dans l'huile reste

faible. C’est un trésor pour la peau, les cheveux et la santé en genéral. [41]
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Caractéristigues organoleptiqgues

Couleur : Jaune a vert foncé.
Aspect : Liquide, fluide et limpide.
Toucher : Sec.

Odeur : Caractéristique, rappelant le gazon.

Godt : Rappelant la noix, herbacé.[36]

Figure 15 : I’huile de chanvre [40]
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Caractéristigues cosmétiques

Type de cheveux : Secs, cassants.

Type de peau : Seche, sensible, irritée, et en générale tous types de

peaux.[39]

Caractéristigues pour la formulation

Insaponifiable et principes actifs : Vitamine E, tocophérols et

phytostérols.
Indice de comédogeénicite : 0.
Indice de saponification moyen : 192,
Stabilité a I'oxydation : Sensible a I'oxydation.

Stabilité aux hautes températures : Sensible. [36]
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La partie pratique
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1. INTRODUCTION :
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L’objectif de ce travail consiste a étudier les huiles issues de trois cultivars
de Cannabis sativa du Maroc (“beldiya”, "khardala", “cricital) sur le plan
phytochimique et pharmacologique. Concernant la réalisation de ce travail, on a
commence par I’extraction des huiles végétales a partir des graines oléagineuses
et la détermination de rendement pour chaque cultivar puis on a étudié plusieurs
parametres physicochimiques, notamment le dosage des acides gras de ces
huiles par la chromatographie en phase gazeuse couplé au détecteur d’ionisation
de flame (CPG/ FID).

Enfin, deux tests ont été utilisés pour I’évaluation de I’activité antioxydante
des huiles vegétales, ils s’agissent du test de piégeage du radical DPPHe et du

test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP).
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2 MATERIELS ET METHODES

41



2.1 ORIGINE GEOGRAPHIQUE :

Nous avons étudié au laboratoire de pharmacognosie de la faculté de

médecine et de pharmacie de Rabat 3 souches de fruits de Cannabis sativa

prélevées a partir de 2 régions du nord du Maroc a I’aide des agriculteurs de la

région.
Tableau Il : Informations sur les trois souches des fruits de Cannabis sativa var. indica
La souche Code de la Nom _ Région Climat
souche vernaculaire
Bab berred Froid en Hiver
Critical (région du Rif Chaud en
Souche 1 1 marocain) printemps et
I’été
Bab barred Froid en Hiver
Beldiya (region du Rif Chaud en
Source 2 c2 marocain) printemps et
I’été
Sed kharroub
(Région de
Souche 3 C3 Khardala Larache) Chaud
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2.2 IDENTIFICATION BOTANIQUE :

On a procédé a la comparaison de nos fruits avec les photos qui sont
présentes dans la Pharmacopée marocaine traditionnelle car il n’existe pas une

clé d’identification des fruits de Cannabis sativa.

Figure 16 : Cannabis sativa var. indica (fruits de la souche Beldiya, la plus petite) [21]
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Gavit

Figure 18 : Différence de taille entre les fruits des trois souches étudiées [29]
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2.3 PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL :

On a broyé les échantillons a I’aide du le malaxeur de laboratoire apres
dessiccation a I’étuve pendant 18 heures, les poudres ont été collectées et

stockées dans le réfrigérateur pour toute potentielle utilisation ultérieure.

Figure 19 : Echantillons des poudres fruits des 3 souches
de Cannabis sativa broyés C1, C2 et C3
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2.4 EXTRACTION DE L’'HUILE VEGETALE :

L’extraction des huiles végétales s’est effectuée par la technique du
Soxhlet, chaque poudre des trois souches a éte traitée séparément selon le méme
procédé :

On a ajouté une quantité de 20g de poudre dans la cartouche adaptée puis

on a passé a I’extraction par n-hexane avec un rapport de 1 :10 et pendant 5

heures jusqu’a épuisement total des échantillons.

Figure 20 : Extraction de I'huile fixe par Soxhlet
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Calcule du Rendement :

Le rendement d’extraction est calculé suivant la formule ci-dessous :

R (%) = (M/ MO) x 100

AVecC :
R : Rendement d’extraction.
M : Masse du volume d’huile recueillie.

MO : Masse de I’échantillon.

2.5 DETERMINATION DES CARACTERISTIQUES PHYSICO-
CHIMIQUES :

La caracterisation d’une huile végétale se fait afin d’évaluer sa qualité
globale, ceci se fait a travers plusieurs parametres physico-chimiques comme la

Densité relative, I’indice de réfraction, I’indice d’acide, I’indice de peroxyde ...
2.5.1 Caractéristiques organoleptiques :

Les caracteres organoleptiques (aspect, couleur, odeur) sont des indicateurs
qui permettent d’évaluer initialement la qualit¢ d’une huile végeétale, mais
comme ces propriétés ne donnent que des informations trés subjectifs, donc il
est nécessaire de faire appel a d’autres techniques de caractérisations plus

précises.
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2.5.2 Mesures des grandeurs physiques :
2.5.2.1 Densité relative :

Définition : C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’huile a
20°C a la masse d’un volume égal d’eau distillée a la méme température (Lion
P.H, 1955).

A I’aide d’une balance analytique de précision 101, (Fig.21), on effectue
des pesées successives de volume égal d’huile et d’eau a la température de 20
°C. [46]

Figure 21 : Balance de précision (Laboratoire de Chimie analytique FMPR)
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2.5.2.2 Indice de réfraction :

L’indice de réfraction d’une huile végétale est le rapport entre le sinus
d’angle d’incidence et le sinus de d’angle de réfraction d’un rayon lumineux de
longueur d’onde déterminée passant de I’air dans [I’huile maintenue a
température constante [46]. La mesure de I’indice de réfraction de ces huiles été
effectuée dans une température de 25 degrés a I’aide d’un réfractometre
électronique (Fig.22), apres avoir essuyé la surface avec un chiffon doux, puis

avec d’ouate mouillé par quelques gouttes d’hexane.

1 : Source lumineuse

2 : prisme réefractam atrigque

3 :prisme d'éclairaze mobile

Figure 22 : Réfractomeétre électronique ABBE REFRACTOMETER
(Laboratoire de Chimie thérapeutique FMPR)

49



2.5.3 Mesure des grandeurs chimiques :
2.5.3.1 Potentiel hydrogene :

Le PH est un parameétre qui mesure l'activité chimique des ions hydrogenes

H* en solution.

