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SUJET: Comparaison des huiles essentielles de deux espéces Algériennes de romarin: Rosmarinus Eriocalyx et
Rosmarinus Officinalis.

Extraction et étude analytique.

RESTUME: Dans ce travail, une étude comparative des huiles essentielles de Romarinus Officinalis et Ertocalyx,
obtenues par entrainement 4 la vapeur d'eau et par hydrodistillation, a été entreprise. Notre attention s' est
essentiellement portée sur ['huile essentielle de Romarinus Eriocalyx, obtenue par entrainement a la
vapeur d' eau. Aussi, I' étude du stockage de la plante et des variabilités inter-spécifique et saisonniére a été
menée. _ '

Enfin, linfluence du mode d'extraction d'une part, et de la nature du solvant sur le rendement en concréte

de Rosmarinus Eriocalyx d'autre part, a fait l'objet d'une étude préliminaire.

SUBJECT: Comparative study of essential oils of two species of Algerian rosmary: Rosmarinus Eriocalyx and
Officinalis.
Extraction and analytic study.

ABSTRACT: In this work, a comparative study of essential oils of Rosmarinus Officinalis and Eriocalyx, obtained
by steam and water-distillation has been achieved, with a special interest for the essential oil of
Romarinus Eriocalyx obtained by steam-distillation. For this specie, the influence of piant storage and
seasonal variations on oil composition has been investigated.

Finaly, influence of the extraction method and solvant on conrete vield has been studied.
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Depuis t'aube de I'humanité, 'homme utilisait les plantes pour se nourrir, ety
cherchatt déja des vertues curatives contre ses divers maux. Il associait méme le monde
végétal a sa vie spirituelle et religieuse. En effet, les civilisations anciennes connaissaient
I'encens, les baumes, les tisanes, etc...

Aujourdhui, I'homme modeme tente encore de démontrer les bienfaits des plantes
traditionnelles, parfois avec un grand succés et de nouvelles découvertes pour la médecine

et la pharmacie.

Parmi les plantes omementales et condimentaires spontanées, notre attention s'est
portée sur le Romarin: Rosmarinus Linn. En effet, cette plante s'est avérée d'un grand
intérét 4 l'heure actuelle dans le domaine de la conservation alimentaire et est largement
utilisée par les industriels pour ses bonnes propriétés anti-oxydantes.

Sur le sol algérien se trouvent communément deux espéces de Romarin:
Rosmarinus Eriocalyx ¢t Rosmarinus Officinalis Linn. D'une maniére générale,
Rosmarnus Officinalis Linn. est réparti sur tout le pourtour méditerranéen. Son huile
essentielle a fait 'objet de nombreux travaux, et est commercialisée a grande échelle. Par
contre. Rosmarinus Eriocalyx est moins connu. Il se trouve cependant largement répandu
dans Ics régions arides espagnoles, algériennes et marocaines |1]. Son huile essenticlle a ét¢
jusqu'a présent trés peu étudiée.

Compte tenu de l'abondance relative de ces deux ¢speces de Romarin sur les hauts
plateaux de notre pays, nous en avons entrepris I'étude et ce, dans le but de comparer leurs
huiles essentielles. Il reste que notre attention s'est essentiellement portée sur la connais-
sance de Rosmarinus Erocalyx.

Aprés une bréve présentation de la matiére végétale, nous présenterons I'extraction
et I'étude analytique de l'huile essentielle de nos deux plantes récupérée par entrainement a
la vapeur d'eau et par hydrodistiitation.

Cette premicre partie du travail nous ayant permis de choisir I'entrainement a la
vapeur d'eau comme meilleure méthode d'extraction de I'huile essentielle, nous 'avons
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stockage de Rosmannus Ericcalyx.

Enfin, nous avons achevé notre travail par une étude préhiminatre de I'extraction de
la concréte de Rosmarinus Eriocalyx par solvants volatils, en utilisant plusieurs méthodes
d'extraction par solvants: la méthode statique, l'cxtraction au soxhlet, et une méthode
continue de circulation du solvant en boucle fermée.



RAPPELS BOTANOQUES




Le romarin, plante aromatique, médicinale et condimentaire, est répandue sur tout
le pourtour mediterranéen. ou elle colonise la plupart des maquis et des guarrigues [2.3).
On le trouve géncraleuent sur les sols incultes. les talus pierreux ou la nature du sol est
calcaire. argileuse ou argileuse-limoneuse |4.3,6,7|. Il se trouve dans les écotypes groupés
dans l'ordre des Rosmarinetalia |2|.

Le romarin accompagne souvent le pin d'Alep, la sauge, le thym, l'aspic et les
myrtes, dans les montagnes peu élevées du httoral (500 a 1000 m daltitude). N1
affectionne les endroits secs et ensoleillés. ou la pluviomctrie est parfors faible et trés
aléatorre. Il supporte néanmoins les climats extrémes et résiste aussi bien au gel qu'a la
sécheresse. [l est donc répandu jusqu'au début du sahara (4.5 8.

Rosmarinus L. tient son nom de Ros Maris, qui signifie: Ecume de Mer, a la fois en
anglais, en allemand et en frangais. Dans 'imagination populaire, le nom était associé &
celui de la Viérge-Marie, aussi fut-il propice aux légendes et aux traditions 3],

Rosmarninus L. est utilisé comme encens. dans les cérémonies de manages et de
morts, I a aussi souvent gardeé la réputation de I'herbe de I'amitié et de la fidéhité. Cect lui
a valu de nombreuses appellations populaires. parm lesquelles nous citerons: 'encensier.
Rosmarme. herbe aux couronnes, Rosismarinus. Anthos. Libanotis, Rosmarm. Common
Rosmary, Oldman, Echter Rosmarnin, [klil, Hassalban, Ayazir, Touzala(2.3.4.9,10,11,12].

D'un point de vu botanique, le genre Rosmarinus L.inné appartient 4 la famille des
Labiées, qui est trés importante dans la tlore de I'Algerie. Elle est caracténisée par la
détermination délicate de certains genres, en raison de la variabilité extréme des espéces
[7,10i.

- Efi'effét, la classification Botanique compléete du genre Rosmarinus L. n'a été
achevée qu'au début dc notre siccle. Il fait partie de la deuxieme séric de la famille des
Labides qui en compte six. Il est connu comme comptant frois grandes espéces:
Rosmarinus Officinalis L., Rosmarinus Eriocalyx. et Rosmarinus Tomentosus {13,14.15..

- Rosmarinus Officinalis L. est I'espéce la plus commune de Romarin. Elle posséde
une grande variabilité qui a été remarquée dans la révision que Turill a effectué sur ce



genre |16]. Ceci a conduit 4 la description de nombreuses variétés, qui manquaient souvent

d'entité taxonomique.

- La seconde espéce de Rosmarinus, R. Eriocalyx, a été décrite pour la premiere
fois par Jordan et Fourreau en 1866, a partir d'échantillons récoltés en Algérie par
Debeaux en 1856, et qui furent distribués par Billot en "exiccata" sous le nom de:
Rosmarinus Officinalis, variété Toumefortii de Noé, ou Romarin de Tournefort. Cette
espéce se trouve au Sud-est de la Péninsule Ibérique, dans la région d'Alméria, en Algerie
et au Maroc (3,7,14,17,18|.

-Rosmarinus Tomentosus est une espece de Romarin endémique du Sud de
I'Espagne. Elle a été décrite pour la premiére fois par Huber-Morathe et Maire. Comme
son nom lindique, elle est caractérisée par son épaisse pilosité et par son écologie bien
définie. Elle vit dans les dolomies ( parois rocheuses) au bord de la mer, dans la province
de Grenade. Elle est inexistante dans les autres pays méditerranéens et particuli¢rement en
Algérie. Elle n'a donc pu faire I'objet de notre étude |7,14].

D'un point de vu morphologique, Rosmarinus L. est un arbuste ou un sous-
arbrisseau ligneux, trés odorant et bien ramifié, pouvant atteindre 2 m de hauteur. Ses
feuilles sont nombreuses, dures, étroites, linéaires et mesurent jusqu'a 3 cm de long. Elles
sont gautrées, présentent une marge révolutée, sont verdatres au dessus, plus ou moins
hispides et blanchatres en dessous. Ses fleurs, longues de 1 4 3 om, sont disposées en &pis
courts et serrés partant de l'aisselle des feuilles ( Figure 1 ). Elles présentent un calice en
cloche, bilabié a corolle tubuleuse de 2 cm de long, de couleur blanchitre ou bleu
variable. La lévre supérieure du calice est dressée, entiére, ou 4 peine émarginée, tandis
que l'inférieure, légérement plus longue est trilobée et étalée. Ces fleurs comportent deux
étamines et un style, généralement courbés et dépassant largement la corolle [2,4,6,7,10.

I¢s caractéristiques des fleurs permettent de distinguer les trois espéces de

Rosmarinus L. entre elles:
- Rosmarinus Officinalis 1. a des inflorescences et un calice a pilosité pruineuse

trés courte, constituée par des poils étroitement appliqués. Les inflorescences sont en épis
trés courts, a bractées squamiformes, rapidement caduques, longues de 1 2 2 mm.

( Figure 2).
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Figure 1 : Rosmarinus Linn.
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Fipure 2: Inflorescences de Rosmarinus Officinahis Linn.
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- Rosmarinus Eriocalyx se reconnait 2 ses intlorescences longues et plus violacées,
qui sont recouvertes ainsi que son calice d'une pilosité double. 'une courte et semblable a
celle de R. Officinalis L.. et l'autre constituée par de longs poils dresses glanduleux au
sommet. Leurs bractées sont amples et cordiformes, longues de 3 2 4 mm. ( Figure 3 ).

- Rosmarinus Tomentosus, comme son nori l'indigue présent¢ un tomentuin (poils)
trés fourni, encore plus accentué que celui de R. Eriocalyx a qui il ressemble beaucoup,
mais son inflorescence est généralcrﬁent plus courte. ( Figure 4 ).

L'HE de Romarin était déja connue des savants orientaux du moyen-dge, mais c'est

Raymond Lulle qui en 1330. l'isola pour la premiére fois 13!,

Le Romarin est cultivé comme plante condimentaire ¢t ormementale. Ses feuilles a
la saveur un peuamére. dégagent une odeur qui rappelle l'encens ot le camphre. 11 fleurit
de Septembre a Mai, selon les climats, période pendant laquelie les fabriquants de migls
exploitent ses fleurs. Tandis que les parfumeurs préferent le cucillir entre les mois de Mai

a Juillet 2,3,9].

L'HE de Rosmarinus Officinalis I.. rentre dans la composition de nombreux
produits pharmaceutiques. capillaires. vins, baumes aromatiques, et cosmétiques. Elle est
6.8,12]. Rosmarinus

wtilisée comme dénaturant de l'alcool destinée a la parfumerie
Officinalis .. est également emplové dans de nombreuses préparations médicinales. On lut
‘reconnait des propriétés aromatiques, stimulantes, anti-spasmodiques et antiseptiques. I
augmente l'action du cceur et provoque la transpiration et la sueur; excite I'appétit et
ranime les fonctions de l'estomac. Il est utilisé dans la dyspépsie, la jaunisse, les scrofules
et les affections nerveuses hvstériques. les affections de la téte. du cerveau, et de la
mémoire. En usage externe, il peut limiter les gangrenes. En revanche, 1l est proscrit dans
les maladies inflammatoires et son abus entraine 'hvpertension artériclle. Sa conservation
6,8,11,12.19.20l.

comme plante séchée a une durée limite d'une annce

.
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Figure 3: Intlorescences de Rosmarinus Eriocalyx.
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Figure 4: Inflorescences de Rosmarinus Tomentosus
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 TRAVAUX ANTERIFURS




Le Romanmn, plante aromatique et médicinale‘méditen‘anéenne, est connu et
utilisé depuis l'antiquité. Il a été cité par des savants arabes du moyen-ige, qui
'utihsaient en médecine classique et qui en connaissaient déja I'HE |21|. Cependant, il y
a a peine un demi-siécle que sa classification botanique fat achevée |14|. Dés lors,
l'extraction et l'identification des extraits de Romarin a commencé. '

En 1953, POURRAT [22| et BRIESKORN |23] isolent l'acide ursolique, un
triterpéne contenu dans les feuilles séchées de R. Officinalis L., tandis que
BALANSARD [24] met en évidence plusieurs mucilages, tanins, et acides organiques
dont l'acide glycolique, citrique et glycérique, et surtout des hydrocarbures de I'HE
comme le squaléne, le carvophyliéne et 'humuléne.

Cinqg années plus tard, SCARPATI et ORIENTE |25|, en étudiant un extrait de
Romarin, isolent l'acide rosmarinique, tandis que SEMRALUJ et Coll. [26] identificnt 1a
diosmeétrine et la lutéoline, deux flavonoides de R. Officinalis L.

Peu de temps aprés, BRIESKORN et Coll. 127,28, isolent a partir des sommités
de R. Officinalis L., des lactones diterpéniques dont l'acide carnosolique et le carnosol.
ains1 que des flavonoides comme la 5-hvdroxy-4'-7-diméthylflavone [29.30|. et des
acides gras hydroxylés contenus dans la membrane cuticulaire de R. Officinalis L. [314.

En 1969, SENDRA et Coll. |32 en utilisant unc technique d'identification par
chromatographie sur colonne, isolent l'apigénine et la lutéoline. Leurs résultats firent
“confirmés par LALLEMENT et Coll. |33].

Une année plus tard, GRANGER et Coll. |34] identifient I'a-pinéne et la
verbénone de I'HE de R. Officinalis L. D'autres auteurs publiérent des listes plus
exhaustives de constituants de I'HE isolés et identifiés [33,36].

En 1972, SKRUBIS et Coll. [37| étudient I'HE de Romarin de Gréce. Leurs
résultats montrent que cette HE contient 51 % de 1,8-cinéole, 10 % d'a-pinéne et 5 % de
camphre et de bornéol.
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RASMUSSEN et Coll. [38] isolent ke camphre, l'acétate de bornyle, I'a-terpinéol,
le B-terpinéol, le terpinéne-4-ol, le bornéol et la verbénone, ainsi que des hydrocarbures
monoterpéniques, a partir des feuilles fraiches de R. Officinalis L. Tandis que
CABOTORRES et Coll. [39] identifient I'a et le B-pinéne, ie camphene, le limonéne, le
linalol et le 1.8-cinéole.

En 1977, DEVETAK et Coll. [40| publient les compositions d'échantillons d'HE
extraite i partir de Romarin de Yougoslavie et de Bulgarie. Les constituants majoritaires
de ces échantillons sont le 1,8-cinéole. l'a-pinéne, le camphéne, le camphre, lev-
terpinéne et le terpinoléne, avec une concentration importante en I,8-cinéole dans le

Romarin vougoslave ( 35 % ).

