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Extraction del’huile essentielle de Salvia officinalis L. par hydrodistillation.
Résumé:

Ce travail porte sur I’extraction de |'huile essentielle de Salvia officinalis L. par
hydrodistillation en présence de tensioactif. Les principaux paramétres du procédé ont été
optimisés par planification des expériences et par la méthode classique. Les résultats des
essais réalisés, dans les conditions optimales, ont permis de constater une augmentation
significative du rendement en huile. L’ éude cinétique de I’ extraction a permis d émettre
des hypothéses sur la maniére dont le tensioactif intervient dans I’ hydrodistillation de
I”huile essentielle, en tenant compte des sites exogenes et endogeénes de la plante, mises en
évidence par des observations microscopiques des coupes de ses différents organes.
L’ analyse par CPG a montré une différence de la composition qualitative et quantitative
des huiles essentielles extraites en présence et en absence de tensioactif. L’activité
antimicrobienne d huile, obtenue en présence de tensioactif, déterminée in vitro par la
méthode d’ antibiogramme, s’ est révél ée tres importante al’ encontre de six bactéries.

Mots clés : Huile essentielle, Salvia officinalis L., hydodistillation,tensioactif, optimiser,
planification des expériences, méthode classique, structure <écrétrice, activité
antimicrobienne.

Salvia officinalis L. essential oil extraction by water distillation
Abstract:

This study concerns the Salvia officinalis L. essential oil extraction by water
digtillation in the presence of surfactant. The main process parameters were optimized by
experimental design and by the classical method. The results of the tests carried out, under
the optimal conditions, showed a significant increase of oil yield. The kinetic study of the
water distillation allowed to make assumptions about the role of surfactant in the oil
extraction, taking into account the exogenous and endogenous secretory sites of the plant,
as evidenced by microscopic observations of various organ sections of vegetable mater.
The GC analysis showed a qualitative and quantitative differences in the essential oils
composition extracted with and without surfactant. In vitro antimicrobial activity of oil
obtained in the presence of surfactant, was determined by the antibiogramm method, and
has proved very important against six bacteria.

Key word: essentia oil, Salvia officinalis L., water distillation, surfactant, optimize,
experimental design, classical method, secretory structure, antimicrobial activity.
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Introduction

La mise en ceuvre de I'extraction des huiles essentielles est confrontée, entre autres, au
probléeme de leur faible teneur dans la matiere végétale. Par conséquent, des solutions
technologiques, permettant la récupération aussi complete que possible d'une huile de bonne
qualité, sont a rechercher méme lorsqu'il s'agit du plus ancien des procédés d'extraction des
huiles essentielles a partir des végétaux, a savoir, I’hydrodistillation.

Dans ce contexte, nous avons entrepris I'étude de I'extraction, par hydrodistillation en
présence de tensioactif, de I'huile essentielle de Salvia officinalis L., provenant de deux lots
cultivés, respectivement, a I’lENP et au Jardin d’essais d’Alger.

Dans le premier chapitre de ce travail sont présentés la matiere végeétale, objet de cette
étude, et les travaux antérieurs menés sur sa structure sécrétrice.

Le second chapitre est une revue bibliographique relative aux huiles essentielles et les
procédés de leur extraction, en général, et a I’huile de Salvia officinalis L., ainsi qu’aux
travaux antérieurs la concernant, en particulier.

Le troisieme chapitre est consacré aux travaux antérieurs rapportant I’utilisation des
tensioactifs, lors de I’extraction des huiles essentielles, a la présentation des tensioactifs et de
leurs propriétés physico-chimiques, et de celles du tensioactif utilisé dans cette recherche.

Aprés une bréve description du procédé d’extraction par hydrodistillation, le chapitre
IV présente les résultats des essais effectués dans le cadre de la recherche, par planification
des expériences et par la méthode classique, des conditions opératoires optimales d’extraction
de I’huile essentielle en présence de tensioactif. L’influence sur le rendement en huile des
parametres tels, la concentration du tensioactif, la durée de la macération de la matiére
végétale dans la solution aqueuse du tensioactif, le débit de vapeur, le rapport volume de
liqguide/masse de solide, I’état de la matiere végétale, est étudiée. Dans ce chapitre sont
présentés, également, les résultats de I’étude de la cinétique de I’hydrodistillation en présence
de tensioactif et des observations microscopiques, effectuées sur les coupes des différents
organes de la plante, avant et apres I’hydrodistillation.

Enfin, le dernier chapitre de cette recherche rapporte la comparaison des huiles
essentielles extraites sans et en présence de tensioactif sur la base de leur composition
chimique, déterminée par chromatographie en phase gazeuse, de leurs propriétés physiques,
telles que I’aspect, la densité et I’indice de réfraction, et de leur activité antimicrobienne vis-a-

vis de 11 souches bactériennes.
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Chapitre | La matiere végetale

La sauge ou Salvia officinalis L. appartient a la famille des Lamiacées. Cette famille
comprend plus de 900 especes, annuelles, bisannuelles, vivaces ou arbustives [1].
Cultivé dans les jardins comme plante condimentaire et officinale ou tout simplement pour la

beauté de son feuillage et de ses fleurs, on I'appelle aussi herbe sacrée ou thé d'Europe [2].

I.1. Historique

Son nom est déja une sorte de dipldome d'efficacité puisque Salvia vient du latin salvare
qui signifie «sauver», «guérir». C'est une des plantes sacrées des anciens [2]. Reconnue par
les Chinois, ces derniers n'hésitaient pas a échanger leurs feuilles de thé les plus précieuses
contre des feuilles de sauge [1]. Les Grecs, les Romains et les Arabes I'employaient
communément comme tonique et en compresse contre les morsures de serpent. Au XVI°
siecle, le botaniste Jacob Tabernae-Montanus raconte que les femmes égyptiennes avaient
I'habitude de boire du jus de sauge pour accroitre leur fertilité [1].

Au XVIII® siecle, on roule les feuilles de sauge comme des cigarettes. Tous les
asthmatiques se mettaient a fumer de la sauge des I'apparition du premier pollen printanier. La
plante était associée a l'immortalité et a la longévité. Certains groupes d'Ameérindiens
mélangeaient la sauge avec de la graisse d'ours pour guérir les probléemes de peau. On a aussi
utilise la plante pour traiter les verrues [1]. Ses effets dus a son huile essentielle et la présence
d'un oestrogéne avaient déja été observés aussi bien par les Romains que par les Egyptiens
[2]. Pendant tout le Moyen Age, elle reste une plante primordiale et entre dans de trés
nombreuses préparations : Eau d’arquebuse, Eau céleste, Eau impériale, etc. Ce qui est

confirmé par le dicton : «qui a de la sauge dans son jardin, n'a pas besoin de médecin» [2].