Cette mesure décrit l'acidité ionique de I’huile végétale a analyser, il
consiste a introduire I'électrode du pH-meétre dans I’HV aprés le réglage de la

température d'étalonnage.

La lecture se fait directement sur I’écran du pH-metre (Figure23).

Figure 23 : pH — métre (Laboratoire de Chimie analytique FMPR)
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2.5.3.2 Indice d’acide :

Définition : L’indice d’acide est le nombre de mg KOH nécessaires pour la
neutralisation des acides libres contenus dans un gramme de corps gras (Lion P
H, 1955). L'acidité libre est un facteur important permettant d’évaluer la qualité
des huiles ainsi, elle est largement utilisée comme critéere d’évaluation de
I'altération de I'huile par hydrolyse, Il est exprimé en pourcentage (%). (Selon
ISO 660) [48]

Dans les huiles végetales, les acides gras naturels sont essentiellement
présents sous forme de Triglycérides (98 a 99%). L'hydrolyse de ces derniers
libére les acides gras et leur dosage permet donc d'illustrer I'état d'avancement
de la déegradation de I'huile [48].

Principe et Mode opératoire

L’indice d’acide est le nombre de mg de KOH éthanolique nécessaire a la
neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’Huiles végétales [48]. 5 ml
d’éthanol et quelgques gouttes de phénophtaléine sont ajoutés a 1 g d’HV. Nous
titrons ensuite le mélange avec la solution de KOH éthanolique (0,1 N), jusqu’au
virage de la couleur de la solution (Couleur rose-violette). En parallele on a

effectué un essai a blanc.

La valeur de I’indice d’acide est déterminée par la formule suivante :
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IA=VxXxNx56.11/P

Avec :
V : Volume en ml KOH utilise.
P : Masse d’HV exprimé en g.

56,11 : Masse molaire, exprimée en g/mole, KOH.

N : Normalité de la solution de KOH (0,1N)
2.5.3.3 Indice de peroxyde :

En présence de O, atmosphérique, les acides gras insaturés constitutifs des
glycérides, fixent de I’oxygeéne sur la liaison éthylénique, c’est le phénomene
d’auto-oxydation. Ce qui conduit dans un premier temps a la formation de
peroxydes ou hydro peroxydes.[58] Et donc, c’est une mesure de la quantité
d'oxygene chimiquement lié a une huile sous forme de peroxydes, en particulier
d'hydro-peroxydes [49].

Principe et mode opératoire

L’indice de peroxyde est le nombre de microgramme d’O, actif présent
dans 1g d’HV. Le principe repose sur le traitement d’une prise d’essai (1 g
d’HV) en solution dans un mélange d’acide acétique glacial (20 ml) et de
chloroforme (1 ml), par une solution d’iodure de potassium (KI).

On titre par la suite le mélange par la solution de thiosulfate de sodium
(Na2S203) a 0,01 N et on utilise I’'amidon comme indicateur coloré. Le titrage
est poursuivi jusqu'a la décoloration totale du mélange et on note le volume de
Na2S203 consommé. En parallele on a effectué un essai a blanc dans les
mémes conditions. L’indice de peroxyde est calculé selon la formule suivante
[49].
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L’indice de peroxyde est donné par la relation suivante :

(¥, —V;)x N x1000

m

IP

V1 : Le volume de thiosulfate de sodium nécessaire pour I’essai a blanc en
(ml).
V2 : Le volume de thiosulfate de sodium nécessaire pour la détermination

en (ml).
N : La normalité de solution de thiosulfate de sodium utilisée.
m : La masse da la prise d’essai en gramme.
L’indice de peroxyde est exprimé en méqg d’O2/kg d’huile.[49]
2.5.3.4 Indice de saponification :

Définition : L’indice de saponification est le nombre de mg de KOH

nécessaire pour saponifier 1 g de matiere grasse.[55]
Principe

Une prise d'essai est soumise a une ébullition a reflux avec une solution de
KOH puis titree par HCL en présence dun indicateur coloré la

phenolphtaléine.[55]
Mode opératoire
e Mettre 2 mg d’huile dans un Erlenmeyer a fond plat.
e Ajouter 25 ml de potasse alcoolique (0.5 N), et porter a ébullition.

e |l est conseillé d’ajouter dans I’Erlenmeyer un régulateur d’ébullition

(pierre ponce ou billes de verre...).
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e Maintenir I’ébullition pendant une heure en agitant de temps en temps.

e Titrer I’exces d’alcalinité dans la solution savonneuse chaude avec de

I’acide chlorhydrique (0.5 N) en présence de phénolphtaléine.

e Faire un essai a blanc dans les mémes conditions pour titrer la liqueur

alcoolique de potasse.[55]
Expression des resultats
L’indice de saponification est calculé par la formule suivante :
Is=((V1-V2)xNx56,11)/P
N : Normalité de KOH (0,5).
P : La masse en g de la prise d’essai.

V1 : Le nombre de millilitres d’acide chlorhydrique utilisé dans I’essai a

blanc.

V2 : Le nombre de millilitres d’acide chlorhydrique utilisé dans I’essai
avec I’huile.[55]

2.5.3.5 Indice d’iode :

Définition : Il mesure le degré d’instauration d’une matiere grasse en
déterminant le nombre de grammes d’iode se fixant sur les doubles liaisons
présentes dans 100 grammes de matiére grasse. Les matieres grasses animales
tres saturées ont des indices d’iode de I’ordre de 45 et dans les huiles végetales
cette valeur atteint 150 (Lion P.H, 1955).[56]
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Principe

On additionne a une prise d’essai d’une solution du chloroforme dans un

mélange formé d’acide acetique et de tétrachlorure de carbone. Apres un temps

donné de la réaction de réduction de I’excés de mono chlorure d’iode par

addition d’une solution d’iodure de potassium et d’eau, titrer avec une solution
de Na;S;0; (0,1N).[56]

Mode opératoire

Introduire la prise d’essai (0.13 g d’huile) dans une fiole de 500

millilitres.
Ajouter 20 ml de solvant pour dissoudre I’huile.
Ajouter 25 ml du reactif de Wijs.