Trois années plus tard. CARDOSO DO VALE [41] signale la présence de
myrcene
(30 %) et d'a-pinéne ( 25 % ), dans le Romarin portugais. Tandis que HARTMANN {42
identifie le géraniol, le benzéne et le myrcéne dans 'HE de R. Officinalis L.

En 1984, VERPTTAL et Coll 143| isolent et identifient des acides-phénols de R.
Officinalis L. par chromatographie en phase liquide ( HPLC ).

Deux années plus tard. PROVENCA DA CUNHA [44] étudie la variabilité de
I'HIE de Romarin portugais en fonction de la période de floraison. Il constate une
variation de la composition en constituant majoritaire de 'HE, le myrcéne qui voit sa
concentration passer de 40 a 52 % du début a la fin dc la floraison.

De leur coté, FARAG et Coll. |[45| constatent 'abondance de 'a-pinéne ( 36 % ),
du camphéne ( 11 % ) et du p-cyméne ( 11 % ), dans 'HE du Romarin égyptien. Tandis
quaux Etats-unis, TUCKER et MACIARELLOI46| distinguent sept sous-especes de
Rosmarinus L., en étudiant 24 peuplements de Romarin américain parmi lesquels deux
peuvent étre assimilés 4 R. Eriocalyx ( De No¢ ). 1l publicnt a ce fait, une composition
trés détaillée de leurs différentes HE, qui s'avérérent a haute qualité commerciale.

En 1987, HETHELYT et Coll. (47} étudient les HE de Romarin de Hongrie et de
Yougoslavie. Ils constatent alors la prédominance de 1,8~inéole, de camphre et
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d'a-pinéne dans les divers échantillons. STEINMETZ et Coll. 148, quant a eux. constatent
I'influcnce de certains constituants de 'HE de R. Otficinalis .. (camphre et 1.8-cinéole)
sur le cortex cérébral des rats i vitro, ‘

ROSUA et GARCIA-GRANADOS |1; font une étude comparative des HE de R.
Eriocalyx, R. Officinalis ¢t R. Tomentosus, cucillis en Espugne. Is trouvent que les
constituants majoritaires de ces HE sont l'a-pinéne, le camphre, le A3-caréne, le 1.8-
cinéole, et l'a-terpinéol. La différence essentielle entre les HE de ces trois espéces étant la
concentration en a-pinéne qui est beaucoup plus élevée pour R. Officinalis ( 70 % ) que

pour R. Eriocalvx et R. Tomentosus ( environ 50 % ).

En 1989. FOURNIER ci HABIB 49 montrent gue le Romarin de Tunisie contient
plus de 30 % de 1.8-cinéole.

Peu de temps aprés, FLAMINI et CION] [50] étudiérent la variabilité de I'HI de R.
Oftticinalis L. en fonction de la période de cuecillette et de la coloration des tleurs. s
constatent que fe Romarin a fleurs blanches contient plus dhydrocarbures et de | &-
cinéole comparé au Romarin a fleurs bleues. et ce au détriment des atcools monoterpén-
ques et de leurs esters. tandis que les rendements en HE semblent pius élevés au mois de

Septembre gqu'au mois de Mars.

Quant-a SVOBODA et DILANS |51, ils étudiérent les propriétés anti-oxydantes de
I'HE de Romarin commercial anglais, et concluent a de bonnes propriétés anti-oxydantes.

D'autres auteurs s'intéressérent ces quatre derniéres années, aux propriétés anti-
oxydantes naturelles de la concréte de R. Officinalis L. |52,53,54,53, ainsi qu'aux extraits
au CO» super-critique 156,37}, Les résultats a ce fait sont trés encourageants.

Les recherches en cours actuellement. visent la mise en ceuvre d'un procédé
adéquat permettant la sélection de substances naturelles anti-oxydantes capables de
remplacer de manidre efficace les anti-oxydants artificicls utilisés actuellement dans
I'industrie alimentaire.



I'¢tude que nous avons entreprise vise la connaissance des HE des deux espéces de
Romarin répandues en Algerie: R. Ofhicinalis L. et R. Eriocalvx. Ce dermer. a notre

connaissance, n'avant pas ¢te étudi¢ jusqu'alors. dans notre pays.
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RAPPLELS  THEORIQUES




I- GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES

Le monde végétal qui nous entoure renferme un trés grand nombre de senteurs.
Pour conserver avec lui les parfums qu'il jugeait agréables, I'homme a toujours récolté les
végétaux odorants; mais la parfumerie proprement dite n'est née que lorsqu’un esprit
inventif chercha des sources permanentes et constantes de matiéres premiéres. Clest ainsi
que les premiers parfums, d'origine végétale, furent obtenus par combustion de gommes,

de résines, de lichens et d'écorces (58|,

Le mot “Partum” venant du latin "Per Fumum”. signiliant “a travers la fumée”

témoigne de cette vieille pratique.

Lart de la parfumeric proprement dit semble avoir été¢ connu des Chinois, des
Hindous, des Egyptiens. des Hébreux. des Assyriens: puis des Arabes. des Grees et des

Romains.

Les premiéres techniques d'extraction des végétaux connues étaient les infusions
dans l'eau chaude, J'épuisement au moven des huiles et des graisses. puis l'entrainement a
la vapeur d'eau, la distillation dans I'eau. et enfin beaucoup plus tard l'extraction par
solvants volatils, ¢t les autres méthodes modernes d'extraction.

C'esr alors qu'est née la terminologic se rapportant aux extraits végétaux,
notamment les normes internationales utilisées actuellement ( AFNOR, ISO, etc... ).

Aujourdhui, on-appelle huile essentielle vraie, le produit d'extraction des végetaux
par hydrodistillation. On regroupe également sous le terme d'huile essenticlle le produit
d'extraction des plantes par entrainement 4 la vapeur d'eau et par distillation mixte.

Les HE sont communément appelées essences. Ce sont des substances odorantes,
huileuses, volatiles, incolores ou Iégérement teintées, inflammables, s'altérant facilement a
l'air en s'oxydant et en se résinifiant. Contrairement aux huiles courantes, leurs taches sur
le papier ne sont pas persistantcs‘et"éa'évaporent facilement.
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Elles sont généralement liquides a la température ambiante. Teur densité est
généralement inférieure a f'unité; et leur intervalle de congélation varie beaucoup plus que
celui de fusion. Elles possédent des indices de réfraction trés élevés. compris pour la
plupart entre 1,45 et 1,56. La plupart font dévier le plan de polarisation de la lumiere,
mais quelques unes sont optiquement inactives.

La composition chimiques des HE est complexe. Ony trouve généralement des
composés terpéniques, des acides gras, des esters, des cétones, des aldéhydes, des
coumarines volatiles, etc |591.

Scion les constituants prédominants. on peut diviser les HE en trois categortes [60i:
- Les HE hydrocarbonées. riches en terpénes (pin. citron....)

- Les HE oxygénées, riches en alcools, esters, ¢te (rose, menthe....).

- Les HE sulfurées, (coniféres, liliacées, ...).

L'odeur des HE est un mélange d'odcurs caractéristiques de leurs constituants avec
généralement un constituant qui donne la note olfactive prédominante.

Ii- LES PROCEDES D'EXTRACTION

L'essence végétale peut Stre extraite soit de la plante enticre, des pétales de fleurs,
des fleurs, des feuilles, des racines, du bois, du fruit, ou des sucs résineux ( térébenthine de
la gemme de pin. ) |61].

Suivant la partie de la plante extraite, le procédé d'extraction mis en ceuvre est
différent, et par conséquent la composition de l'extrait en est affectée 162.63).

Parmi les différents procédés d'extraction, nous citerons principalement. la

distillation a la vapeur d'eau. I'extraction par solvant, au forane et au CO7 liquide ou
super-critique.
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II-1- LA DISTILLATION A LA VAPEUR D'EAU

La distillation a la vapeur d'eau conduit a la majorite des HE. Elle est

définie comme la séparation d'un mélange de composés liquides. basée sur la volatilité

relative des différents constituants du mélangs [64|.

La mise en ceuvre de la distillation & la vapeur d'eau se fait soit en
immergeant la plante dans l'eau bouillante, le procédé est alors appelé hydrodistillation,
soit en faisant passer un courant de vapeur d'eau a travers la matiére végétale, le procéde
est alors appelé entrainement a la vapeur deau, soit en combinant les deux methodes

précédentes. on réalise alors une distillation mixte.
LTE emprisonnée dans les glandes de la plante diffuse a travers les ussus
végétaux vers la surface de celle-ci, puis est cntrainée sous 'action de l'eau bouillante et de

la température levée.

[i-1-1- L'entrainement a la vapeur d'eau:

Lentrainement a la vapeur d'eau consiste a récupérer ['HE des végetaux, en
faisant passer a travers ces derniers un courant de vapeur d'eau. qui entraine 'HE. Les
oxtraits obtenus sont refroidis, décantés et distillés, et I'HE est récupéree.

La théorie la plus connue décrivant e processus d’entrainement 3 a vapeur
d'eau est celle de Guenther |64! et de Von-Rochenberg |65].

Selon ces deux auteurs, les phénoménes intervenant lors de I'entrainement a

ia vapeur d'eau seraient essentiellement des phénomenes d'osmose et de diffusion libre.

La vapeur d'eau sous l'action de la température élevée, pénctre a l'intérieur
des tissus végétaux, ol elle constitue avee I de 1a plante une émulsion de trés grande
miscibilité. Le mélange obtenu diffuse a lintérieur des cellules et a travers leurs parois
internes par phénoméne d'osmose, puis arrive 4 1a surtace de la plante ou il rencontre une

résistance a son passage.

-16-



Cette résistance au cours de |'extraction est souvent atténuée par Feffet de la
pression du flux de vapeur d'eau et de la température, et le mélange HE-vapeur d'eau est
entrainé vers l'extérieur de la plante sous forme d'azéotropes par de la vapeur d'eau
fraiche.

A lextérieur de la plante, I'TIE diffuse loin de celle-ci, puis est entrainée par
le courant de vapeur d'eau.

[.a vitesse d'extraction de I'HE est régie par I'¢tape limitante du processus

d'entrainement 2 la vapeur d'eau.

Si la matiére végétale esi unacte ou trop humide, la vitesse d'extraction,
essentiellement régie par un phénoméne d'osmose a l'intérieur de la plante. sera lente. <t
tcs constituants distilleront dans {'ordre de leurs solubilités relatives dans I'eau bouillante,
auquel cas les composés polaires ou oxygénés distilleront avant les hydrocarbures peu

polaires.

Si la matiére végétale est broyée, cest la dittusion libre de 'HE qui régit
I'extraction. le brovage détruisant les barriéres cellulaires entre I'HE et la vapeur d'eau [66].
Les constituants de PHE distilleront dans l'ordre de leurs volatilités relatives, et la durée
d'extraction s'en trouvera considérablement réduite.

De plus, chaque constituant de 'HE ayant sa propre tension de vapeur a la
température du milieu et sa propre solubilité dans la vapeur d'eau condensée dans les
glandes végétales, il aura sa propre vitesse dextraction, qui sera elle aussi affectée par
I'état de la matiére végétale ( séche, humide, découpée ou entiere ).

Il apparait de ce qui précéde que si I'HE de la plante est contenue dans les
glandes exogénes, les parois cellulaires superficielles seront facilement détruites sous
laction de la température et de la pression de vapeur d'eau, et I'HE sera récupérée
rapidement, ses différents constituants sortant dans I'ordre de leurs volatilités relatives et
de leurs points d'ébullition croissants. Par contre, si I'HE de la plante est contenue dans les
glandes endogénes de celle-ci, les parois cellulaires constitueront un obstacle au passage
‘de 'HE ¢t l'extraction, trés lente, sera régie par un phénomene d'osmose, les constituants
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de I'HE sortant alors dans l'ordre de leur solubilité croissante. Ainsi les composés
oxvgénés ( alcools. aldéhvdes, ... ) et polaires sortiront avant les hydrocarbures
monoterpéniques 163]|. Un tel phénoméne prouverait la miscibilité de I'HE a la vapeur
d'eau, 4 la température d'ébullition de I'cau.

Le processus d'entrainement a la vapeur d'cau est affecté par de nombreux
paramétres, qui sont essenticllement: '
[I-1-1-1- l.e rendement en huile essentielle:

On détinit le rendement en HE comme étant le rapport entre fa masse d'HE ( rriHE )
obtenue et la masse de matiére végétale seche ( Mg ) ou humide ( My ). exprimices dans la

meme umté de masse.

Le rendement en HE, exprimé en pourcentage, ¢st doné respectivement par les

relations suivantes:

My

Rd,. (%) —F . 100 D.
we (70) M, (b
m, ..
R, (%)~ THE 100 2).

h

La relation (1) est la plus couramment utilisée. car elle tait fi d'un parametre
important lié a la matiére végétale. qui est le Laux dhumidii¢ de la plante. Ce dernter
paramétre pouvant étre calculé par la méthode de distillation azéolropique au xyléne

( voir Annexe I).

II-1-1-2- L:a durée d'extraction:

Cest un parametre important de l'entrainement a la vapeur d'eau. Il fourmt des
informations sur la localisation de I'HE a J'intérieur de la plante.

Ainsi les plantes dans lesquelles I'HE est située dans des glandes éxogénes auront

un temps dextraction relativement court, tandis que les plantes dans lesquelles 'HE est
située dans des glandes endogénes auront un temps d'extraction plus long. '
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[1-1-1-3- Les courbes de distillation:

Les courbes de distillation fournissent des informations concemant la cinctique
d'extraction. On distingue:

- Les courbes de distillation totales ( Figure 3-a ):
Ce sont généralement Ies courbes donnant la variation de la masse d'T{E (myE )oude
son rendement ( RAHE ) en fonction du temps ( t ). Elles possédent deux parties
essenticlles, la premiére partic concernant la distillation de I'IE située a la surface de la
mati¢re végétale, ou la vitesse d'extraction est élevée et constante, jusqu'a l'épuisement de
'HE  superticielle: la seconde partie est caractérisée par un pallier ou la vitesse de
distillation. relativement lente. est régic par des phénomenes de ditfusion a travers les

tissus endogénes de la plante.

- Les histogrammes ( Figure 3-b ):
Ce sont des courbes périodiques, domnant la variation de la quantit¢ dTE recueillie
pendant des intervalles réguliers de temps. Elles fournissent des informations concernant
la cinétique du processus et la composition de 'HE. Suivant que I'HE est riche en

monoterpénes, dérivés oxygénés ou sesquiterpénes. le maximum de I'histogramme sera
situ¢ au début, au milieu ou a la fin de celui-ci.