1.2. Description

La sauge est un sous-arbrisseau de 30-50 cm, tres rameux, trés aromatique, a racine

ligneuse, brunétre, fibreuse.
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Figure 1.1: Vue d’ensemble de Salvia officinalis L. [2]

Ses feuilles pétiolées, oblongues ou lancéolées, obtuses ou aigués, épaisses,
rugueuses, finement crénelées, pubescentes grisatres ou vertes, persistent I'hiver grace au

revétement de poils laineux qui les protege.

Figure 1.2 : Feuilles de Salvia officinalis L. [2]
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Ses fleurs, d'un bleu violacé, visibles de Mai a Aodt, assez grandes, pédicellées, 3 a 6
en verticilles un peu laches forment une grappe simple. Leurs bractées sont ovales acuminées,
leur calice est pubescent, & 17 nervures, bilabié, la levre supérieure tridentée, a dents toutes

lancéolées en aléne.

Figure 1. 3 : Fleurs de Salvia officinalis L. [2]

La corolle, de 2-3 cm, est 2-3 fois plus longue que le calice, a tube muni en dedans
d'un anneau de poils, a lévre supérieure presque droite [3,4].

1.3. Culture et récolte
Probablement originaire de I'Europe méditerranéenne, la sauge s'est tres vite répandue

dans tout le bassin, puis dans toutes les zones tempérées du globe [1], notamment en Gréce,
ou elle était utilisée soit fraiche, soit confite dans le vinaigre [5].

La sauge officinale a besoin de soleil, de chaleur et redoute I'numidité. Elle préfére un
sol léger, sec, profond et non calcaire, qui évitera aux racines I'eau stagnante en hiver [6].

Malgré ses poils laineux, elle craint les gelées. Sa multiplication s'effectue par semis
au début du printemps et repiquage 2 mois plus tard, puis replantation définitive a I'automne.
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On peut également en faire des boutures ou diviser les touffes. La récolte des feuilles se fait
au printemps et a l'automne. Plusieurs coupes peuvent étre réalisées sur des sols bien drainés

et les sites doivent étre bien ensoleillés. Sur un sol argileux il faut faire un apport de sable [1].

I.4. Principaux constituants [7]
La composition chimique de la sauge est la suivante:

» 1a25% dhuile essentielle : sa composition varie, en fonction du lieu et de la période
de vegétation et est a I’origine de la definition de différents chemotypes, selon la
teneur de ses constituants majoritaires.

» 2 a6% de tanins, avec comme constituant majeur I’acide rosmarinique.

> Des diterpénes, tels le carnosol, ou picrosalvine, formé a partir de I’acide carnosolique
lors du séchage et du stockage, le rosmanol, I’isorosmanol, le safficinolide etc...

» 1 a 3% de flavonoides: ce sont des dérivés de la lutéoline et de I’apigénine, ainsi que
des glycosylflavones comme le caféyl-fructosylglucoside, le caféyl-apiosylglucoside
etc... lls sont considérés comme responsables des propriétés antioxydantes.

1.5. Usages

La feuille de sauge est riche en flavonoides et en huile essentielle qui lui donne son
godt epicé et son odeur aromatique. C'est un cholérétique, c’est-a-dire, qu'elle augmente la
sécretion de bile. Elle a également une action relaxante et antispasmodique sur les muscles de
I'estomac et des intestins. Son huile essentielle est aussi antiseptique ses propriétés lui
permettent d'étre particulierement utile pour soigner les troubles digestifs : digestion lente et
difficile, ballonnements, fermentations intestinales, renvois d’air. La présence d’cestrogenes
végétaux permet de la conseiller chez les femmes présentant des regles irréguliéres et
douloureuses et au moment de la ménopause, pour diminuer les bouffées de chaleur, car
I'huile essentielle agit sur les glandes sudoripares et diminue la formation de sueur souvent
excessive en période de ménopause [3].

La sauge est appréciée pour ses nombreuses vertus: tonique, antisudorale, apéritive,
bactéricide, calmante, céphalique, coronarienne, énergétique, enraye la montée de lait,
diurétique léger, emménagogue, fébrifuge, fluidifiant sanguin, stimule la mémoire [1].

Une recente étude [8] a rapporté que les extraits de sauge, administrés pendant quatre

mois a des personnes agées atteintes de la maladie d’Alzheimer, améliorent les fonctions
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cognitives et diminuent I’agitation, comparativement aux personnes ayant recu un placebo. La
sauge serait efficace pour le traitement des cas légers et modérés de la maladie.

Les feuilles sont employées comme aromates en cuisine, tout particulierement dans les
marinades et dans l'assaisonnement du gibier. Les fleurs sont utilisées dans I'industrie
alimentaire pour la confection de confitures [2].

Son essence, en particulier celle de la sauge sclarée, est un excellent fixateur de

parfum [2].

1.6. Matiere végétale utilisée

1.6.1. Lieu de végétation et période de recolte

La matiére végétale, utilisée dans cette recherche, a été cueillie en Mars et en début
d’Auvril, avant la période de floraison. Elle provient de deux lots: I’un cultivé au Jardin
d’Essais d’El Hamma a Alger, et I’autre & I’Ecole Nationale Polytechnique d’Alger.

La plante a été identifiée a I’herbarium de I’Institut National d’Agronomie d’Alger,
comme étant Salvia officinalis L.

Les parties de la plante utilisées dans cette étude sont les sommités aériennes,

constituées des feuilles et des tiges.

1.6.2. Taux d’humidite

Le taux d’humidité de la matiére végétale a été déterminé avant chaque manipulation,
par distillation azéotropique au xylene, dans un appareil de Dean et Stark, afin d’exprimer le
rendement en huile essentielle par rapport & la masse de la matiére végétale séche. Ceci
permettra la comparaison des rendements en huile essentielle, obtenus par différents essais,
sur la méme base.

L’appareil de Dean et Stark et le protocole expérimental son présentés en annexe I.

1.6.3. Echantillonnage

L’utilisation des échantillons représentatifs d’un lot mere de matiére végétale,
constitué des feuilles et des tiges de forme et de poids différents est indispensable, car lors de
son conditionnement, ces derniers se répartissent de maniere aléatoire. Aussi, nous avons
effectué I’échantillonnage, selon la méthode d’usage [9], de chacun des deux lots étudiés,

avant de procéder a I’extraction de I’huile essentielle.
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1.7. Structure sécrétrice de Salvia officinalis L.