Agiter le contenu et placer la fiole dans un endroit sombre pendant 1

heure.

Préparer un essai a blanc avec le solvant et le réactif mais sans huile

testeée.

Une fois ce temps est écoulé, on ajoute 20 millilitres de la solution

d’iodure de potassium et 150 millilitres d’eau dans chaque fiole.[57]
Titrer avec la solution thiosulfate de sodium 0.1 N en présence
d’empois d’amidon jusqu'a ce que la couleur jaune due a I’iode ait
totalement disparu.

Ajouter quelques gouttes de la solution d’amidon et poursuivre le

titrage jusqu’au moment ou la couleur bleue disparait apres avoir agite

le contenu.[57]
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Expression des résultats

L’indice d’iode est donné comme suit :

li=((V1-V2)x126,9xN)/P

li : Indice d’iode

N : Normalité de la solution de thiosulfate sodium a (0,1N).

V1 : Le volume en ml de la solution Na,S,0s3 utilisé pour I’essai a blanc.
V2 : Le volume en ml de la solution Na,S,0s3 utilisé pour la détermination.

P : La masse en g de la prise d’essali. [56]

2.6 ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE PAR CPG :

Cette technique a été réalisée a la faculté des sciences de I’lUMS5 de Rabat.
Les huiles végetales ont éte estérifiées selon la méthode standard AOCS Ce 2-66
[67]. Dans des tubes a essai a couvercle vissé de 5 ml, I'huile (0,6 g) a été pesée
et dissoute dans 4 ml d'iso-octane. Des volumes (0,20 ml) de solutions
méthanoliques de KOH 2N ont été ajoutés, et les tubes ont été serrés avec un
bouchon a vis muni d'un joint, puis vigoureusement agités. Les couches
supérieures ont eté separées, et les esters méethyligues ont été extraits avec de
I'hexane. Puis les aliquotes (1 pl) ont été injectées dans un chromatographe en
phase gazeuse (Varian CP-3800, Varian Inc.) equipé d'un détecteur a ionisation

de flame.

La colonne utilisée était une colonne CP-Wax 52 CB (30 m x 0,25 mm de
diametre interne ; Varian Inc., Middelburg, Pays-Bas). Le gaz porteur était de

I'nélium, et le débit total de gaz était de 1 ml/min.
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La température initiale de la colonne était de 170 °C, la température finale
de 230 °C, et la temperature était augmentée par paliers de 4 °C/min. La

température de l'injecteur et du détecteur était de 230 °C.

Les données ont été traitées a l'aide de Varian Star Workstation v 6.30
(Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA).

Injecteur

Afficheur
Gai

vecteur

Spectromeétre
de masse

Figure 24 : Appareil CPG (Varian CP-3800, Varian Inc.) de la plateforme d'analyse et
de caractérisation physico- chimique de la faculté des sciences de Rabat
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2./ EVALUATION IN VITRO DE L’ACTIVITE
ANTIOXYDANTE :

2.7.1Test du piégeage du radical DPPHe :

R/

** Principe

Le but de ce test est I’evaluation de I’activité anti radicaux libres de ces
huiles vis-a-vis de 2,2-diphenyl-1picrylhydrazil (DPPH), ce test a éte réalisé
selon la méthode decrite par Sahin et al. (2004) [62]

L’huile susceptible d’avoir d’une activité antioxydante agit sur la
réduction du DPPH ayant une coloration violette, la réduction du radical libre

DPPHe par un antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible en

mesurant la diminution de I'absorbance a 517 nm [62].

En présence des piégeurs de radicaux libres, le 2.2-Diphényl-1-
picrylhydrazyl de couleur violette se réduit en 2.2-Diphényl-1-picryl hydrazine
de couleur jaune (Fig.24) qui n’absorbe pas a cette longueur d’onde. Les
résultats obtenus ont eté exprimes en concentration inhibitrice de 50% (IC50) de
DPPH (Tableau XI1).

o o
. H
OZNQN_N AR OZNQN_N M Ac
= o
R
VIOLET W HJ JAUNE

Figure 25 : Réaction de réduction du radical DPPHe en DPPH-H [63]
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«» Méthode

Des essais préliminaires ont eté effectués pour préparer la gamme de
concentration pour le composé et le standard de référence (Quercétine). On a
ajouté a chaque échantillon 2 ml d'une solution DPPH préparée dans le methanol
a raison de (60 puM). Aprés homogénéisation, Le melange a été incubé a
température ambiante pendant 30 min a I’abri de la lumiere, puis I’absorbance a
été mesuré par un spectrophotometre UV-visible a 517nm (figure24). Les
résultats ont été comparés par rapport a ceux de la Quercétine pris comme
antioxydante de référence. Le test a été réalisé en triplicata, La lecture est
effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm. Le pourcentage d’inhibition

(PI) est calculé par la relation suivante :

Pl = (Abs contréle négatif — Abs Echantillon / Abs controle negatif) x 100

Avec :

P1 : Pourcentage d’inhibition

Abs contréle négatif : Absorbance du controle négatif
Abs Echantillon : Absorbance de I’echantillon testé

L’ activité anti radicalaire de nos échantillons est exprimée en 1C50, ce
parametre est défini comme etant la concentration de I’échantillon responsable

de I’inhibition de 50 % des radicaux DPPHe présents dans le milieu réactionnel.
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Les valeurs d’IC50 moyennes ont été déterminées graphiquement sur les
courbes représentant le Pl de DPPHe en fonction des concentrations des
échantillons testés et de I’antioxydante de référence a partir des courbes de

tendance a régression linéaire des trois essais separés.

Figure 26 : Spectrophotométre UV-Visible RAYLEIGH Modéle : VIS 723G
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2.7.2 Test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP) :

R/

% Principe

Les substances ayant un potentiel réducteur réagissent avec le ferricyanure
de potassium pour former le ferrocyanure de potassium (Figure.26), qui réagit a
son tour avec le chlorure ferrique (FeCls) pour donner lieu a un complexe qui a

une absorption maximale a 700 nm [64].