II-1-1-4- La température du distillat:

La température du distillat est lide  la solubilité et a I'évaporation de I'IIE, dont il
faut tenir compte pour le choix d'une température convenable. La récupération compléte
de I'HE des eaux de condensation dépend done de la temperature du distillat recueilli A 1a
sortie du condenseur. En augmentant celle-ci la densité de I'HE diminue plus rapidement
que celle de f'eau, et par conséquent, la séparation est améliorée, mais les risques

d'évaporation et de solubilité sont alors importants.
Il faudra donc en tenir compte et choisir un compromis entre ces deux parameétres,
¢n tenant compte d'autres facteurs comme la nature de I'HE i extraire 167,68.69|.

De plus, sil'extraction par entrainement 4 la vapeur d'eau est effectuée i unc assez
?

grande échelle ( semi-pilote ), il faudra tenir compte de deux autres paramétres importants
qui sont: la vitesse de distillation et la quantité de vapeur d'eau.
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I1-1-1-5- La vitesse de distillation:

Elle est définie comme étant le volume de distillat recueilli pendant une heure a
partir d'un appareillage de distillation ayant une capacité de 100 litres. Elle est exprimée
en pourcentage ou en litre/heure ou parfois en milli-litre/minute.

La vitesse de distillation ainsi définie est dite absolue.

I1-1-1-6- L.a quantité de vapeur d'eau:

On défimit la quantité de vapeur d'eau utile, la vapeur utilisée pour P'entrainement
de I'HE. Elle est évaluée par ia quantité des eaux de distillation et s'exprime en kg de
vapeur’kg d'HE ( QyE ) ou en kg de vapeur/kg de matiére végétale ( Qpgv )- Elle dépend
fortement de I'état de la maticre végétale utilisée, de la quantité et de la composition de
I'TIE, ainsi que de la vitesse de distillation.

II-1-2- 1L.'"hyvdrodistillation:

Au cours de l'hydrodistillation, la matiere végétale est en contact direct avec de
l'eau bouillante. L'extraction de I'HE se fait donc dans des conditions agressives vis-a-vis
de 'HE. qui peut subir l'influence de réactions secondaires ( hydrolyse, élimination,
cyclisation, réarrangement ) favorisées par la température ( 100 °C ), le pH acide du
milieu acqueux ( situé entre 4 ct 7), et la durée de 'hydrodistillation qui par le contact
prolongé de l'cau et de la plante augmente les risques d'artefacts de Cistillation.

Dans une eau acide, les esters peuvent réagir avec l'eau et former les alcools et
acides correspondants, tandis que les terpénes sont exposés a un risque de dégradation
favorisé par une longue durée d'extraction [70,71|. Certains auteurs observent, a cet ettet,
la dégradation de l'acétate de l'inalyle en limonéne, myrcene, terpinoléne, alcools et esiers
162,72|.

Les paramétres influencant I'hydrodistillation sont les mémes que ceux influengant
I'entrainement 4 la vapeur d'eau. Cependant, il est nécessaire de tenir compte d'autres
facteurs comme le pH et la température du milieu acqueux, qui influencent fortement la
composttion de I'HE [73,74|. '



[1-1-3- La distillation mixte:

La distillation mixte est un processus couplant l'entrainement a la vapeur d'eau et
I'hydrodistillation. Au cours de l'extraction la matiére végétale baignant dans l'eau
bouillante est traversée par un courant de vapeur d'eau. Les divers phénomeénes
d'extraction se trouvent combinés. Il semble que ce procédé a pour principal avantage de
diminuer les réactions secondaires subies par I'HE sous l'action de I'eau acide.

" [1-2- L'EXTRACTION PAR SOLVANTS:

I-2-1- L'extraction par solvants volatils:

Lextraction par solvanls volalils consiste en la mise en contact de la matiere
végétale, avec un solvant qui dissout et extrait les constituants solubles contenus dans la
plante. Le solvant ¢vacu, l'opération peut-3tre renouvelée plusicurs fois sur la méme

charge de matiére végétale.

Le solvant chargé ( miscella ) est ensuite évaporé et récupéré. Le produit
dlextraction est alors récupéré. et peut subir des traitements uiténeurs comme des lavages
a Talcool 2 95°C, pour obtenir une absolue dont les caractéristiques olfactives proches de

celles du végétal, sont trés recherchées.

Parmis les solvants utilisés, beaucoup étaient connus au sidcle dernier [75). Certains
comme les dérivés aromatiques, ont été abandonnés en raison de leur toxicité.
Actuellement, les solvants les ptus utilisés dans findustrie sont: I'hexane, I'alcool éthylique

et 'eau.

Llextraction par solvant présente l'avantage de donner une concréte dont les
qualités olfactives sont meilleures que celles de I'HE correspondante, elle est de plus stable
i T'air libre. Mais selon I'utilité a laquelle est destinée la concréte, I'on peut séparer 'HE
~ des composés lourds de celle-ci. On obtient ainsi une HE de qualité supérieure.



[1-2-2- L'epuisement par solvants fixes:

[I-2-2-1- La macération ou digestion:

Le principe de cette méthode est fondé sur l'affinité importante que présentent
généralement les molécules odorantes pour les huiles et les graisses fixes. L'épuisement
des substances odorantes par les huiles grasses se fait généralement a chaud ( 50 a 70°C)
car la vitesse d'extraction est alors plus importante |76.

11-2-2-2- 1.'enfleurage:
Cette méthode d'extraction est utilisée pour extraire les essences de fleurs

particuliérement délicates, comme le jasmin, la rose, etc.... Les pétales de fleurs sont
déposés, a la température ambiante, sur des plaques enduites de graisses solides sur
lesquelles, elles séjournent de 24 4 78 heures. Les essences de fleurs sont récupérécs SOus
forme de pommades, qui sont ¢nsuite chauffées, décantées, et filtrées. Si l'extraction se fait
A température moyenne ( 50 a 70°C ) on parlera alors de digestion.

11-2-3- L'extraction au C'()+ lignide ou super-critique:

L'extraction au CO7 liguide ou super-critique est une méthode d'extraction
moderne. Elle fournii un composé dont les qualités naturelles sont reproduites trés
fidélement, et complétement dépourvu de résidus de solvants méme a I'état de traces
infimes. Elle est donc trés utilisée dans l'industrie alimentaire notamment pour I'extraction
des produits anti-oxydants des condiments comme la Sauge et le Romarin '57].

I1-2-4- 1.'extraction au Forane 113:

L'extraction au Forane 113 ou 1.1,2-trichloro-1,2,2-tnfluoroéthane, se fait en trois
élapes:
- L'extraction classique qui permet de récupérer un mélange de concréte et d'eau, et
un résidu végétal, sec et stable, et valorisable par ailleurs.
- Le recyclage du solvant qui donne une concréte.
- L.a séparation de 'HE de la concrete.



Ce prodédé d'extraction permet une exploitation optimale de la matiére végétale, la
- diminution des différents rejets ainsi que la réduction de la consommation énergétique 177!,

[1-3- L'EXPRESSION A FROID:

C'est une_méthode d'extraction physique, spécifique des agrumes, des arachides ot
de certains fruits & huiles ( olives, tourncsol, etc... ). Elle consiste 4 appliquer une forte
pression a la matiere végétale afin d'en extraire l'huile recherchée. Elle est suivie par
différentes opérations de purification et de séparation de 1'HE ( décantation, tiltration,

centrifugation ).

Elle présente 'avantage de donmer un produit naturel non-altéré par des produits

chimiques résiduaires (78],

I1I- METHODES D'IDENTIFICATION ANALYTIQUES DES
COMPOSES CHIMIQUES:

Parmi les’ nombreuses méthodes analviiques connues & ce jour. nous nous sommes
intéressés particuliérement a deux d'entre elles. qui sont:
- La chromatographic en phase gazeuse ( CPG ).
- La chromatographie ¢n phase gazeuse couplée a la spectromélric de imassc
( CG/SM).

III-1- LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE |79,80,81|:

{[1-1-1- Principe de la méthode:

La chromatographie en phase gazeuse est une technique d'analyse relativement
récente. Elle fit son apparition avec les travaux de James et Martin en 1952.

Dérivée de la chromatographie en phase liquide, introduite par Martin et Synge,
qui s'est inspiré d'autres travaux plus anciens ( Tswett, etc ), la CPG emploie toujours unc
phase stationnaire contenue dans une colonne, partie essentielle du chromatographe a
travers laquelle circule la phase gazeuse. |
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Dans la colonne se trouvent donc deux phases: une phase mobile et une phase
stationnaire. Cette demniére est constinée soit:

- Par un adsorbant solide, c'est la cas de la chromatographie d'adsorption
gaz/solide.

- Par un support solide recouvert d'un mince film liquide trés peu volatil appelé
solvant, c'est le cas de la chromatographie de partage gaz/liquide.

I.a phase mobile est constituée par un gaz qui traverse la colonne. Le solut¢, aprés
avoir été volatilisé a l'entrée de la colonne, est entrainé a travers celle-ct par un gaz

chimquement inerte, appelé gaz vecteur ou gaz porteur.

A la sortie de la colonne est placé un détecteur qui permet d'enregistrer en continu
la variation de la concentration en fonction du temps, sous forme de chromatogramme; ce
dernier est constitué d'un ensemble de pics caractéristiques des constituants du melange

analysé.

les différentes données. de rétention permettent alors ['analyse qualitative et

quantitative de I'échantillon analvsé.

[1i-1-2- Application: Analvse quantitative de I'huile essentielle:

Une fois lidentification des pics effectuée, un chromatogramme permet 'analyse
quantitative de I'HE, notamment par la méthode de proportionnalité des atres des pics.

D'autres données permettent ézalement une meilleure connaissance de 1'échatillon
étudié. Pour les HE et d'une maniére générale pour un produit contenant des fragrances
volatiles, la détermination du taux en volatils de 'HE par la méthode de la solution étalon
au biphényle, est une donnée essentielle a la connaissance du produit étudié.

- Principe de la méthode:

La méthode de détermination du taux en volatils, par la méthode de la solution
étalon au biphényle est basée-sur I'hypothése de I'égalité des coefficients de réponse des
composés volatils et du biphényle.

.25



Ausst, une quantit¢é connue d'HE est dissoute dans une solution étalon de
biphényle, et le mélange obtenu est analysé par CPG. Le taux de composés volatils de
I'HE est ensuite calculé par la formule suivante:

TV (%) =2 . 100 (3).
m\)
SCV
avec  m = % My (4).
Sﬁ

ou mCy est la masse réelle de composés volatils contenus dans 'HE injectée; my, la
masse de I'HE, et my4, la masse de biphényle injectée, exprimées en grammes. Scy; et
S, sont les aires des pics des composés volatils et du pic de hiphénvle respectivement. I.e
taux en composés volatils est exprimé en pourcentage.

St TV est une valeur ¢levée, I'HE étudice est légére ot de bonne qualité. Par contre
st TV a une valeur faible. 'HE étudiée sera lourde, et donc riche en composés qui ne font

pas partie de la lraction volatile odorante recherchee.

I-2- LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE COUPLEE A LA
SPECTROMETRIE DE MASSE ;82,33

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrometrie de masse: CG/SM
est la technique de choix la plus performante de nos jours pour I'analyse isotropique des
mélanges complexes. Elle présente l'avantage de fournir une identification quasi-compléte
des échantillons les plus complexes. méme en infimes quantités ( de l'ordre du

nanogramme. ).

En effet, l'utilisation de la CPG a haute résolution ( colonne capillaire ) couplée a
la spectrométrie d basse échelle de masse ( 400 uma ), le tout allié a l'outil informatique
(micro-processeur ou ordinateur ), permet le développement de méthodes d'identification
fiables et rapides.



L'échantillon a4 analyser est introduit dans le chromatographe puis séparé et
analyse. Les différents constituants gazeux arrivent dans le spectrométre de masse ou iis
sont fragmentés est séparés en fonction de leur masse. et plus précisément de leur rapport
( m/e ), puis leur répartition est donnée sous la forme d'un spectre de masse.

L'appareillage de spéctfométrie de masse comprend donc trois parties principales:
- Une chambre d'ionisation. '

- Un systéme analyseur pour la séparation des ions.

- Un ensembie de détection / amplification / enregistrement.

Un appareillage de CG/SM permet donc de fourmnir un chromatogramme
accompagé d'un ensemble de spectres de masse, correspondant a l'identification précise de
chaque constituant séparé par CPG. Clest donc une technique de pointe permettant la
connaissance d'¢chantillons parfois complexes, en un temps trés court.
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A- EXTRACTION EST ETUDE ANALYTIQUE COMPAREE
DES HUILES ESSENTIELLES DE ROSMARINUS
ERIOCALYX ET ROSMARINUS OFFICINALIS LINN.
OBTENUES PAR ENTRAINEMENT A LA VAPEUR D'EAU
ET PAR HYDRODISTILLATION.

I EXTRACTION PAR ENTRAINEMENT A LA VAPEUR
D'EAU DES HUILES ESSENTIELLES DE ROSMARINUS
ERIOCALYX ET ROSMARTINUS OFFICINALIS LINN.

L'entrainement a la vapeur d'eau est un procédé dextraction connu depuis le moyen
age. Il a été mis en ceuvre pour la premiere fois par Avicennes, mais c'est 2 Grasse en
France, au debut de notre sciecle, qu'il a été utilisé a des fins industrielles et commerciales.

De nos jours, beaucoup d'essences sont extraites par cec procédé, ct les HE produites
sont soumises a des normes internationales rigoureuses.

Nous avons choisie de mettre en ceuvre l'entrainement a la vapeur d'eau a I'échelle
laboratoire, afin d'extraire 'HE de deux espéces de Romarin: Romarinus Eriocalyx et
Romarinus officinalis L.

Les huiles ainsi extraites ont &té analysées par CPG at par CG/SM, afin de
déterminer leur composition.

De plus, {étude de la cmétique du processus d'extraction par entrainement a la
vapeur d'eau a été entreprise.

I-1- Mode opération:

Nous avons procédd d l'extraction de I'HE par entrainement a la vapeur d'eau, a
I'aide de l'appareillage de 1a Figure 6.
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Figure 6 : Dispositif expérimental de !'entrainement & la vapeur d'eau.



Le montage comprend un ballon de capacité 3 litres, rempli d'eau bouillante, et
surmonté d'une colonne en verre contenant la matiére végétale ( sommités fleuries ou
aériennes, coupées en petits morceaux ). La vapeur d'eau se dégageant du ballon traverse
ainsi la matiere végétale et va se condenser, A travers un réfrigérant placé en amont de la
colonne. Le distillat est récupéré dans une éprouvette graduée, puis est soumis a extraction
a l'ether diéthylique. L'HE est récupérée aprés évaporation de I'éther.