1.7.1. Travaux antérieurs

Toutes les parties d'une plante aromatique: feuilles, fleurs, tiges, racines, fruits,
contiennent de I’huile essentielle, mais elle est souvent majoritairement présente dans I'une
d'elles. La synthese et I’accumulation des huiles essentielles s’effectuent dans des structures
histologiques spéciales, différenciées et variables suivant la famille. Ces structures sont
localisées soit a la surface des différents organes de la plante, sites exogenes, soit dans des
canaux ou poches, sites endogenes. On peut citer, par exemple, parmi les structures exogeénes,
les poils ou trichomes sécréteurs des Lamiacées et les cellules sécrétrices isolées des
Lauracées. Les canaux sécréteurs des Apiacées et des Coniferes, les cellules sécrétrices
modifiées en sacs ou en tubes huileux et les poches sécrétrices des Myrtacées ou de Rutacées,
comptent parmi les structures endogénes [10,11].

Des études tres récentes [12,13] menées par observation au microscope photonique des
coupes de la tige et de la feuille de Salvia officinalis L. en provenance du Jardin d’essais
d’Alger, a permis de confirmer le caractére exogene de la structure sécrétrice et de
soupconner la présence des poches endogenes. Ces études ont rapporté que la structure
sécretrice exogene est constituée de trichomes peltés et de trichomes capités, situés a la
surface des différents organes de la plante, comme montrent les figures 1.4 et I.5.

Les trichomes peltés, déja décrits dans la littérature [14], sont constitués d’une cellule
basale, d’un pied monocellulaire et d’une téte contenant quatre a douze ou seize cellules
sécretrices disposées en un ou deux cercles concentriques. Elles produisent des sécrétions
contenant des composants lipophiles et hydrophiles, tels que des hydrates de carbone, autres
que la cellulose, des huiles essentielles, des résines, des alcaloides, des protéines, des lactones
sesquiterpéniques, des stéroides, des tannins et des flavonoides. Ces sécrétions s’accumulent
sous la cuticule du trichome et la font gonfler.

Les quatre types de trichomes capités, rapportés par des travaux antérieurs [14], se
différenciant par leur morphologie, la composition de leurs sécrétions et par le réle qu’ils
exercent, ont éte observés (Figure 1.5).
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Figure 1.4 : Coupe de la tige de Salvia officinalis L. (Gx80) [12,13].

Figure 1.5 : Coupe de la tige de Salvia officinalis L. (Gx320)
Différents types de trichomes capités [12,13].
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% Le type I, se distingue par un court pied uni- ou bicellulaire et une téte sécrétrice uni-
ou bicellulaire de cuticule fine. La matiére sécrétée est dégagée lentement a travers la
cuticule.

s Le type Il a un pied unicellulaire et une téte sécrétrice tres petite et cuticunisée,
pendant I’activité de sécrétion la téte aura une petite chambre subcuticulaire.

% Le type IlI, dont le pied avec sa large base est long, la téte est unicellulaire. La
matiere sécrétée se regroupe souvent comme une goutte sur la téte dégonflée.

% Le type IV se caractérise par un pied trés long et mince constitué de 4 cellules. La téte
sécretrice a une forme trapézoidale.

La composition chimique des secrétions produites par les différents trichomes
glandulaires de Salvia officinalis L., a été rapportée dans la bibliographie [14]. 1l a été montré
que I’huile essentielle de Salvia officinalis L. est produite, majoritairement par les trichomes
capités de type Il et, en plus faible quantité, par les trichomes peltés et capités de types Il et
IV. Les trichomes capités de type | ne produisent pas d’huile essentielle.

Par ailleurs, les auteurs [12,13] constatent, pour la premiére fois, la présence des

poches endogenes, montrés sur les figures 1.6 et 1.7 suivantes.

Figure 1.6 : Coupe de la feuille de Salvia officinalis L. (Gx80)
Trichome pelté et poche endogéne située dans le parenchyme [12,13].
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Figure 1.7 : Coupe dans la feuille de Salvia officinalis L. (Gx80)

Trichome pelté et trichome capité du type | avec une
extension reliant la cellule basale a une cavité endogéne [12,13].

Le mécanisme de la formation de ces cavités, par lysogénie ou schisogénie, la mise en

évidence des cellules sécrétrices endogeénes et la nature de leurs sécrétions restent a élucider.

10



Chapitre II :
L'huile essentielle de
Salvia officinalis L.



Chapitre 11 L’huile essentielle de Salvia officinalis L.

I1.1. Les huiles essentielles

II.1.1. Historique [15]

L'histoire des aromates et des parfums remonte a la nuit des temps. Les huiles essentielles
sont des substances extraites des plantes par des techniques d'extraction diverses. Mais, ces
méthodes étant plus ou moins compliquées et améliorées avec le temps, il est tres difficile de
dater précisément la naissance de ces substances. Cependant, les trois grands berceaux
géographiques de l'utilisation des plantes aromatiques sont I'Inde, la Chine et le bassin
méditerranéen.

La technique la plus facile étant l'enfleurage, les huiles essentielles ont, a l'origine,
probablement di étre extraites de cette maniére.

En Inde, les plantes sont soit directement utilisées lors les priéres, par simple combustion,
soit utilisées sous forme d'huiles dans les médicaments. Cette nouvelle science ou « méthode de
guérison » ne sera définie qu'en 1928, par René Gatte Fossé, sous le terme d'aromathérapie [15].
Aujourd'hui cette forme de médecine est toujours employée dans différents pays.

Ainsi, en Chine, les huiles essentielles servent, conjointement a l'acupuncture, aux soins
du malade. Cette nouvelle science, qui s'inscrit dans la médecine chinoise, comptabilise environ
8 000 formules de médicaments a base de plantes. La pharmacopée chinoise est la plus vaste.

Puis, en Egypte, au temps des pharaons, les huiles essentielles deviennent des substances
d'utilisation courante. Elles font l'objet d'un véritable commerce international. Toutefois, leur
utilisation dans ce pays reste particuliere: grace a leurs propriétés antiseptiques et
antibactériennes, elles servent a I'embaumement lors des momifications.

Le trafic de ces essences va alors les conduire en Greéce, a Rome, a Babylone, puis en
Europe. C'est dans l'empire romain que ces composés trouvent de nouvelles applications comme
le parfum ou I'huile de massage, de plus, leurs effets thérapeutiques sont confirmés.