K..
NS ?I;I K;N
%c\ FI ! fC/
" e
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NZ Jli SN
+ N
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K"'

Figure 27 : Structure de ferrocyanure de potassium (Jaune) et du bleu
de Prusse (Bleu) et leurs interconvertion par oxydation [65]

«» Méthode

L’ objectif de ce test est I’évaluation de la capacité de nos échantillons a
réduire Fe3* en Fe?*, ce test a été évalué selon le protocole de (Oyaizu 1986)
[64].
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Des gammes de concentrations de nos échantillons et de la catéchine ont
été preparés respectivement dans Le DMSO et dans le méthanol. 0.5 ml de
chaque échantillon, 2,5ml du tampon phosphate (0,2M et pH de 6,6) et 2,5ml du
complexe Ferricyanure de potassium (KsFe (CN)g) a 1% (m/v) ont été introduits

dans des tubes a essais.

Aprés incubation dans un bain marie (Fig.28) a 50 °C pendant 20 minutes,
2,5 ml de I’acide Trichloracétique(C,HCI30,) a 10% est ajouté a ce melange
pour stopper la réaction, ensuite 2,5 ml de chaque un des tubes ont été melangé
avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de chlorure de fer (FeCls) a 0,1%. Sachant
que le test a été effectué en triplicata, les concentrations qui transforment 50%

du fer ferrique en fer ferreux ont été calculés (Tableau XII).

L absorbance est mesuré a 700 nm contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Visible, I’augmentation de I’absorbance dans le milieu

réactionnel indique I’augmentation de la réduction.

Figure 28 : Bain marie Memmert Modéle W270
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3 RESULTATS
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3.1 RENDEMENT D’EXTRACTION DES HUILES
VEGETALES:
Le rendement d’extraction des huiles obtenues par sohxlet a I’aide

d’hexane sont récapitulés dans (le tableau V).

Le rendement d’extraction a partir du cultivar “critical” (30,02%) est
supérieure a celui des autres cultivars, alors que le rendement d’extraction des
cultivars "beldia" (28,74 %) et "khardala™ (27,29 %) sont proches.

Tableau IV : Le rendement de I’extraction des I'huiles fixes des fruits des souches
étudiées de Cannabis sativa var. indica

La Souche Code Le rendement d’extraction
Critical C1 30,02% + 0.546
Beldiya C2 28,74% + 0.686

Khardala C3 27,29% + 0.566

64



3.2 MESURE DES GRANDEURS PHYSIQUE :

3.2.1 Aspect :

Les huiles végétales obtenus dans la présente étude sont liquides, limpides,

de couleur vert foncé.

On remarque que les trois huiles des déférentes cultivars ont le méme

aspect.

Figure 29 : Aspect des huiles végétales de Cannabis sativa
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3.2.2 Densité relative :

On constate que les densités relatives calculés sont presque identiques,

comme I’illustre le tableau suivant :

Tableau V : Les densités relatives des I'huiles fixes des fruits des souches étudiées de

Cannabis sativa var. indica

La Souche Code de la souche La densité relative g/ml
Critical C1 0.8643+ 0.0011
Beldiya C2 0.8575+ 0.0058

Khardala C3 0.8676+0.0062
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3.2.3 Indice de réfraction :

Les résultats de I’indice de réfraction sont récapitulés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau VI : Les indices de réfractions des I'huiles fixes des fruits des souches étudiées
de Cannabis sativa var. indica

Souche Code de la souche I’indice de réfraction

Critical C1 1,4751 + 0.00003

Beldiya C2 1,4753 + 0.00003
Khardala C3 1,4753 + 0.00001
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3.3 MESURE DES GRANDEURS CHIMIQUES :
3.3.1Potentiel hydrogéne :

Les pH des huiles végétales sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau VII : Les PH des I'huiles fixes des fruits des souches étudiées de

Cannabis sativa var. indica

souche code pH

critical C1 6,23+ 0

beldiya C2 6,03+ 0
khardala C3 6,170
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3.3.2Indice d’acide :

Les résultats d’indice d’acide sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau VIII : Les résultats d’indice d’acide des huiles fixes de trois souches étudiées
de Cannabis sativa var. indica

Souche Code de la souche I’indice d’acide (mg KOH / g)

Critical C1 3.097 £ 0.0026

Beldiya C2 3.284 £ 0.0073
Khardala C3 3.027 £ 0.0093
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3.3.3 Indice de peroxyde :

Les résultats d’indice de peroxyde sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau IX : Les résultats d’indice de peroxyde des huiles fixes

de trois souches étudiées de Cannabis sativa var. indica

I’indice de peroxyde (méq

Souche Code de la souche
02/ Kg)
Critical C1 6,199 + 0.0053
Beldiya C2 6,639 + 0.0020
Khardala C3 6,577 £ 0.0463
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3.3.4 Indice de saponification :
Les résultats de la determination de I’indice de saponification sont
récapitulés dans le tableau ci-dessous :

Tableau X : Les résultats d’indice de saponification des huiles fixes de trois souches
étudiées de Cannabis sativa var. indica

Indices de saponification

Souche Code de la souche
(mg KOH /g)
Critical C1 185.605+0.069
Beldiya C2 184.724+0.036
Khardala C3 183.992+0.009
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3.3.5 Indice d’iode :

Les résultats de la détermination de I’indice d’iode sont récapitulés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau XI : Les résultats d’indice de saponification des huiles fixes de trois souches
étudiées de Cannabis sativa var. indica

Souche Code de la souche Indices d’iode (g d’iode / 100 g)

Critical C1 149.916+0.069

Beldiya C2 149.598+0.026
Khardala C3 148.349+0.094
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3.4 ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE PAR CPG -FID:

La composition en acides gras exprimee en percentage pondéral de I'huile
issue des graines des trois cultivars (C1, C2, C3) ont été établie (tableau XII,
tableau XI1I, tableau XIV).