La durée d'extraction a été évaluée expérimentalement et fixée & 2h pour tous les
essais. Le débit de vapeur et la masse de matiére végétale traitée ont été fixés
respectivement a 4,5 mi/mn et 50g de plante. pour des raisons pratiques.

I-2- Détermination du rendement et de la composition de I'huile essentielle de
Rosmarinus Eriocalyx et Rosmarinus Officinalis Linn.:

I-2-1- Protocole expérimental:
Des échantillons de matiére végétale cueillis au mois d'Avril 1993, ont été

identifiés a I'Institut National d'Agronomie, et ont subi un échantillonage avant utilisation.
L'ensemble des expériences ont porté sur la movenne de deux essais consécutifs.

Ie rendement en HE Rdy g, a été calculé par la relation ( 1 ) des rappels théoriques.

II est exprimé en pourcentage.

D'autre part, lidentification et l'analyse des HE obtenues, ont été effectuées par
CPG et par CG/SM.

L'appareil utihsé pour la CG/SM est un instrement Hewlett-Packard composé d'un
chromatographe 5890 A, muni d'un détecteur de masse 5970 A, qui est un systéme
quadripblaire utilisant une énergie d'ionisation El de 70 ¢V, le toutl piloté par un
ordinateur Hewlett-Packard 300 série 9153 C.

Les conditions opératoires d'analyse sont établiés comme suit:

- Gaz vecteur: Azote; débit: 1ml/mn.

- Colonne capillaire en silice fondue, de longueure 1. =25m et de diamétre d =0,23
mm, greffée d'une couche de polvdiméthvlsiloxane ( DBP1 ) d'épaisseur 1,5um.



- Températures:
~ Colonne: 60°C a 200°C, A raison de 3°C/mn.
- Injecteur avec diviseur d'entrée ( 1/100 ): 200°C.
- Détecteur: 250°C.
- Quaatité myectée: 0,1ul.
Quant-3 la CPG, le chromatographe utilisé est un instrument DELST série 330,
¢quipé d'un détecteur 4 ionisation de flamme: les conditions d'analyse étant les mémes que
celles utilisées pour la CG/SM.

I-2-2- Résuitats et discussion: Nous avons procédé a l'extraction des HE de
Rosmartnus Eriocalyx et Rosmarinus Officinalis L. par entrainement i la vapeur d'eau.

Les rendements ¢t les compositions des échantillons obtenus ont été déterminés en
sutvant le protocole expérimental ci-avant.

Les chromatogrammes des deux HE sont donnés aux figures 7 et 8. L'ensemble des
résultats sont regroupés dans le tableau I.

Ces résuitats montrent que les rendements en HE obtenus sont satisfaisants. Ces
valeurs sont comparables & celles obtenues par Foumnier et Coll. 49| qui trouvent un
rendement en T compris entre 1,5 et 2,0% pour R. Officinalis L. de Tunisie.

D'un point de vue composition, nous constatons que ces HE ne contiennent que des
hydrocarbures terpéniques, et plus particuliérement des monoterpénes oxygénés et des
sesquiterpénes.

En effet, 'HE de R. Eriocalyx se caractérise par un taux relativement élevé en 18-
cineole ( 42% ), suivi par le camphre ( 13% ), le bornéol { 7,6% ) et I'a-terpinéol ( 5.4% ).
Parmi les sesquiterpénes que contient cette huile, les principaux sont le §-caryophylléne

(2,6% ), son oxyde ( 2,4% ), l¢ 3-cadinéne ( 2,1% ) et l'a-humulene (1,9%).
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Figure 7: Chromatogramme de I'huile essentielle de Rosmarinus Eriocalyx, obtenue par

entrainement a la vapeur d'sau.
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Tableau I: Comparaison du rendement et de la composition des huiles essentielles
obtenues par entrainement a la vapeur d'ecau de Rosmarinus Eriocalvx et

Rosmannus Officinalis Linn.

Espéce de Rosmarinus R. Eriocalyx R. Officinalis L.
Rdyr (%) 1,20 1,36
Constituants Teneur relative. ( %)
a-pinéne 1,9 - traces
camphéne 1,3 traces
B-pinene 1,9 traces
myrcéne 1,0 _ traces
p-cyméne 1.5 traces
1,8-cinéole 42.8 7.5
v-terpieéne 0,5 traces
hydrate de sabinene 0,3 traces
terpinoléne 0.2 traces
linalol 1,6 . 11
camphre | 130 | 121
bomeéol 7.6 10.1
terpinéne-4-ol 1,9 2,6
a-terpinéol 5.4 9.5
acétate de bornyle 29 7.2
a-copacne 1,2 23
B-caryophyléne 2.6 139
a-humuléne 1,9 33
s-muurolene 1.0 4.8
| a-muuroléne 0,5 38
o-farnéséne 0,4 1,1
v-cadinéne 0,6 2,6
§-cadinéne 21 7.0
calacoréne 0,3 . 0,9
oxyde de caryophyléne 2.4 2.4
oxyde dhumuléne 0,5 0,3
produits lourds non 2.7 7.5
identifiés.
total 100 % 100 %

traces < 0,05 %.




Il en est de méme pour 'HE de R. Officinalis L., qui voit cependant sa teneur en
dérivés sesquiterpéniques augmenter au détriment du 1,8-cinéole ( 7,5 % ). Ses principaux
constituants restent le camphre (12,1 % ), le bornéol ( 10,1 % ), 'a-terpinéol ( 9,5 % ) et
lacétate de bomyle ( 7.2 % ) comme dérivés monoterpéniques oxygénés, et le f-
caryophylleéne ( 13,9% ), et 5-cadinéne ( 7 % ), le e-muuroléne ( 4,8 % ), I'o-muuroléne
(3,8 % ) et 'a-humuléne ( 3,3 % ) comme sesquiterpénes.

It est 4 noter également que R. Eriocalyx présentement étudié, differe de celui
étudié par Rosua et Garcia-Granados |1, puisque ce dernier a pour constituant majoritaire
l'a-pinéne avec une concentration variant entre 50 et 70 %. Il 'en est de méme pour R.
Officinalis L. du Portugale. d'Egypte. et de Hongrie 141.45,47(. Toutetois. il présente des

similitudes dans la composition avec le Romarin Officinal du Maroc, de Tunisie, de

Yougoslavie et de Gréce [37,46,49,84).

Aussi, en Algérie, serions-nous tentés de dire que nous sommes en présence de
deux types chemotaxonomiques du genre Rosmarinus, ce qui devra étre corroboré,
notamment par des études de vanabilité inter-spécifique et saisonniére des deux romarins.

[-3- Evolution du rendement en huile essentielle au cours du temps de
Rosmarinus Eriocalyx et Rosmarinus Officinalis Linn : calcul des
constantes de vitesse de I'extraction.

La connaissance du procédé d'extraction pour unc matidre végétale donnée passe
par la détermination des lois de vitesse régissant I'extraction. Ces derniéres lois sont
importantes car elles donnent des informations sur la structure du végétal et plus
particulierement sur I'emplacement des glandes sécrétrices de I'HE, qui est déterminant
pour le choix du procédé d'extraction a mettre en ceuvre.

Dans le but de déterminer Ies lois de vitesse de l'extraction par entrainement a la
vapeur d'eau de R. Eriocalyx et R. Officinalis Linn. nous avons suivi I'évolution du
rendement et de la composition des HE des deux romarins étudiés, en fonction du temps
d’extraction, et nous avons calculé les constantes de vitesse du processus.



I-3-1- Protocole expérimental: En utilisant le méme protocole expérimental que
précédemment ( & A-I-1). eten procédant sur le meémes échantillons de matiére végétale.
nous avons recueilli 'HE par fractions successives, 4 des intervalles de temps réguliers.

[-3-2- Résultats et discussion: Les variations du rendement en HE en fonction du
temps, de Rosmarinus Eriocalyx et Rosmarinus Officinalis L. sont données dans le tableau

11

Tableau [I: Evolution du rendement en huile essentielle obtenue par entrainement a

la vapeur d'eau. au cours du temps. de Rosmarinus Eriocalvx et

Rosmarinus Otficinalis Linn.
] 1] 1 | ] i i [
| t(mn) S |10 | 15 1 20 1 25 1 30 1 45 1 60 | 90 i 120
Rdpp RE (%) | 0.78 1 1.04 1 1.10 1131 1141 LIS
1

|
]
l
RAgE RO (%) | 115 | 1,28 t 1,30 ' 1.32 i 133 1 1.34
|

e e

17118 11190 1.20
1341 135 | 1351 1.36

I !
| i |

i
i
l
|
1

La représentation graphique de ces résultats conduit aux courbes données a la

figure 9.

[ 'examen de ces courhes montre qu'elles peuvent étre divisées en trois parties: Une
premiére partie allant de 0 a 10 mn. durant laquelle la majorité de I'huile est extraite: 83%
pour R. Eriocalyx et 94 % pour R. Officinalis L. entrainant une augmentation rapide du
rendement. La seconde partie est une branche curviligne de 10 mn a environ 60 mn pour

‘R. Eriocalyx, et 30 mn pour R. Officinalis L., ot les variations de rendement sont faibles,
ot enfin une troisiéme caractérisée par un pallier allant jusqu'a la fin du processus ( 2h ).

Ces résultats suggérent que la majorit¢ de thuile se trouve dans des glandes

exogénes et est donc extraite rapidement.
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Figure 9: Evolution du rendement en Thuile essentielle Rdpyr_en fonction du temps, au -
‘cours de I'entrainement a la vapeur d'eau de Rosmarinus Eriocalyx (1 ) et
 Rosmarinus Officinahis Linn { 2). '
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Afin de cofirmer la présence des trots étapes, nous avons représenté sur la figure 10
les variations de: - Ln( 1-RdgE (t)/ RdAyE ( = ) ) en fonction du temps d'extraction, ot
Rdpgg (t) est le rendement en HE a l'instant t, et RAHE ( o ) représente le rendement a la
fin du processus. Les résultats obtenus sont donnés au tableau III.

Tableau III: Variationde - La ( 1- RAyE (t)/ Rdyp () ) en fonction du temps
pour Rosmarinus Eriocalyx et Rosmarinus Officinalis.

temps t { mn ). 5 10 15 20 25 30 45 60 90

R. Erocalyx. | 1,00 | 2.00 | 246 | 2.81 | 298 | 3,17 | 3,83 | 4,31 | 4,89

R. Officinalis. | 1,88 | 2,83 | 3,19 | 345 | 368 | 399 | 427 | 457 | 526

L

les courbes obtenues confirment bien F'existence de trois étapes dont les constantes
de vitesse K, sont données dans le tableau IV. '

Tableau [V: Constantes de vitesse de l'extraction par entrainement a la vapeur
d'eau de Rosmarinus Eriocalyx et de Rosmarinus Officinalis Linn.

K(hl) 1€1€ étape 26me &tape 38me étape
R. Eriocalyx. 12,0 2,7 | 1,2
R. Officinalis. 17,0 { 3,5 I 1,2

Nous constatons que les constantes de vitesse obtenues pour la premiére étape sont
importantes comparées 4 celles obtenues pour les deux autres étapes.

La premiére étape d'extraction est donc plus rapide comparée aux deux autres
étapes. Une telle constatation confirme bien le résultat précedemment énonce, a savoir la
probabilité de présence de I'HE dans des glandes exogénes de la plante at par conséquent
un processus d'extraction simple, ne faisant intervenir que des phénoménes d'évaporation
et de diffusion libre de I'HE, qui sont rapides au cours de cettc premiére étape d'extraction.

En outre, au-dela de cette étape, la vitesse d'extraction chute brusquement, et
diminue progressivement de la 26M€ 3 1a 36ME étape. .
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Au cours de ces deux derniéres étapes, la vitesse d'extraction lente, pourrait étre
dile a la présence de glandes endogénes, et par conséquent I'HE serait extraite de la plante
par des phénoménes d'osmose et de diffusion lente ( capillarité ) de I'HE vers la surface de

la plante.

Mais la quantité d'HE extraite au cours des deux derniéres étapes ( 17% et 6% pour
R. Eriocalyx et R. Officinalis Linn, respectivement ) étant faible comparée a celle extraite
au cours de la premiére étape ( 83% et 94% respectivement pour R. Eriocalyx et R.
Officinalis L. ), nous pouvons conclure que la majorité de I'HE est extraite selon un
processus de diffusion libre pendant la premiére étape d'extraction, qui de ce fait
caractérise |'entrainement a la vapeur d'eau de R. Eriocalyx te R. Officinalis L.

L'entrainement a la vapeur d'eau de R. Eriocalyx te R. Officinalis Linn. est donc un
processus simple et rapide régie par des lois de diffusion libre de I'HE, contenue dans les
glandes exogeénes de la plante.

1-4- Evolution au cours du temps de la composition des huiles essentielles de

Rosmarinus Eriocalvx et Rosmarinus Officinalis Linn.

Afin d'étayer les conclusions auxquelles nous sommes arrivés, nous avons suivi
'évolution au cours du temps, de la teneur relative de guelques constituants majoritaires
de nos deux HE, a savoir: le 1,8-cinéole, le camphre, le B-caryophylléne, le 8-cadinéne
pour R. Eriocalyx; le camphre, le B-caryophylléne, le §-cadinéne, l'a-terpinéol et le
bornéol pour R. Officinalis Linn,

Pour cela, nous avons procédé a l'analyse chromatographique des fractions d'HE
prélevées au cours de I'expérience précédente.

La variation de la teneur relative des constituants majoritaires de 'HE dans chaque
fraction est donnée dans le tableau V, et représentée i la figure 11 sous forme
d'histogrammes.

Les différents résultats montrent que pour R. Eriocalyx, l'ordre de sortie des
constituants majoritaires de I'HE suit celui de leurs températures d'ébullition croissantes.
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Tableau V: Evolution de la teneur relative ( % ) de quelques constituants

maioritaires de I'huile essentielle de R. Eriocalyx rt R. Officinalis L.,

au cours de ['entrainement a la vapeur d'eau.

15

temps t (mn ) b 10 20 | 30
1,8-cinéole 51,9 4.9 0,6 traces™* 21,5
camphre 14,2 19.2 1.5 traces | 6.0
8 B-caryophyllene 1,8 19.8 273 14,6 6,8
O-cadinéne 0.1 2.0 1.6 i 187 ¢ 118
o-terpinéol 2.9 3.9 4.9 ! traces } traces
bornéol 4,2 12.9 5.0 traces | traces
Rosmarinus Eriocalyx
temps t (mn ) 0 | a5 o200 30
| L,8-cinéole 8.3 ! traces traces ) 72
camphre 134 traces 1,7 3,6
B3-carvophvlléne 14,1 17.1 17,1 5,6
3-cadinéne 5.8 19,5 15,9 16,8
a-terpinéol 9.5 4.0 4.8 3.5
bornéol 10.8 b 4.5 4.1 3.8

* traces < 0,05 %.