Pourtant, ces huiles ne connaissent pas, au cours du temps, les mémes enchantements.
Vient, en effet, la période des sorciéres et de leurs « potions » qui effraieront les populations pour
un temps. Trés vite, ces substances retrouvent leur acte de noblesse grace aux chevaliers de retour
des Croisades. Une nouvelle technique d'extraction inventée par Avicenne, grand médecin arabe,

les accompagne: la distillation. Cette technique s'implanta rapidement dans le sud de la France,
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en particulier, a Grasse. De nombreux parfumeurs européens viennent alors s'installer dans la
région et les huiles essentielles subissent un essor extraordinaire.
Depuis, de nombreuses autres méthodes d'extraction des huiles essentielles a partir des

plantes aromatiques ont vu le jour.

I1.1.2. Définitions

D'apres le dictionnaire Larousse, édition 2000 [16], une huile essentielle est «un mélange
de substances terpéniques, pour la plupart. Les huiles essentielles résultent du métabolisme
secondaire. Elles ont des fonctions diverses: insecticide ou ¢loignement des herbivores.
Responsables de I’odeur des fleurs, elles sont utilisées dans la fabrication des parfums ».

Quant a la norme AFNOR [17], elle définit les huiles essentielles comme étant « des
produits obtenus, soit a partir des matieres premicres végétales par distillation a ’eau ou a la
vapeur d’eau, soit a partir des fruits de citrus par des procédés mécaniques et qui sont séparés de
la phase aqueuse par des procédés physiques ».

Comme leur nom ne l'indique pas, les huiles essentielles sont des substances volatiles non
grasses, sécrétées par les plantes aromatiques. Elles sont obtenues par plusieurs procédés, la plus
répandue étant la distillation. Elles sont constituées d'un mélange, souvent complexe, de
molécules organiques. Les huiles essentielles connaissent aujourd'hui un grand succes: utilisées
en aromathérapie, elles ont prouvé leur efficacité et sont désormais considérées comme
thérapeutiques. Elles entrent dans la composition de parfums, de cosmétiques, de produits

d'entretien [16].

I1.1.3. Localisation des huiles essentielles dans les plantes [18]

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles sont
produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules
glandulaires spécialisées, situées en surface et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont
stockées dans des cellules dites cellules a huiles essentielles, dans des poils sécréteurs
(Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs
(Lauraceae ou Zingiberaceae). Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : les
fleurs (ylang-ylang, bergamotier, rose), les sommités fleuries (tagéte, lavande), les feuilles
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(citronnelle, eucalyptus, laurier), les racines (vétiver), les rhizomes (gingembre, curcuma), les

fruits (anis, badiane), le bois (bois de rose, santal) ou les graines (ambrette, muscade).

I1.1.4. Role physiologique

Beaucoup des plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires, mais leur réle exact dans le processus de la vie de la plante est inconnu [19].

Il y a beaucoup de spéculations au sujet du « role» des huiles essentielles des plantes.
Certes, plusieurs effets apparemment « utiles » ont été décrits, tels, la réduction de la compétition
des autres espeéces de plantes (aléllopathie), par inhibition chimique de la germination des
graines, ou la protection contre la flore microbienne infectieuse, par les propriétés fongicides et
bactéricides [20].

Certains auteurs pensent que la plante utilise 1’huile pour repousser ou attirer les insectes,
dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considérent I’huile comme source
énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, conservant I’humidité des plantes dans les

climats désertiques [21].

I1.1.5. Composition chimique des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont constituées principalement de quatre groupes de composés [9]:
e Terpenes et leurs dérivés oxygénés
e Hydrocarbures aliphatiques et leurs dérivés oxygénés
e Hydrocarbures aromatiques et leurs dérivés oxygénés
e Hydrocarbures contenant des atomes d’azote ou de soufre.
Les terpénes et leurs dérivés oxygénés sont les plus répandus, présents, souvent, plus de 80%
dans I’huile, alors que les dérivés d’azote et du soufre sont rares.
Les constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis en classes chimiques
distincts, ayant chacune des effets biologiques spécifiques. Le tableau II.1 regroupe les

principales classes chimiques des composants des huiles essentielles et leurs effets biologiques

[22].
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Tableau II.1 : Principales classes chimiques des constituants des huiles essentielles

et leurs effets biologiques [22]

Classe chimique

Caractéristiques

Quelques végétaux possédant
ces éléments

Acides Anti-inflammatoires trés puissants. On en trouve surtout dans le
Agissent en calmant le systéme nerveux. clou de girofle et le genévrier.

Aldéhydes Intermédiaire entre alcools et cétones. On en trouve dans le citron, la
Anti-inflammatoires trés puissants, calmant du systéme mélisse, la verveine des Indes,
nerveux, anti-infectieux. la coriandre douce, la cannelle
Peuvent irriter les muqueuses et la peau. de Chine.

Cétones Anti-inflammatoires, anti-infectieux, anti-coagulantes, On en trouve dans 1’absinthe,
cicatrisantes, lipolytiques (fonte des graisses), calmantes la camomille noble, le fenouil,
Stimulent le systéme immunitaire a faible dose. A forte dose, | le romarin officinal,
peuvent étre neurotoxiques. L’eucalyptus mentholé.

Les huiles essentielles riches en cétones ne doivent pas étre
employées seules.

Coumarines Neuro-sédatives, anti- coagulantes. On en trouve dans ’angélique,
Les furo-coumarines peuvent provoquer des taches brunes le céleri, I’oranger doux et
sur la peau exposée au soleil. amer.

Les pyranno-coumarines peuvent endommager le foie
suivant les doses.

Ethers Ont une action antispasmodique, effets antalgiques. On en trouve dans ’anis étoilé,
Rééquilibrants nerveux (antidépresseur psychique) I’estragon, le basilic, la rose de
Inverser les effets si les doses sont trop fortes. Damas.

Esters Antispasmodiques, rééquilibrants nerveux, anti-arythmiques. | On en trouve dans le lavandin,
On en utilise souvent, car présentent peu de danger. la lavande officinale, le ylang-

ylang , le géranium rose.

Monoterpénes Stimulent le systéme immunitaire, ont des propriétés On en trouve dans le thym, le
antiseptiques. Action révulsive sur la peau donc utiles en cas | cypres la sauge officinale
de douleurs localisées. Peuvent occasionner des brileurs
importantes sur la peau donc leur action doit étre limitée
dans le temps.

Monoterpénols Action contre les microbes, les champignons, les virus et les | On en trouve dans le bois de
bactéries. Utiles lorsqu’il faut simuler le systéme nerveux. rose, la camomille noble,

Ne briilent pas la peau et ne sont pas toxiques pour le foie I’eucalyptus, le lavandin et la
donc usage courant. marjolaine.