Tableau XI1 : Les résultats d’analyse par chromatographie en phase gazeuse

d’huile végétale de le souche C1

Acides Gras Code Temps de rétention Abondance
Echantillon C; (min) (%)

A Acide oléique C18:1(n-9) 14,862 8,871

B Acide a-linoléique C18:3 (n-3) 31,849 15,205

C Acide linoléique C18:2 (n-6) 42,457 46,570

D acide eicosanoique C20:0 52,893 2,781

E Acide stéarique C18:0 64,232 5,463

F Acide palmitique C16:0 68,141 7,917

G Acide Gadoléique C20:1¢c-11 (n-9) 70,676 3,606

H Acide y-linoléique C18:3 (n-6) 79,118 9,576
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Tableau XII1 : Les resultats d’analyse par chromatographie en phase gazeuse

d’huile végétale de le souche C2

Acides Gras Code Temps de rétention Abondance
Echantillon C, (min) (%)

A Acide oléique C18:1 (n-9) 14,435 7,074

B Acide o-linoléique C18:3 (n-3) 32,112 11,213

C Acide linoléique C18:2 (n-6) 42,516 40,046

D acide eicosanoique C20:0 53,110 2,929

E Acide stéarique C18:0 64,231 6,265

F Acide palmitique C16:0 67,958 18,679

G Acide Gadoléique C20:1c-11 (n-9) 71,676 2,164

H Acide y-linoléique C18:3 (n-6) 78,834 11,626

Tableau X1V : Les résultats d’analyse par chromatographie en phase gazeuse d’huile
vegeétale de le souche C3

Acides Gras Code Temps de rétention Abondance
Echantillon Cs (min) (%)

A Acide oléique C18:1 (n-9) 14,768 3,658

B Acide o-linoléique C18:3 (n-3) 32,111 13,370

C Acide linoléique C18:2 (n-6) 42,483 41,718

D acide eicosanoique C20:0 52,817 15,376

E Acide stéarique C18:0 64,966 3,319

F Acide palmitique C16:0 67,821 6,792

G Acide Gadoléique C20:1c-11 (n-9) 71,158 8,791

H Acide y-linoléique C18 :3 (n-6) 78,390 6,969
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3.5 EVALUATION IN VITRO DE L’ACTIVITE
ANTIOXYDANTE :

3.5.1 Test du piégeage du radical DPPHs :

En faisant varier la concentration des huiles végétales et en calculant pour
chaque concentration le Pourcentage d’inhibition correspondant, on a établi les
profils d’activités anti radicalaire présentés dans la Figure suivante, perceptible
par une dégradation de la coloration violette au jaune. d’apres le (Tableau XV),
on remarque que I’activé antioxydante des huiles étudiees est trop faible par

rapport a celle de compose de réference (Quercétine).

Figure 30 : Variation de couleur du DPPH en fonction de la concentration en

Antioxydants
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Tableau XV : Valeurs des IC50 de Quercétine, des huiles fixes pour le test DPPH

Composés et standards IC50 (mg/ml)
C1 25,499 + 1,660
Cc2 26,474 £ 0,3144
C3 18,489 £ 0,185
Quercétine 0,005499 + 0,000024
DPPH
30-_
= 3"“; - C1
Ei - o
= - C3
"‘:-" : Quercétine
1()-_
o
C1 c2 C3 Quercétine

Echantiflion

Figure 30 : Comparaison D’IC 50 antioxydante de quercétine avec celles des huiles fixes
étudiées
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3.5.2 Test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP) :

La capacité réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur

significatif de son activité antioxydante potentielle.

Au cours du dosage, la couleur jaune du ferrocyanure de potassium vire
vers le bleu- vert dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur d’échantillon
(Figure.32). d’aprés le (Tableau XVI), on remarque que I’activé antioxydante
des huiles étudiées est trop faible par rapport a celle de compose de référence
(Catéchine).

Figure 31 : Virage de la coloration jaune du ferrocyanure de potassium au bleu-vert du
bleu de Prusse apres I’ajout de FeCI3
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Tableau XVI : Valeurs des EC50 de Catéchine, des huiles fixes pour le test FRAP

FRAP

Composés et standards
EC50 (mg/mL)

C1 25.473+0.15

C2 25.232+0.17

C3 15.656 £ 0.19
Catéchine 0,0139 + 0,00003415
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FRAP
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0

C3 C2 CiCatéchine
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Figure 32 : Comparaison de I’EC 50 reductrice de catéchine avec celles des

huiles fixes étudiées

79



4.DISCUSSION
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LE RENDEMENT D’EXTRACTION

Concernant le rendement d’extraction, les graines (fruits) de critical ont la
plus grande teneur en huile végétale (30,02%) par rapport aux autres cultivars.
En comparant nos resultats avec les celles mentionnés dans les travaux
antérieurs, nos huiles étudiees et surtout celle issue de souche critical reste trés
proche a ceux rapportés par Abdollahi et al.,2020 sur 2 populations natives
d’Iran (avec un taux d’extraction de 29.92 % pour la population de Fars et
30.08% pour la population de Yazd) [69].

Les rendements obtenus dans notre étude concordent aussi avec ceux
publiés par C. Da Porto et al (30,6 %) qui ont travaillé sur le cultivar Felina en
Italie [75].

Par contre, ces teneurs sont inférieures a celui de (H. stambouli et al.,2006)

(34%) [70] et celui de (Calloway et al. ,1996) (36 %) [82], dont les graines sont

récolte respectivement au nord du Maroc et en Finlande (cultivar FIN-314).

En général, les Fruits des trois cultivars de Cannabis sativa étudiés sont

riches en Huile végétale et cela est dii a la nature oléagineuse de ces graines.

La différence entre les rendements peut étre expliquée par variation des
cultivars etudiés, I’origine géographique, les conditions climatiques, la période
de récolte, ainsi que les conditions expérimentales entre autres la méthode et/ou

la durée d’extraction.

81



LA DENSITE RELATIVE

On constate que la densité relative des huiles végétales des trois cultivars
étudies (C1 :0.8643, C2 :0.8575, C3 :0.8676) restent néanmoins proche a la
densité relative des huiles vegétales de nature semblable. (amandier : 0,916
g/ml, mais : 0,92 g/ml, olive : 0,913 g/ml, sésame : 0,919 g/ml, colza : 0,917
g/ml). [50]

La densité relative est un parametre qui augmente avec la longueur des
chaines carbonées d’acides gras et baisse avec I’augmentation des instaurations.
[45] Par voie de conséquence on peut dire que les huiles issues des graines du

Cannabis sativa sont probablement plus riches en acides gras insaturées et/ou

leurs acides gras sont plus courts.