Rosmarinus Officinalis.
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au cours de l'entrainement a la vapeur d'eau.
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L'entrainement 3 la vapeur d'eau est donc bien régi par des lois de cinétique simples de
diffusion libre a travers les glandes exogénes de la plante.

Ce résultat semble similaire pour R. Officinalis L., pour lequel le camphre, le
bornéol, et l'o-terpinéol sortent en méme temps, suivis par le B-caryophyliéne et le 8-
cadinéne.

Ajouté 4 celd, si I'on exprime le pourcentage d'HE extraite en fraction massique
d'HE au cours du temps ( tableau V1), exprimée en mg/g de matiére séche, on constate
que les quantités de constituants majoritaires extraites deviennent insignifiantes au-dela de
15 mn d'extraction.

De plus, les histogrammes montrent des teneurs relatives trés faibles, voir nulles
aprés 30 mn d'extraction.

Ces deux derniéres constatations viennent confirmer les résultats pondéraux, ce qui
montre bien que le processus d'extraction est trés rapide jusqu'a 30 mn, puis devient
pratiquement insignifiant.

En conclusion, ['étude cinétique nous a permis de constater un processus
d'extraction simple, ¢t montre bien la présence de glandes exogénes, pour R. Eriocalyx et
R. Officinalis L.

Il est & noter que cette étude devra étre complétée dans des travaux ultérieurs, par
I'examen morphologique des glandes sécrétrices de R. Eriocalyx et R. Officinalis L., et ce
afin de contribuer a une meilleure connaissance du genre Rosmarinus L.



Tableau VI: Evolution de la fraction massique (mg/g) de quelgues constituants

majoritaires dans huile essentieile de R. Enocalyx et R. Officinalis L.
au cours de l'entrainement a la vapeur d'eau. ‘

tempst(mn) | 5 10 13 20 30
1,8-cinéole 4,050 0,127 | 0,003 traces* 0,047
camphre 1,104 0,495 0,007 traces 0,013
B-caryophylléne 0,142 0,510 0,137 0,058 0,015
d-cadinéne 0,010 0,051 0,008 0,075 0,025
a-terpinéol 0,225 0,230 0.025 traces traces
bornéol 0,327 0.333 0,025 traces traces

Rosmarinus Eriocalvx.

tempst{mn) 10 15 : 20 30
1.8-cinéole 0,105 traces traces 0,013
camphre 0,168 traces | 0,002 0,006
B-caryophylléne 0,178 0,041 0,022 0,010
&-cadinéne 0,072 0,047 0,021 0,030
a-terpinéol 0,120 0,010 0,006 0,006
bornéol 0,136 0,011 0,005 0,007

Rosmarinus Officinalis.

* traces < 0,0005 mg/g.



II- EXTRACTION PAR HYDRODISTILIATION DE L'HUILE
ESSENTIELLE DE ROSMARINUS ERIOCALYX ET
ROSMARINUS OFFICINALIS LINN.

L'extraction par hydrodistillation consiste a extraire I'HE de la matiére végétale,
cette derniére étant en contact permanent avec I'cau bouillante.

L'hydrodistillation est trés utilisée dans 1'industrie des HE. Elle conduit a l'obtention
de I'HE vraie, définic par la pharmacopée frangaise.

Comme pour lentrainement a la vapeur d'eau, nous avons extrait I'HE de R.
Eriocalyx et R. Officinalis L. par hydrodistillation. Aprés avoir procédé a ['identification
des deux HE, nous avons déterminé les rendements correspondants et la composition des
différentes fractions, ainsi que les lois de vitesse de l'extraction.

[I-1- Détermination du rendement et de la composition de "huile essentielle
de Rosmarinus Eriocalvx et Rosmarinus Officinalis Linn.

[I-1-1- Protocole expérimental: Nous avons utilisé au cours -de nos différents
essais l'appareillage de la Figure 12. Le montage comprend un ballon de capacité 3 hitres,
contenant la matiére végétale baignant dans l'eau bouillante, et surmonté d'un réfrigérant
ot les vapeurs de distillat sont recueillies et condensées. L'HE est ensuite récupérée par
une extraction a I'éther diéthylique.

Comme pour l'entrainement a la vapeur d'eau. la durée de t'extraction a été fixée a
2 h, pour un débit de vapeur d'eau de 4,5 ml/ mn, et une masse de mati¢re végétale de

30g.

Nous avons utilisé des échantilions de matiére végétale issus du lot du mois d'Avril
1993, ayant servi pour l'entrainement a la vapeur d'eau.

Le rendement en HE, ainsi que la composition et I'identification des HE, ont été

déterminés seton le mode opératoire décrit pour I'entrainement a la vapeur d'cau ( § A-1-2-
1. ) et dans des conditions rigoureusement identiques.
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Figure 12

Dispositif expérimental de l'hvdrodistillation.

VLSOO

Chauffe-ballon.
Ballon.

Sortie d'eau.
Réfrigérant .
Entrée d'eaun.

Matiére végétale.

Erlenmever.



[I-1-2- Résultats et discussion: Nous avons extrait les HE de R. Eriocalyx et R.
Officinalis L. par hydrodistillation, en suivant le mode opératoire décrit ci-dessus.

Les chromatogramme types des deux HE obtenues sont donnés aux figures 13 et
14, respectivement pour R. Eriocalyx et R. Officinalis L.

Le tableau ﬁI donne une identification complete de I'HE de R. Eriocalyx et R.
officinalis L.

Nous constatons que les rendements en HE sont relativement faibles, le rendement
en HE de R. Officinalis L. étant supénieur 4 celut de R. Eriocalyx,

D'un point de vu composition, les HE obtenues sont trés différentes des HE
obtenues par entrainement a la vapeur d'eau.

L'HE de R. Ertocalyx contient du 1,8-cinéole, du camphre et du boméo! en égale
quantité ( 7 % ), ainsi que de 'a-terpinéol ( 4,9 % ), du y-cadinéne ( 3,9 % ) et surtout une
proportion importante de dérivés sesquiterpéniques. dont le S-cadinéne (21 % ) et les
oxydes dhumuléne ( 16 % ) et de caryophylléne ( 8 % ).

En revanche, I'HE de R. Officinalis L.. contient bien plus de monoterpénes
oxygeénés tels que camphre (13 %), bornéol ( 32 % ), a-terpinéol ( 18 % ) et acétate de
bornyle (11 % ), et peu de sesquiterpénes.

Nous constatons que la teneur en bornéo! obtenue est trés importante comparée a
celle dictée par les normes caractérisant les HE ( teneur en alcools n'excédant pas 18 %).
Ceci peut étre dii A des réactions d'hydrolyse intervenant au cours de 'hydrodistillation.

Les HE de R. Officinalis L. et R. Eriocalyx obtenues sont donc particuliéres dans

leur composition. Ce résuitat vient s'ajouter a ceux obtenus pour d'autres romarins de
différentes provenances et pour divers modes d'extraction |84.
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Figure 13: Chromatogramme de ['huile essentielle de Rosmarinus Eriocalyx, obtenue par

hydrodistillation.
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Tableau VII: Délermination du rendement &t de 1a composition de I' huile
essentielles de R. Eriocalvx et de R. Officinalis, obtenues par

: hydrodistillation. ‘
Espéce de Rosmarinus R. Enocalyx R. Officinalis N
Rdyg (%) 0,58 0,85
Constituants Teneur relative. ( %) |
a-pinéne traces traces
camphéne traces traces
B-pinéne traces traces
myrcéne traces _ traces
p-cymene traces traces
1,8-cinéole 7.7 2.0
y-terpinéne traces 2.1
linalol 1,4 3,0
camphre 6,9 13.0
bornéol 6.0 ‘ 31.6
terpinéne-4-ol 1,3 ,3
a-terpineol 49 17.6
acétate de bornyle 2,3 10.9
a-copaene 0.6 traces
B-caryophylléne 2.6 i 4.4
a-humuléne 2.8 1,1
e-muuroléne 1.2 , , 1,1
germacréne-D 1,2 traces
a-muuroléne 2.1 1,5
x-~farnéséne 1,1 traces
y-cadinéne 39 1,2
calaménéne 2,5 traces
§-cadinéne 20,6 0,8
calacorene ' 2,8 1,8
oxyde de caryophylléne 8.0 3,1
oxvde dhumuléne 15.7 1,3
produits lourds non- 44 : traces
identifiés.
total 100 % 100 %.

traces < 0,05 %.



D'autre part, il apparait clairement que I'HE de R. Eriocalyx est plus riche en
composés lourds que celle obtenue par entrainement a la vapeur d'ean, tandis que nous
observons le contraire pour I'HE de R. Officinalis L. '

[I-2- Evolution du rendement en huile essentielle au cours du temps de
Rosmarinus Eriocalyx et de Rosmarinus Officinalis L. : calcul des
constantes de vitesse de I'hydrodistillation.

De la méme maniére que précédemment, nous avons suivi I'¢volution du rendement
en HE de R. Eriocalyx et R. Officinalis Linn. au cours du temps et détermine les
constantes de vitesse de 'extraction.

I-2-1- Protocole expérimental: Nous avons effectu¢ Il'ensemble de nos
expériences selon le protocole expérimental de § A-II-1-1, en utilisant les mémes

chantillons de matiére végétale. Comme pour lentrainement d la vapeur d'eau, nous
avons recucilli des fractions temporelles d'HE, a des intervalles connus de temps. Nous
avons ensuite calculé le rendement en HE, et déterminé la composition de chaque fraction
selon la méthode dicrite au § A-I-2-1.

[1-2-2- Résultats et discussion L'ensemble de nos expériences nous ont conduit
aux résultats donnés dans le tableau VIII.

Tableau VIII: Evolution du rendement en huile essentielle de Rosmarinus
Friocalyx et Rosmarinus Officinalis Linn en fonction du temps
d'hvdrodistillation.

t(mn) 5 10 15 20 25 30 45 60) 90 120

Rdyg RE (%) | 0,12 { 0,21 | 0,29 [ 0,33 | 0,351 0,39 | 0.41 | 0.51 | 0,53 | 0,58

RAHE RO (%) | 0,14 [0,32 | 0,40 | 0,46 | 0,52 | 0,61 | 0,67 | 0,76 | 0,78 | 0,85

La représentation graphique de ces résultats conduit aux courbes de la figure 15.
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L'examen de ces courbes montre qu'elles peuvent étre divisées en deux parties
distinctes: )

- Une premiére partie allant de 0 a 45 mn environ pour Rosmarinus Eriocalyx, et
de 0 a 55 mn pour Rosmarinus Officinalis L., od nous constatons une augmentation
progressive mais assez rapide du rendement en HE, celui-ci atteint 71 % pour R.
Eriocalyx et 87 % pour R. officinalis L. a la fin de cette partie.

- Une seconde partie, qui est beaucoup plus lente et qui va jusqu'a la findu
processus.

De plus, nous constatons que le palier des courbes n'est atteint qu'au bout d'un
temps suffisamment long ( environ 1.5 h ). Il apparait donc que la cinétique de
I'hydrodistillation suit un processus plus lent que celui de l'entrainement a la vapeur d'eau.

Afinde confirmier nos résultats, nous avons calculé les constantes de vitesse de
I'extraction. Comme précedemment nous avons déterminé les valeurs de -Ln ( 1- Rdyg
(t) RA[IE (oo )) en fonction du temps d'extraction.

Les différents résultats portés dans le tableau IX, et représentés a la figure 16
confirment bien 'existence de deux étapes.

Tableau IX: Varationde-In ( 1- RAgg (1)/RdAyFE (=) ) en fonction du temps
dhydrodistillation de Rosmarinus Eriocalyx et Rosmarinus Officinalis

R. Eriocalyx. | 0,23 | 0,46 | 0,68 | 0,84 | 095 | 1,14 | 1,23 | 2,09 | 2,55
R. Officinalis. | 0,18 | 0,47 | 0,63 | 077 | 094 ! 128 | 1,53 | 2.26 | 2,46

| temps t { mn ). 5 10 15 20 25 30 45 60 - 90

Les consantes de vitesse correspondantes sont données comme suit.
Tableau X: Constantes de vitesse K ( h'_l.) de I'hvdrodistillation de Rosmarinus

Eriocalyx et Rosmarinus Officinalis L.
K(nl) 1€7€ étape  2€mE étape
R. Eriocalyx. 2,5 | 0,9
R. Officinalis. 2.5 o - 0.4
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Nous constatons que les constantes de vitesse obtenues i la premmére étape sont
plus élevées que celles obtenues a la seconde étape.

Le processus dextraction est donc plus rapide pour la premiére étape que pour la
seconde. Cependant, dans son ensemble, 1l est plus lent que celui de 'entrainement a la
vapeur d'eau, car les constantes de vitesse sont plus faibles. -

Il est donc probable que la cinétique dhydrodistillation fasse intervenir des
phénoménes de diffusion et de polarité complexes, dus a F'action de I'eau bouillante qui est
en contact direct avec la maticre végétale [70.71.

11I-3- Evolution au cours du temps, de la composition des huiles esentielles de
Rosmarinus Eriocalyx et Rosmarinus Officinalis L. au cours de
I"hydrodistillation.

Les différences constatées lors de I'étude de I'évolution du rendement au cours du
temps pendant Ihydrodistillation, laissent supposer des différences dans la composition des
HE obtenues par hydrodistillation.

Afin de vérifier les résultais auxquels nous sommes arrivés. nous avons suivi
I'évolution au cours du temps de la concentration de quelques constituants majoritaires des
HE, qui sont: le camphre, le bornéol, l'u-terpinéol, l¢ B-caryophylléne, le 1 S-meolr., le
terpinéne-4-ol et l'acétate de bornyle.

Pour cela, nous avons procédé a l'analyse chromatographique des fraction I'HE
prélevées au cours de l'expérience précédente. I.a variation de la teneur relative des
constituants majoritaires de I'HE dans chaque fraction est donnée dans le fableau XI. et
représentée par les histogrammes de la figure 17.

Pour R. Eriocalyx, nous constatons l'extraction du 1,8-cinéole et du camphre, qui
est suivie par l'extraction simultanée du bornéol, de I' a-terpinéol, du B-Laryophyllene et
de P'acétate de bomyl qui ont des points d'ébullition différents. -



Tableau XI; Evolution de la teneur relative ( % ) de quelques constituants

majoritaires de I'huile essentielie de Rosmarinus Eriocalyx et

Rosmarinus Officinalis au cours de I'hydrodistiilation.