Phénols Anti-infectieux, immunostimulants. On en trouve dans le clou de
Action contre les microbes, les champignons, les virus et les | girofle, le thym, 1’orignan
bactéries. d’Espagne, le poivre noir.
Irritation pour la peau et muqueuses, peuvent entrainer des
brilures. Peuvent, en grande quantité, endommager le foie
en détruisant les cellules hépatiques.

Sesquiterpénes Anti-inflammatoires, immunostimulants, antiallergiques. On en trouve dans la mélisse,
Emploi important en cosmétologie, car ont une bonne le ylang-ylang et le cédre
tolérance avec la peau et ont des propriétés thérapeutiques. d’Atlas.

Sesquiterpénols Stimulants généraux. On en trouve dans le patchouli,

Toniques.
Microbicides.

la grande carotte sauvage et le
santal blanc.
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I1.1.6. Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique et le rendement en huile essentielle varient suivant divers
facteurs: I’environnement, le génotype, ’origine géographique, la période de récolte, le mode et
la durée du séchage, les parasites et mauvaises herbes [23, 24]. C’est ainsi que 1’action des huiles
est le résultat de I’effet combiné de leurs composés actifs et inactifs, ces composés inactifs
pourraient influencer la disponibilité biologique des composés actifs, et plusieurs composants
actifs pourraient avoir un effet synergique [23].

Ajouter a la complexité d’huiles volatiles [23], les proportions des différents composants
d’une huile essentielle peuvent varier de fagon importante tout au long du développement, aussi
les chimiotypes ou races chimiques sont trés fréquents chez les plantes aromatiques [25].

Les conditions principales requis pour une production rentable en huile essentielle sont:
matériel végétal de bonne qualité, variété de la plante, le sol, le climat, I’équipement de

distillation, bonne conduite du procédé d’extraction [24].

I1.1.7. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Différentes techniques sont mises en oeuvre pour I’extraction des huiles essentielles, tels
que I’entrainement a la vapeur d’eau a flux ascendant et & flux descendant de la vapeur,
I’hydrodistillation et expression a froid, réservée a I’extraction des huiles essentielles des
agrumes. Le choix d’un procédé d’extraction dépend, en tout premier lieu, de la richesse en huile

essentielle de la maticre végétale a traiter et de la qualité d’huile essentielle recherchée [26].

I1.1.8. Propriétés physiques et chimiques des huiles essentielles

I1.1.8.1. Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont généralement liquides a la température ordinaire, souvent
colorées, d’odeurs agréables. Leur densité est généralement inférieure a celle de I’eau et varie, de
0,850 a 0,950, a I’exception des essences de cannelle, girofle, sassafras, la plus dense étant celle
de vétivier: 1,187. Elles ont un indice de réfraction élevé et, le plus souvent, sont douées de

pourvoir rotatoire [27].
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Les huiles essentielles sont volatiles et entrainables par la vapeur d’eau. Selon leur
volatilité¢ V a 20°C, exprimée en g/m?.h, elles sont classées en quatre catégories [28]:
* tres volatiles : V>30 g/m*.h
» moyennement volatiles : 10<V<30 g/m>.h
* peu volatiles : 5<V<10 g/m>h
* non volatiles : V<5 g/m?.h

Les huiles essentielles sont peu solubles dans I’eau, elles lui communiquent leur odeur.
Leur solubilit¢ dans 1’eau est de type colloidal et moléculaire et varie, en fonction de la
température. La compétition entre ces deux types de solubilité est a I’origine de trois cas,
observés dans I’intervalle de températures de 10 a 50°C [29] :
* ’hydrosolubilité ne varie pas, en fonction de la température
* ’hydrosolubilité présente un maximum.
* ’hydrosolubilité présente un minimum [30].

Les huiles essentielles sont solubles dans 1’alcool éthylique, dans la plupart des solvants
organiques et dans les huiles fixes ou leurs dérivés (graisse).

Elles ont un indéniable pouvoir de pénétration percutané : il a été constaté qu’un individu

qu’on frictionne a I’eucalyptol présente quelques instants apres une haleine trés odorante [27].

I1.1.8.2. Propriétés chimiques [27]

* Elles s’oxydent facilement a la lumiére et se résinifient, en absorbant 1’oxygeéne, en méme
temps que leur odeur se modifie, leur point d’ébullition augmente, leur solubilité diminue.

* Elles réagissent avec le chlore, le brome, 1’iode, avec dégagement de chaleur.

* Elles peuvent se combiner avec I’eau pour former des hydrates.

I1.1.9. Propriétés biologiques des huiles essentielles [31]

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie,
elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne, par exemple, contre les bactéries endocanalaires ou au niveau de la microflore

vaginale et d’origine fongique, contre les dermatophytes. Elles possédent également, des
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propriétés cytotoxiques qui les rapprochent, donc, des antiseptiques et désinfectants, en tant
qu’agents antimicrobiens a large spectre.

Dans des préparations pharmaceutiques, les terpeénes phénoliques, comme le thymol et le
carvacrol, sont souvent utilisés comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques. Le thymol
est trés irritant, astringent et caustique. La dose de thymol applicable sur la peau et les muqueuses
est de 0,5%. Ingéré a la dose de 2 g ou a plus fortes doses, il est responsable de gastralgies avec
nausees.

Dans les domaines phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogeénes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires.

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antibactériennes et
antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan, lavande, menthe, romarin,

sauge, etc...

I1.1.10. Propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles [32]

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent, aussi bien
la croissance des bactéries, que celles des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la
nature de leurs composés volatils majeurs. Elles agissent en empéchant la multiplication des
bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent sur la
biomasse et la production des pseudomycelium, alors qu’elles inhibent la germination des spores,
I’¢longation du mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les moisissures.

Les huiles essentielles possédent plusieurs modes d’action sur les différentes souches de
bactéries, mais d’une manicre générale leur action se déroule en trois phases :

e attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation de
la perméabilité, puis la perte des constituants cellulaires.

e acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et
la synthése des composants de structure.

e destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
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I1.1.11. Conservation et stockage des huiles essentielles [17]

e Les huiles essentielles sont des liquides facilement inflammables c’est la raison pour la
quelle elles doivent étre entreposées dans des emplacements spéciaux.

e [l faut, en outre, vérifier que les récipients contenant les huiles essentielles ne
présentent aucune fuite de liquide ou de vapeur. Les récipients couramment utilisés
sont: flacons, bidons, estagnons, bonbonnes, citernes et cuves.

e Les récipients doivent étre protégés contre risques de causes accidentelles.

e Les récipients doivent étre placés dans un endroit protégé de la lumiere, de la chaleur et

dont la température est maintenue constante.