L’ INDICE DE REFRACTION :

Les indices de réfractions (Cl1 :1,4751, C2 :1,4753, C3 :1,4753)
mesurés tres proches a ceux des huiles végétales de nature proche (sesame :
1,4753, mais : 1,4754, blé : 1,4755, ricin : 1,4759, colza : 1,4753). [50]

Ce parametre témoigne la pureté des Huiles végétales, ainsi que ses hautes

qualités d’extraction. [50]
LE pH :

Les pH des cultivars critical, beldiya, et khardala sont respectivement 6.23,
6.03, et 6.17 ce qui se signifie que ces huiles étudiees sont légerement acides.

Aucune étude antérieure n’a mentionné ce parametre.
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L’ INDICE D’ACIDE :

Les indices d’acides obtenus (C1 :3,097, C2 :3,284, C3 :3,027 mg KOH /
g) sont inférieurs a la valeur limite préconisée pour une huile alimentaire par
Codex Alimentarius (1992) qui est de 4. [53] Et par conséquent on constate que
la qualité des huiles analysées est bonne.

L’INDICE DE PEROXYDE :

La détermination de I’indice de peroxyde permet d’appréecier le degré
d’oxydation d’une huile végetale. Plus sa valeur est basse plus I’HV analysée est
bien conservée.

Les indices de peroxyde obtenus (6.199, 6.639, 6.577méq d O2/kg) restent
néanmoins tres inférieurs aux valeurs limites indiquées pour une huile
alimentaire par Jacobs (1958) et Wolff (1991) qui sont respectivement selon ces
auteurs de 70 et 20 milliéquivalents d’O2/kg huile. [50][51][54]

L’ INDICE DE SAPONIFICATION :

Les indices de saponification obtenus (C1 : 185,605, C2 : 184,724, C3 :
183,992 mg KOH / g) restent néanmoins proche des autres huiles végétales de
nature proche (Huile d’amande : 195, Huile argan : 191, Huile d’arachide : 192,
Huile de bourrache : 190, Huile de germe de ble : 183, Huile de nigelle : 189)
[60].

En effet, des facteurs comme I’air, la lumiere et les traces de métaux
pourraient entrainer la rupture des chaines d’acides gras insaturés lors de la
conservation ce qui a pour conséquence l’augmentation de I’indice de
saponification des huiles analysées, d’au son intérét dans les essais de
conservation. (Wolff, 1991 ; Tremolieres et al., 1980).
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L’ INDICE D’IODE :

On constate que ces valeurs (C1 : 149,916, C2 :149,598, : C3 148,349 g
d’iode / 100 g) sont conformes aux donnés de littérature (141 a 166 g d’iode /
100 g) [36] et par conséquent, ces huiles contiennent une grande teneur en acide
gras insature, ceci est concordant avec les résultats obtenus par chromatographie
en phase gazeuse/ FID.

L’ANALYSE DES ACIDES GRAS PAR LA
CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE :

La composition en acides gras est exprimée en pourcentage pondéral des
huiles issues des graines de cannabis. Les principaux acides gras identifiés selon
la teneur sont :

"Critical" (C1) : Acide linoléique C18 :2 (46,570%), Acide a-linoléique
C18 :3 (n-3) (15,205%), Acide y-linoléique C18 :3 (n-6) (9,576%), Acide
oléique C18 :1 (8,871%), Acide palmitique C16 :0 (7,917 %), Acide stéarique
C18 :0 (5,463%), Acide Gadoléique C20 :1 (n-9) (3,606%), acide eicosanoique
C20:0 (2,781%).

"Beldiya" (C2) : Acide linoléique C18 :2 (40,046%), Acide palmitique C16
:0 (18,679%), Acide y- linoléique C18 :3 (n-6) (11,626%), Acide a-linoléique
C18:3 (n-3) (11,213%), Acide oléique C18 :1 (7,074%),

Acide stéarique C18 :0 (6,265%), acide eicosanoique C20 :0 (2,929%),
Acide Gadoléique C20 :1 (n-9) (2,164%).

"Khardala" (C3) : Acide linoléigue C18 :2 (41,718%), acide eicosanoique
C20 :0 (15,376%), Acide o-linoléiqgue C18 :3 (n-3) (13,370%), Acide
Gadoleique C20 :1 (n-9) (8,791%), Acide y-linoléique C18 :3 (n-6) (6,969%),
Acide palmitique C16 :0 (6,792%), Acide oléique C18 :1 (3,658%), Acide
stéarique C18 :0 (3,319%).
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Ces trois huiles étudiees renferment les mémes acides gras sur le plan
qualitatif mais avec des proportions différentes.

Le point commun entre ces trois huiles issues de deférents cultivars étudiés
est la forte teneur en Acide linoléigue (LA) qui est un acide gras insaturé de la
famille d’oméga 6 et dont la teneur varie entre 40,046 et 46,570 %.

Les acides palmitique et stéarique sont des ingrédients trés courants dans
les produits cosmétiques, la fabrication de savons et de détergents, les
lubrifiants, plastifiants et les adoucissants. [80] Les huiles de Cannabis sativa
peuvent étre utilisées dans ces usages. Elles contiennent une teneur importante
de ces acides gras surtout le cultivars "beldiya" qui renferme 18,679% d’acide
palmitique et 6,265% d’acide stéarique.

En comparant avec une étude publiée par H. stambouli et al. (2006) [70]
sur I’huile végetale de cannabis récolté dans les zones de culture au nord du
Maroc, on remarque que nos huiles étudiées renferment presque les mémes
acides gras, mais elles se distinguent néanmoins par la présence d’Acide y-
linoléigue C18 :3 et I'absence de I'acide palmitoléique C16 :1.