______ temps t ( mn ) 10 20 30
i camphre 204 10,9 traces*
bornéol 12,5 15,3 12,4
__o-terpinéol 13,3 25.5 13,2
terpinene-4-ol 4,2 5,1 traces
f-caryvophylléne 3.1 10.0 3.8
1,8-cinéole 33.1 4.8 traces
acétate de bomyle | 3,2 76 3,6
Rosmarinus Eriocalyx.
tempst(mn) | 5 | 10 _ 20 30
camphre 20,9 12,7 | traces traces
boméol 19,3 36.5 38,9 races
a-terpinol | 10,7 206 | 249 traces
terpinéne-4-ol 2.8 4,9 6.1 traces
B-caryophylléne . 2,0 10,3 20.6 traces
1,8-cinéole 22.8 traces traces traces
acétate de bornyle 8.9 § traces 2,4 traces

traces <{(,05 %.

Rosmarinus Officinalis L.
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Nous constatons le méme phénomeéne pour R. Officinalis pour I' a-terpinéol, le
terpinéne-4-ol et le B-caryophylléne.

Ces constatations montrent une certaine compétitivité entre diffusion et polarité de
ces constituants dans 'eau de I'hydrodistillation.

De plus, si I'on observe nos résultatg," d'un point de vu fraction massique d'HE
extraite au cours du temps ( tableau XII ), exprimée en mg/g de matiére séche, on constate
contrairement a f'entrainement a la vapeur d'eau 'extraction progressive des constituants
majoritaires de HE, pendant les 30 premiéres minutes de l'extraction. Au dela de ce temps,
les teneurs relatives de ces constituants tendent a s'annuler tout comme pour I'entrainement
a la vapeur d'eau.

Nous pouvons donc dire que les principaux phénoménes régissant I'hydrodisti-
lation sont I'osmose et la compétitivité dans I'hydrodiffusion des constituants majoritaires
163, qui toutefois semblent bien étre contenus dans les glandes exogénes de la plante,
puisque {'extraction de ceux-ci est achevée au bout de 30 minutes.

L'hydrodistiliation est en outre un phénomeéne plus lent que celui de 'entrainement

a la vapeur d'eau.

ITI- COMPARISON DES HUILES ESSENTIELLES DE
ROSMARINUS ERIOCALYX ET ROSMARINUS
OFFICINALIS LINN. OBTENUES PAR
HYDRODISTILEATION ET PAR ENTRAINEMENT A LA
VAPEUR D'EAVU.

Les différences fondementales constatées lors de l'extraction et 'HE de R. Eriocalyx
et R. Officinalis L. par entrainement a [a vapeur d'eau, et par hydrodistillation se situent
aussi bien au niveau de rendement que de la composition des huiles obtenues,

Nous avons constaté que les rendements en HE des deux romarins étudiés sont plus
élevés pour I'entrainement a la vapeur d'eau, comparés a ceux observés pour
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Tableau XII: Evolution de la fraction massique (mg/g) de quelques constituants

majoritaires dans l'huile essentielle de Rosmarinus Eriocalyx et

Rosmarinus Officinalis au cours de Phydrodistillation.

| tempst(mn) 10 20 30
camphre 0,198 0,124 traces™*
bornéol 0,121 0,175 0,078
a-terpinéol 0,128 0,291 0,083
terpincne-4-ol 0,041 0,058 traces
-caryophylléne 0,030 0,114 0,024
1,8-cinéole 0,321 0,054 traces
acétate de bornyle ! 0,031 0,087 0,022
Rosmarinus Eriocalvx.
temps t (mn ) 5 10 | 20 30
camphre 0,287 0,226 traces | 1 traces
bornéol 0,269 0,650 0,544 traces |
a-terpinéol 0,150 0,367 0,349 traces
terpinéne-4-ol 0,039 0,087 0,087 traces
B-caryophylléne 0,028 0,184 0,288 traces
1,8-cinéole 0,319 traces traces traces
acétate de bomyle 0,125 traces 0,033 traces

traces < 0,0005 mg/g.

Rosmarinus Officinalis L.




I'hydrodistillation, tandis que la composition de ces HE change d'un procédé d'extraction a
l'autre. Elle est en outre plus légére pour l'entrainement a la vapeur d'eau.

Afin  dlexpliquer les différences observées lors des deux procédés, nous nous
sommes Intéressés aux parameétres survants:

a- La solubilité de I'HE dans les eaux de distillation lors de I'hydrodistillation.

b- Le pH des eaux de distillation lors des extractions.

c- La proportion des constituants volatils présents dans 'HE.

En examinant l'influence de ces trois paramétres, nous avons constaté les faits
suivants.

a- Les rendements en HE étant faibles lors de I'hydrodistillation, nous avons extrait
les eaux de distillation & ['éther diéthylique dans le but de déceler de I'HE qut serait
¢ventuellement dissoute dans l'eau de distillation. Nous avons constaté que ces caux ne
contenaient pas de composés solubles appartenant 4 I'HFE.

La solubilité¢ de I'HE dans l'eau ne peut donc étre prise en compte pour expliquer
les valeurs faibles des rendements de 'hydrodistillation.

b- D'autre part, nous avons mesuré le pH des eaux de distillation. au cours de
'ensemble de nos essais. Nous avons constaté que celui-ci conservail une valeur constante
de pH =7. auss1 bien pour l'hydrodistillation que pour l'entrainement 4 la vapeur d'eau;
nos expériences ayant donné le méme résultat avec ['cau distillée.

Nous avons donc exclu I'hypothése des variations dans la composition des HE, dues
a des réactions chimiques de décomposition de molécules en milieu acide 70,71,
intervenant lors de l'hydrodistillation et qui auraient pu modifier la nature des composés
de 'HE.

c- Nous avons également mesuré la teneur de nos HE obtenues par entrainement a
la vapeur d'eau, en constituants volatils, et ce en utilisant la méthode de la solution étalon
au biphényle ( décrite au § I1I-1-2, de 1a partic théorique ). Nous avons alors constaté que
nos HE avaient un taux de composés volatils supérieur a 90 %. Elles ne contiennent donc
pas de constituants lourds n'appartenant pas a I'HE. .

Les différences entre les rendements constatées sont peut-étre diles 3 des
phénoménes d'évaporation et probablement a des phénoménes de résistance au transfert de
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matiére intervenant i l'intérieur de la matiére végétale qui est immergée dans l'eau

bourilante.

En conclusion, nous pouvens dire que pour R. Eriocalyx et R. Officinalis L.
I'entrainement 4 la vapeur d'eau est un procédé plus avantageux que I'hydrodistillation. I
conduit & des HE plus légéres, de meilleur rendement, et de composition intéressanie, car
elle donne plus de 40 % de 1,8-cinéole pour R. Eriocalyx. |

Lhydrodistiitation est un procédé "agressif" vis-a-vis de I'HE obtenue. Par
conséquent. nous choisirons dans la suite de notre étude sur R. Eriocalyx l'entrainement a
la vapeur d'eau comme procédé d'extraction de I'HE. notamment dans ['étude des
variabilités inter-spécifique. saisonniére. ainsi que celle du stockage de la matiére

végétale,

B- ETUDE DE QUELQUES PARAMETRES INTERVENANT
LORS DE L'EXTRACTION DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
ROSMARINUS ERIOCALYX PAR ENTRAINEMENT A LA
VAPEUR D'EAU.

Rosmarinus Eriocalyx. qui est une plante nouvellement étudiée, s'est avérée fort
intéréssante d'un point de vue de la composition de son FHE obtenue par entrainement a la
vapeur d'eau. '

Nous avons donc entrepris 'étude de sa variabilité inter-spécifique et saisonniére,
ainst que l'étude de son stockage. Pour cela, nous avons suivi les variations de son HE
sous l'influence de ces trois parametres affectant directement a matiére végétale dans son

état physiologique.
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I- ETUDE DE LA VARIABILITE INTER-SPECIFIQUE DE
ROSMARINUS ERIOCALYX.

L'étude de la variabilité inter-spécifique d'une espéce végétale donnée consiste a
comparer |'HE extraite de différents plants de matiére végétale cueillis en méme endroit et
a la méme période de végétation.

Elle permet de mieu connaitre une espéce végétale, en fonction de son ige, de ses
conditton de culture, ctc. Elle tournit également des renseignements sur la stabilité de son
HE. i

L'étude inter-spécifique est indispensable pour toutes les cultures destinées a la
commercialisation® dune HE, car elle permet d'optimiser l'intervalle d'dge ou la matiére
végétale doit étre cuciilic pour obtenir I'TIE la plus économiquement rentable.

L'étude de la varnabilité inter-spécifique est toujours complétée par celle dela
variabilité extra-spécifique et saisonniére, qui permettent de conclure sur l'espéce végétale
étudiée. ( La variabilité extra-spécifique consiste en une étude de la variabilité inter-
spécifique éffectuée sur plusieures années de vie de la plante ).

[-1- Protocole expérimental:

Pour nos expériences, nous avons utilisé trois plants de maticre végétale différents,
cuetilis au mois d'Avril 1993, dans la région des Bibans, et nous avons procédé a leur
extraction par entrainement & la vapeur d'cau, et a leur analyse, en suivant le mode
opératoire décrit au §'A-I-2-l . et ceci dans des conditions rigoureusement identiques.

Les résulitats obtenus sont la moyenne de deux essais consécutifs.

I-2- Résultats et discussion:

Les résultats obtenus aprés extraction des trois plantes ont donné les rendements et
compositions regroupés dans le tableau XIII. Les trois chromatogrammes correspondants
sont donnés en Annexe I1.
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Tableau XIII: Variabilité inter-spécifique de 'huile essentielle de Rosmarinus

Eriocalyx.
Plant n® 1 2 3
Humidité 19.96 %
RALE (%) 15t ] 099 I 096
Principaux constituants | Tene ur re lative (%)
a-pinéne 33 1.8 1.1
camphéne 2,6 1,0 0,7
-pinéne 4.1 i' 2.0 1.5
myrcene 0,8 0,9 0,7
p-cymeéne | 1.0 1.0 0,9
1.8-cinéole “ 453 406 341
hnalol 1,0 £ 5.8 1.6
camphre ‘ 98 | 40 79
bornéol | 3.7 42 4.6
terpinéne-4-ol ' 1,1 1,3 1,2
a-terpinéol 3.6 ' - 5.8 3.7
acétate dé bornyle 1.9 1,2 7,2
B-caryophylléne 13.8 | 10.9 2.8
o-humuléne 3.4 4,1 0,9
d-cadinéne. 0,5 1,9 5,4




Nous constatons que le rendement en HE varie peu d'une plante 4 une autre et il en
est de méme pour la composition de I'HE.

Il sembie que le rendement en HE varie dans le méme sens que les concentrations,
respéctivement en 1,8-cinéole, B-caryophyllenc, a-pinéne, et campheéne; ¢t par contre en
sens inverse lorsqu'il s'agit des teneurs en S-cadinéne, en bornéol et en acétate de bornyle.

Cette premiére expérience montre qu'il existe une variabilité inter-spécifique de R.
Eriocalyx. Toutefois, il est difficile de conclure.

Pour obtenir un résuitat plus concluant, cette étude doit étre répétée sur plusieures
années ( étude extra-spécifique ). en tenant compte de plusieurs parametres importants
comme: la nature du sol. le climat et surtout I'dge des plantes [3].

1I- ETUDE DE LA VARIABILITE SAISONNIERE.

Au cours de son cycle végétatif, une plante modifie fréquemment les processus
biologique de synthése au sein de ses céllules, particuliérement en période de floraison
185.86/. Ces modifications ont une répercussion directe sur la composition de I'HE qui en

est extraite.

De nombreuses études ont été menées dans ce sens. Ainsi, certains auteurs ont
constaté une variabilité saisonniére de R. Officinalis L. de -différentes régions
méditérranéennes 44! A. Grasse, le Romarin déstiné a la parfemerie est cueilli au mois de
Mai |3,

Dans notre étude nous avons tenté d'observer les variabilités saisonniéres de R.

Eriocalyx au cours de l'année 1993.

[I-1- Protocole expérimental:

Nous avons choisi des échantillons de planie cueillis dans la région des Bibans
entre le mois de Décembre 1992 et celui d'Octobre 1993. Nous avons ainsi extrait et
analysé I'HE de R. Eriocalyx en suivant le protocole expérimental décrit au § A-1-2-1.
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II-2- Résultats et discussion:

Les résuitats obtenus sont donnés daps le tableau XIV et les chromatogrammes
correspondants sont en Annexe T1I.

Nous constatons que le rendement en HE est maximum pour les mots d'Avril et de
Mai, ce qui correspond & la période de floraison de la plante. Les valeurs du rendement
obtenues pour les mois de Décembre 1992 et d'Octobre 1993 ne peuvent pas étre prises en
compte d'un point de vu pondéral, la masse de matiére végétale utilisée n'étant pas la

méme.
En ce qui conceme la composition de I'HE. il semble que celle-ci contienne le

maximum de 1,8-cin¢ole { 51-52 % ). d'a-pinéne ( 53-8 % )etde B-pinéne ( 5 % )en

période de floraison.

Par contre, du mois de Juillet 4 celui d'Octobre, elle renferme un maximum de
camphre ( 10-20 % ), de bornéol ( 7 % ), d'a-terpinéol ( 5 % ) et de B-caryophylléne (3-
6% ), et un minimum de 1,8-cinéole ( 42 % ), d'a-pinéne ( 3-5 % ) et de B-pinéne (1-5% ).

Nous pouvons attribuer ces variations dans la composition de 'HE, a la variation
du cycle végétatif de la plante au cours de I'année.

Des travaux portant su R. Officinalis L.. [50{ ont montré également une variabilité
saisonniére de I'HE entre les mois de Septembre et d'Avril, I'HE contenant un maximum
de camphre et de 1,8-cinéole au mois de Septembre.