I1.1.12. Intérét des huiles essentielles [15]

+* En alimentaire

Leurs utilisations sont multiples. Elles donnent la saveur aux condiments (poivre,
gingembre) et aux aromatisants (menthe, anis, oranger, thym, laurier). Chacune de ces especes
doit, en effet, sa saveur a une ou plusieurs molécules aromatiques particuliéres entrant dans sa
composition : apiol de I'essence de persil, anéthol du fenouil ou de I'anis, menthol des menthes.
De plus, a faible dose, certaines substances ont un effet favorable sur la digestion, ce qui explique
leur utilisation en liquoristerie (essence d'anis ou de badiane). Les huiles essentielles entrent,
donc, pour leurs différentes propriétés, dans la composition des ardmes employés de manicre
abondante aujourd'hui dans tous les produits alimentaires comme les plats cuisinés ou préts a

I'emploi.

% En parfumerie

Les essences fines sont généralement utilisées en quantités treés faibles. L'enfleurage se
révele alors €tre la méthode d'extraction la plus appropriée. L'industrie de la parfumerie traite
d'importants tonnages d'essences telles celles de rose, de jasmin, de violette, de verveine, de

citron, ou de santal.

¢ En cosmétologie

Les utilisations sont nombreuses. A titre d’exemple :
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e Le B-caroténe de l'huile de racine de carottes séchées est le principe actif a la base de

nombreuses cremes solaires.

e L'huile de blé, utilisée notamment dans la fabrication des crémes anti-age, des rouges a

lévres, des crémes de jour, des laits de toilette, des gels, de I'huile solaire.

« En thérapeutique

Les huiles essentielles ont depuis longtemps ¢été employées pour leurs effets
thérapeutiques (aromathérapie). Elles sont utilisées, soit pour leurs propriétés aromatisantes
(essence d'anis, d'orange amere), soit en raison de vertus curatives propres: action antiseptique
des voies respiratoires des essences d'eucalyptus ou de niaouli, par exemple. Leur usage est

réalisé, alors, par massages, par inhalations, par vaporisation ou dans le bain.

I1.2. Travaux antérieurs relatifs a I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

En raison de ses multiples applications dans les domaines les plus variés, cosmétique,
pharmaceutique et alimentaire, I'huile essentielle issue des parties aériennes de Salvia officinalis
L. a donn¢ lieu a de nombreuses études sur sa composition chimique, ses propriétés physico-

chimiques et biologiques.

I1.2.1. Chémotypes de Salvia officinalis L.

Plusieurs études ont montré que pour une méme variété botanique il existe plusieurs
chémotypes, c'est-a-dire, des plantes appartenant a la méme espece fournissent des huiles
essentielles de compositions différentes. La variabilité chimique de I’huile essentielle est
d'origine génétique, mais elle dépend aussi d’autres facteurs [33]:
> Biotope, variabilit¢ due a I'environnement dans lequel évolue la plante, tel que la

composition du sol et les conditions climatiques: 1’ensoleillement, la température, la
pluviométrie etc...
» Organe de la plante : feuille, tige, fleur, racine, écorce.

» Période de végétation.
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» Mode et durée de stockage.

La composition chimique des huiles essentielles de Salvia officinalis L. provenant de
différents pays a été étudiée et publiée dans des monographies [34, 35]. En 1990, sur la base de
I’ensemble des travaux publiés, relatifs a la composition de 1’huile essentielle de S. officinalis L.,
cinq types chimiques, ou chémotypes ont ét¢ définis, en fonction de la teneur de ses constituants
majoritaires [36] :

1) Camphre > a-thuyone > 1-8 cinéol> B-thuyone.
2) Camphre > a-thuyone > -thuyone > 1-8 cinéol.
3) B-thuyone > camphre > 1-8 cinéol> a-thuyone.
4) 1-8 cinéol> camphre > a-thuyone > B-thuyone.
5) a-thuyone > camphre > B-thuyone > 1-8 cinéol.

Dans ces chémotypes, quatre composés se partagent les teneurs les plus élevées.
Cependant, le rendement et la composition chimique de 1’huile essentielle de Salvia officinalis L
varie selon les organes composant la plante: feuilles, tiges ou fleurs, les périodes de végétation et
les sites de culture [37, 38].

Plus tard, en 1999, la composition de I’huile commerciale de Salvia officinalis L. a été

réglementée par norme ISO 9909, [39] comme suit:

Tableau I1.2: Composition normalisée de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Composé Teneur, % Composé Teneur, %

B-thuyone 3,0-8.,5 a-thuyéne 1,0-6,5

Camphre 4,5-24,5 Camphéne 1,5-7,0

1,8-Cinéol 5,5-13,0 Limonéne 0,5-3,0
Acétate de bornyle <25

Cette norme couvre la presque totalité des huiles essentielles de Salvia officinalis L.
¢tudiées jusqu’alors.

Depuis 1999, de nombreuses études rapportent des compositions différentes et, par
conséquent, des nouveaux chémotypes de Salvia officinalis L. ont été définis, comme montré

dans le tableau I1.3.
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Tableau I1.3 : Teneurs, %, des constituants majoritaires de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. provenant de différents
pays [40- 44]

Islande Italie Cuba Serbie Géorgie Roumanie Portugal France
a-thuyone 45,5 | Camphre 26,8 | a—humuléne 14,7 | a-thuyone 22,1 |o—thuyone 31,5 |o-thuyone 21,8 |o-thuyone 22,8 |Camphre 22,0
Camphre 15,9 |o-thuyone 20,3 Viridiflorol 13,4 | 1,8- cineole 16,2 |B-thuyone 17,5 |Viridiflorol 11,7 |1,8-cinéol 15,7 |a-thuyone 20,9
B-thuyone 8,4 |p-cyméne 11,8 |o-thuyone 12,9 |o—humuléne 11,0 |1,8-cinéol 17,5 |Camphre 11,2 | Viridiflorol 10,9 |1,8-cinéol 13,4
1,8-cineole 8,3 |Pinocarvéol 6,6 |B-thuyone 10,8 |pB-caryophyllene 6,0 Manool 9,1