Par contre un autre travail sur une huile indienne élaborée par Vibha devi et
al [74] ont montré que cette huile est une source riche en acide linoléique ®-6
(48,85 a 63,66 %) et en acide a-linolénique -3 (16,71 a 26,20%), et elle
contient également d'autres acides gras tels que l'acide oléique (8,04 a 13,62%),
I'acide palmitique (3 a 10,08%), l'acide stéarique (0,40 a 3,99%), l'acide y-
linolénique (0,11 a 0,95%), I’acide eicosanoique (0,22 a 0,91%), l'acide
gadoléique (0,10 a 0,82%) et l'acide behénique (C22 :0) (0,08 a 0,78%) ce
dernier est absent dans les huiles de ce présent travail et si on se basant sur les
deux premiers acides gras en termes de fréquence le profil de CPG le plus
proche a ces donnés est celui de la souche "critical".
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Pour le bilan des acides gras polyinsaturés, monoinsaturés et saturés :

Les ratios des souches étudiées (“critical" 71 :13 :16, "beldiya” 63 :9 :28
et "khardala" 63 :12 :25), celui reporte par H. stambouli et al (67 :21 :11) [70]
et celui publiée par Oomah et al. (78 :11 :11 /le cultivar Fasamo) [73] montrent
que le pourcentage des acides gras insatures de nos cultivars est inférieur a celui

de H. stambouli et de Oomah.

Ainsi que nos cultivars sont plus riches en acide gras saturés qui peut
affecter ses qualités nutritionnelles et ce probleme est plus accentué chez les
souches "beldia" 28 % et "khardala" 25 %.

Néanmoins, les acides gras saturés de la graine de chanvre sont consommes
comme aliments transformés pour un supplément d'énergie et qui résistent a
I'oxydation. [76]

Enfin, la détermination de I’équilibre -6 linoléique / m-3 a-linolénique
des huiles de graine de cannabis, aboutit a des rapports de I’ordre de 3.1/1 pour
"critical", 3.6/1 pour "beldia" et 3.2/1 pour "khardala". Ces dernieres susceptibles
de présenter un intérét nutritionnel du fait que des rapports prés d’intervalle 1/1
a 4/1 est considéré dans des études comme idéal, comparativement aux rapports

fournis par I’alimentation courante qui peut aller de 10/1 jusqu’a 30/1 [72].

Les études de Vibha devi et al. et C. Da Porto et al. ont montré un équilibre
entre les acides -6 linoléique et m-3 a-linolénique, respectivement de 3 :1 et

3,29 :1 qui restent tres proches des résultats obtenus. [74] [75]

Sachant que les acides gras insaturés, appartenant aux familles omega-3 et
omega-6 sont des acides gras essentiels. [80] Néanmoins, La teneur élevée en

acide ®-6 linoléique est dangereuse pour la santé et peut provoquer des
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inflammations dans le corps humain et d'autres problemes de santé tels que les

cancers, les maladies cardiovasculaires, les maladies auto-immunes... [80]

En générale le chanvre est la seule plante dont I'huile de graines présente un
rapport équilibré entre I'acide linoléigue omega-6 et lI'acide linolénique omega-3.
[81] On peut conclure que I'huile de chanvre contient une teneur equilibrée et
souhaitée en acides gras pour la santé humaine [78], [80] ; ce ratio assez élevé
serait considéré comme favorable a la réduction du taux de cholestérolémie et a

la prévention des maladies cardiovasculaires [71].

LA PROPRIETE ANTIOXYDANTE :
Le test de réduction du radical DPPHe établie pour les échantillons testés a

montré que I’huile de "khardala" a une activité superieure a celle de “critical" et
"beldiya". Néanmoins, les trois cultivars ont une tres faible activite anti oxydante
par rapport a celle de composé de réference (Quercétine) qui donne une activité

plus puissante a tres faibles concentrations.

Pour mieux comparer les différents échantillons testés, les IC50 ont été
déterminées graphiquement a partir des courbes de tendance a régression

linéaire des courbes PI = f(C) des échantillons testés (Annexe).

Selon Sahgal et al. [66], une faible valeur d’IC50 d’un extrait indique sa
forte activité antioxydante. Si nous classons nos échantillons selon la puissance
de piéger le DPPH par rapport a quercétine (Tableau. XII), nous obtiendrons

I’ordre suivant : Quercétine >>>C3 > C1 > C2.

Concernant le test FRAP, nous remarquons que la capacité de réduction du
Fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des échantillons
testes (Tableau XVI).
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Les résultats obtenus montrent que la capacité de I’huile issue de "khardala”
a reduire le Fer est largement supérieure a celle de "beldiya" et celle de "critical".
Mais ils sont tres faibles par rapport au pouvoir réducteur observé chez le

composé de référence (Catéchine) : Catéchine >>>C3 > C2 > C1.

Dans cette discussion, on a comparé certains résultats des parametres
physicochimiques des huiles étudiées avec ceux des huiles vegétales déférentes
mais de nature tres proche puisqu’ils ne figurent pas dans la littérature et
notamment dans les pharmacopeées. L’intérét de cette comparaison, c’est que ces
parametres physicochimiques sont beaucoup plus lies a la qualité d’huile qu’a sa

composition chimique.
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5.CONCLUSION :
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Dans cette présente étude on a procéde a I’extraction des huiles des graines
de Cannabis sativa afin de réaliser une étude comparative sur ces huiles issues
de trois cultivars "critical”, "beldiya" et "khardala" et ceci a travers plusieurs
essais expérimentaux précités dans la littéerature comme la chromatographie en
phase gazeuse couplée au dosage par FID, I’étude de propriété antioxydante, les

indices caractéristiques des huiles végétales, la densiteé relative ...

Cette étude nous a permis de mettre en évidence la composition en acides
gras de I’huile de chaque cultivar ainsi que les similitudes et les différences

entre eux.

Malgré qu'il y a une différence notable dans la composition chimique des
acides gras de différentes cultivars, la différence en terme de nature reste peu
significative car I'abondance d'un acide gras dans un cultivar est compensé dans
les autres par un acide gras de nature tres proche, ce qui se refléte sur La plupart
des parameétres physicochimique etudies (La densité relative, I’indice de
réfraction , I’indice de peroxyde , I’indice d’iode), la similitude entre les
differents cultivars est di également au fait que I’extraction et la conservation

sont réalisées dans les mémes conditions.