~ Nos résultats sont en accord avec ceux des industriels qui cueillent le Romarin au
mois de Mai, ot le rendement qu'ils obtiennent est aussi maximum |2,3,9).
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Tableau XIV: Vanabilité saisonniére de I'huile essentielle de Rosmarinus

Enocalvx.
Mois de Dec.92 | Avr.93 | Mai. 93 | Jui. 93 | Aou.93 | Oct. 93 |
Humidité¢ H (%) 25,75 | 3996 | 46,35 9,78 6,99 ==
RAHE (%) 1,30 1,50 1.56 093 | 1,02
Principaux constituants Teneur relative (%),
| |
o-pinéne 1,8 5,2 5,2 5,9 3,5 4,9
camphéne 39 3,0 j 3,2 3.6 25 | 13
-pinene 5,0 5.7 l* 6.5 4.8 1,6 0.9
myrcéne : 1.7 . 1.7 I 1.5 1.5 1.2 1,0
p-cvmene | 1.8 2,2 | 1,5 1,1 I,5 1.5
1.8-cinéole | 508 | 524 1 4Ll | 405 | 427 | 4438
finalol 07 Ll | traces* | 2.6 3.4 17
camphre 7.8 12,6 13,3 10,4 11,1 20,0
bornéol 3.9 3,4 5,6 6,4 74 7.6
terpinéne-4-ol 0,9 0,7 1.2 ' 1.1 1.7 2.0
o-terpinéol 32 2,1 3,2 5,2 6.0 5.5
acétate de bornyle 0.4 1.1 traces 1.5 1.6 3,0
B-carvophvlléne 4.6 4,2 4.7 3,7 6.1 1.6
a-humuléne traces 0,5 1,6 1,2 1,1 traces
g-muuroléne 1,0 0,3 traces 1,3 1,2 traces
“§-cadinéne 0,4 0,3 1,6 2,9 1,0 traces
oxyde de caryophylléne traces | traces 0,7 traces 0,2 0,4
oxyde dhumuléne 0,3 traces 2,0 traces 0,1 traces

* traces < 0,05 %.
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Ausst, nous constatons que pour obtenir un bon rendement 1l est préférable de

cueillir la plante entre les mois d'Avril et Mai, tout en tenant compte de la composition
recherchee.

II- INFLUENCE DE LA DUREE ET DU MODE DE
STOCKAGE DE 1A PLANTE SUR LE RENDEMENT ET
LA COMPOSITION DE L'HUILE ESSENTIELLE DE
ROSMARINUS ERTOCALYX.

La matiére végétale lorsqu'elle est cueillic en un lieu éloigné de son lieu de
distillation, doit étre obligatoirement stockée avant son utilisation. Pour cela. 1l est
necessaire de connaitre les movens de conservation adéquats au stockage de chaque
espéce végétale.

Actucllement, les technigues modernes utilisées emploient la congélation et le vide
187|, notamment pour les plantes destinées a l'industrie agro-alimentaire.

Dans un premier temps, nous avons expérimenté cing techmques de stockage
simples et pratiques a l'échelle de laboratoire, et qui sont:

- Le stockage a l'air libre, et a 'abri du soleil.

- Le stockage dans des sacs en plastique.

- Le stockage dans des sacs en jute.

- Le stockage dans des bocaux transparents.

- Le stockage dans des bocaux teintés.

Nous avons ainsi pu comparer la qualité de I'HE extraite au cours de la période de
stockage, qui étail variable, selon le mode de stockage, de 2 jours a plusieurs mois.

[II-1- Protocole expérimental:

Nous avons stocké un lot de plante cueilli au mois d'Avril 1993 dans les Bibans, de

~ cinq maniéres différentes. Des échantillons de plante prélevés des cinq lots stockés, ont été
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extraits et analysés chaque sematne pendant plusieurs mots. Pour cela, nous avons suivi le
mode opératoire du § A-I-2-1.

I11-2- Résuitats et discussion:

" [I-2-1- Stockage a I'air libre et i I'abri du soleil:

C'est le mode de stockage le plus simple. L.a matiére végétale est conservée dans un
{ocal frais et aéré, 4 I'abri du soleil, étalée sur un journal.

Nous avons constaté qu'ainsi stockée. elle restait longtemps sans perdre de ses
qualités. amnsi, nous avons pu extraire 'HE de cette plante cing mois durant.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau XV. Ces résultats montrent
que le rendement en HE croit durant les deux premiéres scmaines de stockage, puis
diminu réguliérement jusqu'a une valeur assez faible a la vingtiéme semaine ou 1l atteint
0,56 %.

Paraliélement a cela, il apparait d'une fagon générale. une diminution réguliére des
concentrations dans I'HE des constituants monoterpéniques, et en particulier du 1,8-°
cinéole, constituant majoritaire de I'HE, tandis que nous obscrvons une crotssance de la
concentration des constituants sesquiterpéniques plus lourds de cette HE, tels que le B-
caryophvlléne, le v et le 8-cadinéne, ainsi que 'a-humuléne.

Nous pouvons attribuer ces variations relatives des concentrations a une
évaboration particile des constituants volatils de 'HE, tel que le 1,8-cinéole, au cours de
stockage, conduisant 3 une augmentation apparente des produits plus lourds de I'HE. En
outre, la diminution par évaporation de la concentration en 1,8-cinéole peut expliquer la
diminution du rendement en FE, au cours du stockage.

II1-2-2- Stockage dans des sacs en jute:

La matieére végetale stockée dans des sacs en jute se désséche beaucoup plus
rapidement que celle stockée a I'air libre, comme le montrent les valeurs du taux
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Tableau XV: Evolution du rendement et de la composition de I'huile essentielle de

Rosmannus Eriocalyx au cours du stockage de la plante a 'air libre a

I'abri du soleil.

Stockage durant n semaines. 0 1 2 6 8 12
(n=)
Humidité H (%) 19,96 | 13,95 | 13,18 | 1288 | 12,50 | 11,78 { 10,98
RAyE (%) % 1,09 1,17 1.50 1,39 1,26 1,24 1,12
Principaux constituants Teneur re lative (%)
a-pinéng | 5,2 9.6 | 8.1 9,4 8.1 8.1 4.8
B-pinénc L 537 8.1 6.8 | 66 3.1 4.6 32
myrcéne 1,7 1.9 2.4 | 1.8 1.5 1.4 1.4
p-cyméne 22 1.9 1,9 1,7 2.2 6 16
1,8-cinéole 524 | 49.1 48,1 47,1 | 43,0 | 36,2 | 343
camphre 12,6 5,6 8.0 6,7 R.6 nos + 61
bornéol 3.4 2.3 2.7 2.4 3.7 4.0 3.8
a-terpinéol | 2,1 1.8 i 2,0 2,6 2,8 2,7 33
acétate de bornyle 1,1 i 0,9 | 1,2 1,0 21,9 2.7 2,8 .
B-caryophyvlléne 4,2 i 4,7 | 56 6.6 74 |- 78 134
a-humuléne 05 | 12 1 12 | 14 | 13 | 13 | 32
1-cadinéne 0.2 ! 03 | 05 | G5 | L8 | 10 | 23
5-cadinéne 03 | 0.8 | 09 | 10 | 24 | 20 | 46
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dhumidité ( H ) du tableau X VI donnant les variations du rendement et de la composition
au cours du stockage. |

Les résultats obtenus montrent que la variation du rendement en HE suit le méme
sens que celle observée lors du stockage a l'air libre. Toutefois, les valeurs obtenues sont
plus faibles ( 0,98 % ¢t 0,63 % ala 3eme of 12€ME semaine respectivement ) du fait que
la plante perd de son humidité et se desséche ainsi plus rapidement.

Concernant la composition, le méme phénoméne est également observe. Nous
constatons qu'au cours du stockage, la concentration des constituants monoterpéniques les
plus volatils diminue, tandis que la teneur relative en produits sesquiterpéniques les plus

lourds comme le 3-caryophylléne augmente.

1l est donc probable que IE répartie a la surface des feuilles de la plante se soit
évaporée au cours du stockage, provoquant ainsi une diminution du rendement en HE, et
par 1a méme celle des constituants les plus volatils de I'HE.

I11-2-3- stockage dans des sacs en plastique:

La matiére végétale stockée dans des sacs en plastique présente la particularité de

se dessécher trés lentement.

Le rendement de la composition ainsi que les valeurs des taux dhumidité
correspondants de I'HE extraite, sont données dans le tableau XVIL

L'examen du tableau XVII montre que le rendement en HE présente la méme allure
de variation que celle observée pour les deux modes de stockage précédents. Cependant,
ce dernier est plus élevé, car la matiére végétale est moins desséchée; comme le montrent
les valeurs du taux dhumidité.

Quant-A la composition de I'HE, nous constatons la prédominance des constituants
monoterpéniques de I'HE, avec un maximum observé lors de la 2¢me scmaine de
stockage, notamment pour l'a et e B-pinéne; et une nette diminution de la teneur relative



Tableau XVI: Evolution du rendement et de la composition de Ihuile essentielle de -
Rosmarinus Eriocalyx au cours du stockage dans des sacs en jute.

Stockage durant n- semaines. 0 1 2 3 4
(n=) |
Humdité H ( %) 19,96 13,30 | 13,13 | 11,65 | 10,98
Rdyr (% ). 1,09 | 1,00 137 | 120 1 1,00
Principaux constituants Teneur relative ( % )'
a-pinéne L 52 29 | 59 | 2,5 | traces*
camphére 3,0 | 2,6 3,9 | 2.2 traces
B-pinéne 5.7 3,1 3,1 29 | traces
1,8-cinéole 524 475 38.8 : 27.5 | 243
camphre 126 | 48 | 117 | 47 | 79
| bornéol 34 4,1 | 44 42 5,7
a-terpinéol 2.1 5.0 29 4,8 6,4
acetate de bornyle | 1.1 2.1 2.4 36 | 40
B-caryophylléne 4,2 10.8 12,5 18.3 14,3
a-humuléne 0,5 1.7 22 | 37 43
g-muuroléne 0.3 1.2 23 24 | 32
d-cadinéne 03 1,6 3.4 3.1 3.9

* traces < 0,05 %.
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Tableau XVII: Evolution du rendement et de la composition de 'huile essentielle
-de Rosmarinus Eriocalyx au cours du stockage de la plante dans des
sacs en plastique.

Stockage durant n semaines. L0 i 1 2 4
(n=) |
Humidité H ( % ) 19.96 ll 16,63 1 1496 : 1298
RdyE (%). L09 | 1,13 | 160 | 1.36
Principaux constituants Teneur relative (%). |
a-pinéne 5,2 | 6,7 13,7 ir 6,7
B-pinéne 57 34 | 110 | 67
1,8-cinéole 52,4 41,0 457 46,9
camphre 12,6 1.6 1,5 12,1
boméol 3,4 33,4 0,8 | traces*
g-terpinéol 2,1 2,7 0,6 traces
acétate de bomyle } 1,1 2,0 0.4 traces
B-carvophvlléne 472 7.0 3,2 . 22,3
c-humuléne 0,5 1,4 0,9 5,3

* traces < 0,05 %.
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en camphre, bornéol, et autres constituants sesquiterpéniques qui voient leur concentration
augmenter a la 3¢M€ semaine.

Par ailleur, nous constatons trés peu de constituants dont les points d'ébullition sont
supérieurs a celui du B-caryophylléne.

Nous pouvons donc dire que la plante conservée dans des sacs en plastique subit
Finfluence d'une atmosphére environnante, limitant I'évaporation de l'sau dhumidité et des
constituants volatils de I'huile répartie 4 la surface des feuilles. Cette HE differe donc d'un
point de vu teneur relative en constituants majoritaires de celle obtenue avec la plante
stockée a l'air libre et dans des sacs en jute.

[1I-2-4~ Stockage dans des bocaux transparents:

La plante stockée dans des bocaux trasparents hermétiques, se conserve
uniquement durant 10 jours car au-deld, il est constaté un pourrissement de la plante et
l'apparition de moisissures.

Le rendement et la composition de I'HE extraite sont donnés au tableau XVIII.

- L'analyse de 'HE extraite aprés une semaine de stockage montre une diminution de
la teneur en 1,8-cinéole ¢t une nette augmentation de celle du B-caryophylléne, acstate de
bornyle et autres produits lourds inconnus.

Cect pourrait étre dit 2 d'éventuelles transformations photo-chimiques au sein de la
plante, se trouvant dans un milieu fermé sans renouvellement d'air mais au contact de la

lumiere.

I11-2-5- Stockage dans des bocaux teintés:

La plante n'a pu étre conservée que deux jours dans des bocaux teintés.
Le stockage dans des bocaux teintés n'est pas un procédé adéquat pour R.
Eriocalyx.



Tableau XVIII: Evolution du rendement et de Ia composition de I'huile essentielle
' de R. Eriocalvx au cours du stockage de la plantc dans des bocaux

transparents.
Stockage durant n semaines. 0 1 |
(n=) |
Humidité H (%) 19,96 ! 15,18
RdAyE (% ). 1,09 | 1,52
Principaux constituants Teneur relative (% )
a-pinéne 52 | 5.1
B-pinéne 5,7 5,2
1.8-cinéole 52,4 42,5
camphre 12,6 11,4
“bornéol 3,4 43
a-terpinéol 2,1 3,2
acétate de bornvle 1.1 13.7
B-caryophylléne 4.2 9,2
ca-humuléne 0,5 traces*
Produits lourds non- traces 6,2
identifiés.

T ifaces < 0,05 %,



Il apparait donc que la lumiére joue un rdle important dans le métabolisme des
végétaux, en maintenant une certaine activité cellulaire qui permet 4 la plante de rester en
vie pendant un certain temps. '

[11-.3- Conclusion:

L'étude du stockage montre que pour &tre conservée uorrectemc.nt, la plante doit
rester en contact continuel avec de lair et de la lumiére. L'absence de telles conditions
favorables entraine des transformations chimiques au sein de la plante, et conduit au

pourrissement de celle-ci.

Ainsi, nous recommandons de stocker R. Eriocalyx a 'air libre. ou dans un milieu
ou il y a renouvellement continu de I'aération, ¢t ou la mete n'est pas tassée; le tassement
¢t 'humidité étant préjudiciables a la plante.

L'air libre, les sacs ¢n plastique ct en jute paraissent de bons moyens de

conservation.

Enfin, cette étude nous a permis de montrer que dans de bonnes conditions de
conservation, la plante peut-&tre stockée jusqu'a cing mois sans l'altérer.

C- ETUUE PRELIMINATIRE DE L'EXTRACTION DE LA
CONCRETE DE ROSMARINUS ERIOCALYX PAR
SOLVANTS VOLATILS.

L'extraction par solvants volatils est une méthode trés utilisée pour I'extraction des
principes odorants des végétaux.

Les extraits aux solvants sont d'une grande stabilité a I'air libre de par la présence
d'anti-oxydants dans leur composition |55|. De plus, ils présentent de grandes qualités
oifactives plus recherchées que celles des HE. Ils sont de ce fait trés utilisés dans
I'industrie alimentaire |55,57).
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Dans cette partie du travail, nous nous sommes intéressés 4 la concréte de R.
Eriocalyx, qui a notre connaissance n'a pas encore été extraite a ce jour. Nous avons donc
entrepris son etude au fnoyen de trois procédés d'extraction connus qui sont: I'extraction en
statique, sur soxhlet et en lit fixe avec circulation continue de solvant, en boucle fermée.

Nous avons choisi comme solvant I'ether de pétrole, en raison de sa disponibilité a
partir des coupes essences du pétrole, et 'avons comparé & d'autres solvants organiques
volatils usuels. |

Cette étude étant la premiére effectuée sur la concréte de R. Eriocalyx, elle se veut
donc essentiellement pondérale et a pour but la comparaison des rendements en concrete
obtenus par ces différentes méthodes d'extraction et au moyen de divers solvants.