Hongrie Rép. Tchéque Brésil Herzégovine Bulgarie Turquie Espagne Iran
Camphre 30,7 a-thuyone 25,1 |o-thuyone 24,8 | Viridiflorol 18,5-24,0 | a-thuyone 21,5 |o-thuyone 29,4 |Camphre 22,9 |1,8-cinéol 15,3-22,3
B-thuyone 17,6 Camphre 24,1 |1,8-cinéol 14,8 |a-thuyone  9,3-15,6 | 1,8-cinéol 16,2 |B-thuyone 17,4 |o-thuyone 20,6 |o-thuyone 9,1-25,2
1,8-cinéol 17,0 1,8-cinéol 11,9 |Borneol 11,1 |o—humuléne 10,2-13,6 |o—humuléne 11,2 |1,8-cinéol 12,5 |p-thuyone 15,1 |B-pinéne 7,1-16,4
Camphene 4,4 o—humuléne 6,9 |Camphre 10,9 |Manool 10,0-13,3 | B-pineéne 7,6 |Camphre 11,7 |Bornéol 7,9 |p-cymene 3,5-11,0

1,8-cinéol  9,2-10,9
Lituanie [36, 41]

Lituanie-Vilinius Lot A Lot B Lot C Lot D LotE Lot G Lot H
a-thuyone 14,8-18,0 | 1,8-cinéol 17,6 |1,8-cinéol 12,4 | Manool 14,4 | Manool 20,9 | Manool 15,5 |a-thuyone 12,6 |a-thuyone 12,6
o—humuléne 7,6-8,7 | Viridiflorol 13,8 | B-caryophyllene 9,0 |a-thuyone 11,5 | Viridiflorol 16,5 | Viridiflorol 11,2 |Manool 11,5 | Manool 10,3
Manool 10,0-13,3 | ao—humuléne 11,2 | Manool 8,9 | Viridiflorol 10,5 |o—humuléne 7,2 |o-thuyone 9,6 | Viridiflorol 10,5 | Camphor 9.9
Viridiflorol 7,7-8,2 | B-caryophyllene 10,2 |a-thuyone 8,3 |o—humuléne 8,7 |Epoxyde de a—humuléne 8,7 |o~humuléne 9,8 |o—humuléne 9,2
1,8-cinéol  6,6-8,2 | Manool 7,9 | Borneol 7,5 | Borneol 5,9 | humulénell 3,7 |Borneol 8,1 |Borneol 7,1 | Viridiflorol 9,0

Borneol 3,5
Algérie

[42] [40] [43, 44] [12, 13] [13, 43, 44]

o-thuyone 19,9 Camphre 20,4 o-thuyone 21,7 Viridiflorol 17,8 Manool 13,4
Camphre 16,8 a- thuyone 19,6 1,8- cinéol 19,3 a-thuyone 11,9 Viridiflorol 13,2
1,8- cinéol 15,5 1,8- cinéol 12,3 B-caryophylléne 12,2 a-humuléne 11,6 a-thuyone 12,3
B-thuyone 9,0 B-thuyone 8,0 Camphre 10,1 B-caryophylléne 10,5 Camphre 10,2
a-humuléne 9,9 Manool 9,2 B-caryophylléne 9,9
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I1.2.2. Propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle de S. officinalis L.

Les huiles essentielles sont des substances liquides a température ambiante, de consistance
huileuse, mais non grasse, volatiles, rarement colorées. Elles sont solubles dans les huiles
végétales et dans 1’alcool jusqu'a un certain pourcentage, mais trés peu solubles dans 1’eau [45].
Généralement, leurs densités sont, pour la plupart, inférieures a I’unité [46].

Les propriétés physiques d’une espéce chimique constituent, en quelque sorte, sa carte
d’identité. Pour le contrdle, la purification et 1’identification des substances organiques surtout
liquides, on utilise souvent I’indice de réfraction. Le pouvoir rotatoire est une propriété qui
renseigne sur 1’activité optique d’une substance [47]

Une ¢étude bibliographique nous a permis de présenter, dans les tableaux II.4 et II.5

quelques caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles de Salvia offcinalis .L.

Tableau II. 4 : Caractéristiques physiques des huiles essentielles de Salvia officinalis. L.

Caractéristiques Algérie Georgie Amérique Dalmatie Norme
physiques [48] [137] [137] [49]
[12] [42]
Densité 0,920 | 0,926 0,921 0,922-0,926 0,915-0,927 0,910-0,930
Indice de réfraction | 1,4712 | 1,4676 | 1,4630 | 1,4699-1,4650 | 1,4647-1,4680 | 1,4580-1,4740
Pouvoir rotatoire - +3° 24,91° | +4°28’-+4°56° | +4°-+11°42° +2°-+30°

Tableau II.5:Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles de S. officinalis L.

Caractéristique Algérie [42] Selon Selon Guenther | Norme [49]
physico-chimique Gildmeister et [37]

Hoffman [50]
Indice d’ester 7,97 6-17 4,57-17 -
Indice d’acide 4,60 2 - -
Indice carbonyle 157,08 - - 103-228
Miscibilité a 8,00 - 3,50-10 8,50
I’éthanol a 70 %
Miscibilité a 1,20 - 1 2
I’éthanol a 80 %
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On constate que les valeurs mesurées, rapportées dans les tableaux I1.4 et II.5, sont

conformes a la norme [49].

I1.2.3. Propriétés biologiques de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Une équipe scientifique du King's collége de Londres a testé les effets de 1'huile
essentielle de sauge sur le cerveau humain. Ainsi, les chercheurs ont découvert qu’elle inhibe une
enzyme cérébrale, la choline estérase, qui a pour fonction de dégrader l'acétylcholine, une
hormone cérébrale qui contribue a véhiculer la chimie de la mémoire [51]. L'huile essentielle de
sauge parait avoir un pouvoir antioxydant élevé, du moins comparable a celui du BHT (Butyl
hydroxy toluéne) et du BHA (Butyl hydroxy anisol). II serait intéressant de l'utiliser, d'autant
plus, que ces molécules ont des effets néfastes sur la santé¢ humaine [52].

Les huiles essentielles de sauge ont des effets secondaires, ils ne sont a craindre qu’en cas
de surdosage, ou lors d’un usage prolongé. Le constituant toxique de 1’huile essentielle, la -
thuyone, engendre des symptdmes, tels que de la tachycardie, des bouffées de chaleur, des
convulsions et des vertiges. Deux fois plus toxique que 1’huile essentielle d’absinthe, 0,3 g suffit
a tuer un chien.

L’huile essentielle de sauge est convulsivante et provoque des crises épileptiformes
violentes. Certains cas d’intoxications ont été décrits en France, notamment chez des enfants dont

la mére avait de fagon inconsidérée administré de I’huile essentielle [53].

I1.2.4. Propriétés antimicrobiennes de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Dans la médecine ancienne, la sauge était utilisée pour soulager divers maux, notamment,
les inflammations de la bouche et de la gorge. Cette utilisation traditionnelle a été justifiée,
ultérieurement, grace a des études scientifiques [54, 55].