Finalement, cette étude a pu prouver que les huiles des graines de cannabis
sativa sont riches en acides gras essentiels, notamment en oméga-3 et oméga-6,
et par conséquent ces huiles peuvent étre utilisées comme complément
alimentaire ou comme huiles de cuisson, comme huile de support pour les huiles

essentielles, en cosmeétique et dans la production des savons et les lotions.
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Conclusion geénerale :
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Les plantes sont utilisées depuis longtemps a des fins alimentaires, et on a
découvert que de nombreuses espéces de plantes ont des propriétés médicinales.
Ces plantes sont utilisées en médecine traditionnelle depuis des siecles et sont
aujourd’hui étudiées par la science moderne pour leurs bienfaits potentiels sur la

santé.

Les plantes médicinales ont été utilisées pour traiter un large éventail
d'affections, des douleurs mineures voir des maladies graves. Ces plantes
contiennent des composeés actifs dont on a constaté des propriétés

anticancéreuses, antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires ...

En outre, Il est important de noter que toutes les plantes ne peuvent pas étre
consommees sans danger et que certaines peuvent méme étre toxiques si elles ne

sont pas préparées ou utilisées correctement.

Cannabis sativa contient le THC considéré comme psychodysleptique, ce
qui rend cette plante interdite par les autorités de plusieurs Pays au niveau
mondial, mais dernierement certains Pays commencent a la légaliser pour ses

effets utiles pour la santé humaine.

Aujourd’hui, I’espéce Cannabis sativa se compose de différentes variétés
qui se different par leurs morphologies, leur compositions chimiques et leurs

I’intéréts médicinales, alimentaires et industriels.

En résume, les plantes médicinales et alimentaires ont une longue histoire
d'utilisation et offrent un large éventail de bienfaits pour la santé. Bien que
certaines plantes aient fait l'objet d'études approfondies, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour comprendre pleinement les avantages et

les risques potentiels liés a l'utilisation de ces plantes.
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RESUME

Titre : Contribution a I’étude phytochimique et pharmacologique des huiles végétales de trois
souches du Cannabis sativa au Maroc.

Auteur : FLIFLOU Zakariyae
Encadrant : Pr. NEJJARI Rachid
Mots clés : Cannabis sativa ; Cultivars ; Huile végétale ; Pharmacologie ; Phytochimie.

Le Cannabis sativa est une plante herbacée annuelle qui peut parfois étre vivace,
développant alors une tige ligneuse épaisse. Sa taille est variable selon son environnement et
ses variétés, de 0,6 métre jusqu'a 3 metres de haut. Elle a également des graines oléagineuses.
Le cannabis est généralement connu par ces molécules psychoactives, notamment le
tétrahydrocannabinol, qui est le principal composé actif présent dans la plante. On pense

qu'elle est originaire d'Asie centrale, mais on la trouve maintenant partout dans le monde.

Le cannabis est connu pour contenir plus de 450 métabolites secondaires, y compris des
composants psychodysleptiques. Au Maroc il existe plusieurs cultivars de Cannabis sativa :
"Critical”, "Khardala" et "Beldiya".

Concernant la réalisation de ce travail, on a procédé a I’extraction des huiles des graines
de 3 souches Cannabis sativa par la méthode de soxhlet puis on a passé a la détermination de
la composition en acide gras via la chromatographie en phase gazeuse couplée au dosage par
ionisation de flamme puis la détermination des paramétres physicochimiques caractéristiques

d’une huile ainsi que I’évaluation des propriétés antioxydantes.

Les indices physicochimiques et la composition chimique sont presque similaires entre

les différents cultivars, ces derniers renseignent sur la bonne qualité des huiles végétales.

Enfin, les huiles végétales ont montré des capacités antioxydantes faibles par rapport au
composes de références qui sont actifs a des trés faibles concentrations.
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ABSTRACT

Title : Contribution to the phytochemical and pharmacological study of vegetable oils of

three strains of Cannabis sativa in Morocco.

Author : FLIFLOU Zakariyae

Supervisor : Pr.NEJJARI Rachid

Keywords : Cannabis sativa; Cultivar ; Pharmacology; Phytochemistry; Vegetable oil.

Cannabis sativa is an annual herbaceous plant that can sometimes be perennial,
developing a thick woody stem. Its size is variable according to its environment, from 60
centimeters to 3 meters high. Cannabis is generally cultivated for its psychoactive properties,
especially tetrahydrocannabinol THC, which is the main active compound present in the

plant. It is thought to have originated in Central Asia, but is now found all over the world.

Cannabis is known to contain more than 450 secondary metabolites, including
psychodysleptic components. In Morocco, there are several cultivars of Cannabis sativa :
"Critical”, "Khardala" and "Beldiya".

Concerning the realization of this work, we proceeded to the extraction of the oils of the
seeds from 3 strains of Cannabis sativa by the method of soxhlet then we passed to the
determination of the composition in fatty acid via the chromatography in gas phase coupled to
the dosage by ionization of flame also the determination of the characteristic physicochemical

parameters of an oil as well as the evaluation of the antioxidant pharmacological properties.

The physicochemical indices and the chemical composition are almost similar between
the different cultivars, which indicate the good quality of the vegetable oils.

Finally, the vegetable oils showed low antioxidant capacities compared to the reference

compounds which are active at very low concentrations.
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Annexe | :
Profil chromatographique d’analyse par chromatographie en phase gazeuse

/ FID des huiles végétales
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Annexe |1 :
Préparation de Catéchine, Quercétine et les huiles fixes pour I’évaluation de
I’activité antioxydante

Concentrations utilisées

Type d’extrait Solvant
A TpEie Gamme de concentration
test
DPPH 28;14;7;3,5; 1,75 mg/ml
C1 DMSO
FRAP 28,39;14,19;7,09 ; 3,54;1,77mg/ml
DPPH 27;13,5;6,75; 3,37 ; 1,68 mg/ml
C2 DMSO
FRAP 27,59 ;13,79 ;6,89;3,43;1,72mg/ml
DPPH 20;10;5;2,5; 1,25 mg/ml
C3 DMSO
FRAP 28,02; 14,01;7,00;3,50;1,75mg/ml
Catéchine Methanol FRAP 0,65;1,33;2,67;5,34;10,69;21,39 pug/ml
Quercétine Eau distillée DPPH 0,38; 0,76;1,56; 3,125;6,25 pg/ml
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Annexe 111 :
Résultats de I’activité anti oxydante test de piégeage du radicale DPPH
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Annexe 1V:
Résultats de I’activité anti oxydante test de pouvoir réducteur du fer
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