[- EXTRACTION EN STATIQUE.

L'extraction en statique est basée sur le principe élementaire de la macération de la
matiére végétale dans te solvant, a température ambiante ‘et sans agitation. Le solvant
chargé ( miscella ) est ensuite évaporé et la concréte récupéree.

[-1- Protocole expérimental:

La matiere végétale ( 20g ) immergée dans le solvant ( 200 ml ), macere durant 24
h dans un ballon fermé, sans agitation, et a la température ambiante. La miscella est alors
récupérée et filtrée. Aprés évaporation du solvant, la concréte est pesée et son rendement

Rd_ déduit a I'aide de la relation suivante:

' m
Rd (%) =—=x100 (5)
(%) i '3)

ot mg désigne la masse de concréte en grammes et M, la masse de matiére végétale séchée

en grammes.



Afin d'étudier l'influence de la nature du solvant sur le rendement Rd,; en concréte,
nous avons utilisé des échantillons de R. Eriocalyx cueillis au mois d'Octobre 1993 dans
la région des Bibans.

Les solvants organiques utilisés sont: l'acétone, I'éther de pétrole, I'éthanol, I'éther-
diéthylique et le pentane; avec un rapport volume de solvant / matiére végétale (hydromo-

dule ) de h = 0,01 m? / kg, Le taux dhumidité de R. Eriocalyx a été évalué a H=9 %.

[-2- Résultats et discussion: -

Les différents essais etfectués en statique ont conduit aux résultats du tableau XIX.

Tableau XIX: Evolution du rendement en concréte de Rosmarinus Eriocalyx, en
fonction de la nature du solvant au cours de I'extraction en statique.

Nature du Ether de Pentanc t Acétone ! Ether i Ethanol
solvant pétrole - * diéthylique |
Rd. (%) 1,57 2,62 2,91 3,10 ! 3,54

Nous constatons ¢ue le rendement Rdc varie de 1,57 % pour I'éther de pétrole ( 40-
60 °C )a 3.54 % pour I'éthanol. Ce dernier présente une grande affinité pour les produits
lourds tels que les cires. les pigments et les anti-oxydants contenus dans la plante.

Cependant, il reste que le choix du solvant repose en premier licu sur I'usage
auquel est destinée la concréte. Aussi, il serait intéressant de déterminer les qualités de
chaque concréte afin de pouvoir effectuer le choix d'un solvant approprié. Ceci pourrait
faire I'objet de travaux ultérieurs visant 4 valoriser la concréte de R. Eriocalyx.

- EXTRACTION AU SOXHLET.

Le soxhlet est un apparcillage parmettant d'effectuer des extractions successives de
la matiére végétale jusqu'a épuisement total. La plante est " rincée " périodiquement par
du solvant frais réguliérement évacué at renouvelé de manicre discontinue.



[I-1- Protocole expérimental:

Nous avons utilisé pour nos essais un montage qui comprend un ballon contenant
du solvant porté a ébullition qui en s'évaporant se condense a l'intérieur du soxhlet
contenant la plante.

La matiére végétale est ainsi extraite plusieurs fois jusqu'd épuisement total.
L'expérience est arretée lorsque l'indice de réfraction du solvant dans le soxhlet devient

égal a celut du solvant pur.

Nous avons utilisé des échantillons de R. Eriocalvx cueillis au mois de Mai 1993
dans les Bibans, et dont le taux dhumidité déterminé par la méthode azéotropique, a été
estimé a 978 %. La masse de plante mise en ceuvre pour nos essais €tait de 50 g. Les
solvants organiques utilisés étaient I'éthanol absolu, ct I'éther de pétrole de la fraction 40-
60 °C de fabrication Merck.

[I-2- Résultats et discussion:

De la méme maniére que pour I'extraction en statique, nous avons étudié I'influence
de la nature du sofvant sur le rendement Rd,, en concréte. lors de I'épuisement complet de
la matiére végétale au soxhlet. Le rendement Rd,, calculé par la formule (5 ) du § C-1-1,
est donné dans le tableau XX.

Tableau XX: Evolution du rendement en concréte de R. Eriocalvx en fonction de la
nature du solvant, au cours de l'extraction au soxhlet.

Nature du solvant. Ethanol Ether de pétrole.

Rd. (%) 31,29 9,93

La concréte a Péthanol est de coulcur vert-foncé et est trés dense, tandis que celle
extraite a I'éther de pétrole est jaunitre et moins consistante.

Par ailleur, la concréte extraitc i Ithanol présente un rendement trois fois -
supérieur 2 celui obtenu avec I'éther de pétrole, et son analyse chromatographique
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( Figure 18 ) montre qu'clic contient bien tous les constituants de I'HE précedemment
observés.

D'autre part, l'entrainement a la vapeur d'eau de la plante résiduelle, a donné des
traces de produits trés mal odorants, qui ne sont pas dans ['HE. avec un rendement de
0,020 % pour l'éther de pétrole et des traces pour I'éthanol.

Nous pouvons déduire que l'éthanol n'est pas un solvant sélectif vis-a-vis des
constituants de la concréte de R. Eriocalyx, qui de ce.fait est trés riche en composés
lourds.

Ce résultat rejoint celui obtenu pour lextraction en slatigue, ¢l montre bien
l'affinité de la concréte pour I'sthanol. Il est & noter que nos résultats sont en accord avec
ceux de la bibliographie qui utilisent 1'éthanol pour l'extraction de la concréte deR.
Officinalis L. |551.

[Ii- L'EXTRACTION EN LIT FIXE AVEC CIRCULATION
CONTINUE DE SOLVANT EN BOUCLE FERMEE.

Llextraction en lit fixe avec circulation continue de solvant en boucle fermee est
basée sur les principes de transfert de matiére entre deux phases l'une fixe. la matiére
végétale, et 'autre mobile, le solvant.

Pour l'extraction des végétaux, cette méthode présente l'avantage d'étre continue et
la matiére végétale est en contact permanent avec le solvant; ce dernier ctant renouvelé

sans perturbation du systéme d'extraction |88].

I1I-1- Protocole expérimental:

Nous avons utilisé pour nos essais le dispositif expérimental de la figure 19, qui
comprend une colonne contenant la matiére végétale immergée dans le solvant. Ce demnier
est continuellement renouvelé au cours de l'extraction grice 4 un circuit fermé qui
comprend: un ballon chauffé 4 60 °C, une colonne vigreux et un réfrigérant permettant de
condenser le solvant frais au-dessus de la colonne principale. '

- 79-



-08-

b
b
>
L8]
+ .
[
I
I hd
N N
- , 4 ,
S m N oo i - |
g M [ N e © U O AT CND CJOATHTIEY DO
: w oX 0T T 2] O ORI D WY OO0 T T SR
Eaty] - L] S
v S P uAD AT g LT M TUR e W SO U YO0 O3
ro e . ‘e RSP
- axo
. ATy

E

oo A PR TLLY. S SR e D B Bl L
O SN o V) roveT RO, M u o heT
e Wal

Figure 18: Chromatogramme de la partie volatile de la concréte de Rosmarinus Eriocalyx,

obtenue au cours de I'extraction a I'éthanol. sur Soxhlet.
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Figure 19: Dispositif expérimetal de I'extraction en lit fixe avec circulation continue de
solvant en boucle fermée.




Le solvant chargé s'écoulant au bas de la colonne est récupéré a intervalles de
temps réguliers. Le solvant est ensuite évaporé ¢t le rendement en concréte est calculé par
la relation ( 5 ) du § C-I-1.

Cette expérience a porté sur des échantillons de plante ( 50 g ) cueillis au mois de
Mai 1993 dans les Bibans, dont le taux dhumidité a été évalué a 10,98 %.

Le solvant choisi, en raison de sa disponibilité, était I'¢ther de pétrole ( 40-60 °C ).

ITI-2- Résultats et discussion:

Nous avons suivi l'évolution du rendement en concréte Rd. au cours du temps, au
moyen du protocole expérimental décrit ci-dessus. Les résultats obtenus, qui sont la
moyenne de deux essais consécutifs, sont donnés dans le tableau XXI.

Tableau XXI: Evolution du rendement en concréte au cours du temps lors de
'extraction en continu de R. Eriocalvx.

tempst (h) 1 2 |3 4 5 6 7

Rd, (%) 184 | 2,87 | 323 | 356 | 434 | 459 | 507

La représentation graphique du rendement en fonction du temps ( Figure 20)
comporte deux parties distinctes ou l'accroissement du rendement Rdg en fonction du

temps est différent.

7 La premiére allant de 0 a 2 h montre une augmentation relativement rapidedu
rendement Rd; comparée a celle allantde 2ha 7h

De plus, au bout de 7 h d'extraction, le rendement en concréte n'est que de 5,07 %,
alors que I'épuisement au soxhlet conduit a un rendement double de 9,93 %. Cect suggere
que Pon n'a pas encore atteint 'spuisement total au bout de 7 h d'extraction pour le débit

de solvant utilisé.



Par ailleur, la plante récupérée aprés 7 h d'extraction ayant subi un entrainement a
la vapeur d'eau, n'a permis d'obtenir qu'un rendement Rdjg, de 0,32 % en HE.

Il est donc clair, que la plante extraite par ce procédé, n'est pas épuisée au bout de
7 h d'extraction, et contient encore de I'HE et des substances de la concréte.

Cette étude devra donc étre complétée ultérieurement, notamment par I'analyse des
différents extraits pour leur éventuelle mise en valeur, et leur classement par famiiles de
constituants, qui pourrait orienter vers lutilit¢ de ces produits dans un domatne

d'application donné.

[V- CONCLUSION.

L'étude préliminaire de I'extraction de la concréte montre que les solvants oxygeénés
( éthanol- acétone- éther diéthylique ) donnent des rendements en concrete plus élevés que
les autres solvants, aussi bien lors de I'extraction en statique que de P'épuisement total au

soxhlet.

Quant-a l'extraction en lit fixe avec circulation continue de solvant en boucle
fermée, elle nous a permis d'observer l'évolution du rendement en concréte extraite &
I'éther de pétrole, en fonction du temps, mais devra étre poursuivie au-dela de 7 h, si nous
voulons atteindre 'épuisecment total de la plante.

Il est & signaler que cette étude préliminaire devra étre complétée ultéricurement
par une étude analytique permettant d'obtenir les caractéristiques chimiques des
différentes concrétes obtenues.



CONCLUSION GENERALE




Au cours de ce travail, nous avons extrait et analysé les HE de R. Eriocalyx et R.
Officinalis L. de la région de Bordj-Bou-Arrerid;.

Nous nous sommes intéressé pour cela aux deux procédés d'extraction qui sont:
l'entrainement a la vapeur d'eau et I'hydrodistillation.

Nous avons effectué I'étude comparative des HE obtenues, ainsi que celle de la
cinétique des deux procédés d'extraction utilisés. |

['entramement a la vapeur d'cau des deux romarins étudiés 4 donné de meilleurs
rendements en HE, et des compositions plus intéresséntes, que celles obtenues pour
I'hydrodistiilation. Tandis que l'étude cinétique a montré que l'entrainement a la vapeur
d'eau suivait un processus plus rapide que celui de I'hydrodistillation.

Notre attention s'est essentiellement portée sur Rosmarinus Eriocalyx, espece
nouvellement étudiée, et plus particuliérement sur son HE, issue de I'entrainement a la

vapeur d'eau.

L'étude de l'évolution de I'HE de R. Eriocalyx au cours de son cycle végétatif nous
a permis de constater que la meilleure période de cueillette de la plante se situc entre les
mois d'Avril et Mai. Tandis que l'étude de l'influence du mode de stockage de la plante a
permis de suggérer l'utilisation d'une conservation dans un milieu aéré et éclairé de cette
plante.

Par ailleur, nous avons constaté une variabilité inter-spécifique de I'HE de

Rosmarinus Eriocalyx.

L'étude préliminatre de I'extraction par solvant de R. Eriocalyx, nous a permis de
constater l'affinit¢ des solvants oxygénés pour la concréte, au cours de l'extraction au
soxhlet et en statique.

Enfin, I'é¢volution du rendement en concréte lors de l'extraction en lit fixe avec
circulation continue de solvant, au moyen de l'éther de pétrole, a été abordée.
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En conclusion, nous dirdns que cette étude sur le Romarin: Rosmarinus Eriocalyx
mériterait d'étre poursuivie en vue d'une meilleure connatssance de cette nouvelle espéce
spontanée, et ce aussi bien d'un point de vu botanique que chimique. Il serait intéressant
de poursuivre les recherches dans le but d'une valorisation industrielle éventueile de son
HE et de sa concréte.
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ANNEXE |

MESURE DU-TAUX DHUMIDITE
DE LA PLANTE




DETERMINATION DU TAUX D'HUMIDITE
DE LA MATIERE VEGETALE

Pour ce faire, il faut se munir de l'appareil de DEAN et STARK ( voir figure ci-
aprés ); le réactif utilisé est le xyléne.

Nous procédons de la maniére suivante: _ _
] Dans un ballon de 500 ml. nous intriduisons Sg de matiére végétale. et 200 mi de
xyléne. que nous surmontons d'un réfrigérant muni d'un récipient graduié.

Nous portons ensuite I'ensemble a reflux ( 2 a 4 gouttes par secondes ) jusqu'au
moment ot le niveau d'eau reste constant et le solvant surageant I'eau dans le récipient

devient limpide.

A la fin du dosage, nous augmentons le chautfage dans le but de récupérer toutes

les gouttes déposées sur les parois du réfrigérant.

Enfin, nous laissons le systéme refroidir, puis nous notons le volume d'eau dans le

récipient.
La teneur en eau dans la matiére végétale est calculée par la formule suivante:

H=Y2 098 00 :

ou: H: Teneur en eau { % ).
V: Volume d'eau { ml ).
G: Masse de la matiére végétale ( g ).

La précision de la mesure est comme suit:
- de 0 4 1 ml; les graduations sont de 0,1 ml et I'erreur de 0,05 ml.
-de 1 a 10 ml; les graduations sont de 0,2 ml et l'erreur de 0,1 ml.



{-chauffe-ballon.
2-mélange xvieéne-matiére
végétale.

6 3-ballon.
d-récipient gradué.
j-entrée d'eau
b-réfrigérant.
7-sortie d'eau.

(W]
| L

C‘T‘“‘TW‘LIﬂT\h

o

Appareillage de DEAN et STARK.




ANNEXE T
CHROMA TOGRAMMES DE
LA VARIABILITE INTER-SPECIFIQUF
DE ROSMARINUS ERIOCALYX
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ANNEXE il

CHROMATOGRAMMES DE
LA VIARIABILITE SAISONNIERE
DIE ROSMARINUS ERICCALYX
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