Des études menées par la méthode de I’antibiogramme, pour déterminer 1’inhibition de la
croissance des bactéries par 1’huile essentielle de Salvia officinalis L., rapportent une certaine
efficacité contre des souches de bactéries, comme S. aureus, B. subtilis, S. feacalis et des
variantes d” E. coli [56]. Le protocole expérimental de la méthode d’antibiogramme est présenté

en annexe I1.
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A titre d’exemple, nous rapportons dans le tableau I1.6, les résultats d’une étude [56]
portant sur 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Salvia officinalis L.
et d’une de ses fractions, obtenue par distillation sous vide de I’huile essentielle, de teneur totale,
en camphre, thuyones et 1,8-cinéol, respectivement, 71,26 et 28,86 %. La concentration en huile
utilisée est de 2 pL/disque. L’activité antimicrobienne est évaluée par le diametre de la zone
d’inhibition.

Tableau I1.6 : Effet antibactérien de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Souche bactérienne | Statures | B.subtili | S.feacali | E.coli Y252 | E.coli IB112
Huile essentielle 13 20 14 6 19
Fraction 20 13 6 6 12

Ces résultats montrent que les bactéries testées, a I’exception d’E.coli Y252, sont
sensibles a I’action de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. Globalement, 1’effet antibactérien
de I’huile est supérieur a celui de la fraction.

Le tableau I1.7 regroupe les résultats d’une étude [12] portant sur I’évaluation de 1’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle de S. officinalis L. fraiche et séchée, provenant du Jardin

d’essais d’ Alger vis-a-vis de seize souches bactériennes.

Tableau I1.7 : Activité antimicrobienne de I’huile essentielle extraite de Salvia officinalis L.
en provenance du Jardin d’essais [12]

Microorganisme Origine Diamétre de la zone d'inhibition,

Cocci Plante fraiche Plante séche
Staphylococcus aureus  P.C. 802 Pus de fistule <6 <6
Staphylococcus aureus  P.C. 830 Pus de fistule <6 <6
Staphylococcus aureus ATTC 25923 <6 15
Staphylococcus aureus  P.C. ECBU* <6 <6
Enterococcus faecalis  P.C. 215 ECBU 20 18
Enterococcus faecalis P.C. 270 ECBU <6 16
Entérobactéries

Echerichia coli ATTC 25922 <6 <6
Echerichia coli P.C. ECBU <6 <6
Echerichia coli P.C. ECBU <6 <6
Echerichia coli P.C. ECBU <6 <6
Echerichia coli P.C. P.V. ** <6 <6
Serratia marcescens P.C. ECBU <6 <6
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Citrobacter freundii P.C. ECBU <6 <6
Citrobacter dyversus P.C.486 Coproculture <6 <6
Proteus vulgaris P.C. 818 Pus de fistule <6 <6
BGN oxydatif

Pseudomonas aeruginosa P.C. Pus de fistule <6 <6

ECBU : examen cytobactériologique des urines ; **P.V. : prélévement vaginal ;
PC : prélévement clinique ; ATCC : American typing culture collection

L’examen de ces résultats permet aux auteurs de conclure que :

e  Seules les cocci sont sensibles a I’action de 1’huile essentielle. L activité de 1’huile
vis-a-vis de ces microorganismes est trés €levée, car le diamétre des zones d’inhibition est
supérieur a 13 mm.

e Les cocci sont plus sensibles a I’huile essentielle extraite de la plante séche: 1’huile
extraite de la plante fraiche n’a d’effet que sur Enterococcus faecalis P.C. 215.

e Pour la concentration de 2,5ul/disque utilisée, les autres souches bactériennes se
sont révélées résistantes a I’huile essentielle.

e Les résultats de ces premiers essais sont encourageants et la recherche dans ce
domaine mérite d’étre approfondie et orientée, notamment, vers la détermination de la

concentration minimale inhibitrice d’huile pour chaque souche bactérienne.

25



Chapitre III :
Utilisation de tesioactifs lors de

['extraction des huiles essentielles



Chaeitre Il Utilisation de tensioactifs lors de I’extraction des huiles essentielles

Les tensioactifs font partie de notre vie de tous les jours, soit sous la forme de produits
consommables, dans le domaine alimentaire, de la santé, 1’hygiéne, les cosmétiques,
I’utilitaire, etc., soit comme un intermédiaire pour 1’obtention d’autres produits, tels que les
polymeres pour le transport d’hydrocarbures lourds pour la production d’énergie, les fluides
d’usinage pour I’industrie métallurgique, pour I’extraction des principes actifs de plantes,

entre autres [57].

II1.1. Travaux antérieurs relatifs a Pextraction des huiles essentielles en

présence de tensioactifs

Les premiers travaux d’hydrodistillation de plantes aromatiques en présence de
tensioactifs ont été entrepris dans les années 1960 [58-61]. Les essais menés sur 1’extraction
des huiles essentielles de menthe, de lavande et de rose ont tous permis de constater une
augmentation du rendement en huile de 30 a 40 %. Les auteurs n’observent pas des
changements significatifs dans la composition des huiles obtenues. Toutefois, les résultats de
ces recherches n’ont pas été mis en ceuvre dans la pratique.

Les travaux dans ce domaine ont été repris dans les années 1970 et 2000 et appliquées
a D’extraction de I’huile essentielle des pétales de rose, respectivement de Rosa damscena
Mill. [62,63] et de Rosa alba L. [64]. Les auteurs constatent une augmentation du rendement
en huile de 50 % pour Rosa damscena Mill. et de 130 a 316 % pour Rosa alba L. Ils attribuent
cette augmentation du rendement au fait que les agents tensioactifs réduisent la tension, d’une
part, entre la phase aqueuse et la surface hydrophobe de tissus végétaux et d’autre part, entre
l'eau et la phase huileuse. Ils facilitent, en outre, le mouillage de la matiére végétale et de ce
fait préviennent le dépdt de I’huile sur la surface de celle-ci [64]. En outre, ils préconisent la
macération du matériel végétal nécessaire a un meilleur mouillage de la surface de pétale.
Enfin, la forte augmentation du rendement en huile de Rosa alba L. serait due a I’hydrolyse
des glycosides, renfermant des constituants de 1’huile essentielle, dont la présence dans cette

espece de rose a été prouvée [65].

I11.2. Les tensioactifs

Les agents de surfaces, encore appelés tensioactifs ou surfactants, de 1’anglais surface
active agents, sont des molécules d’origine naturelle ou, le plus souvent, synthétiques. Un

tensioactif est un corps améliorant les propriétés de mouillage d’un liquide et lui permettant
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de mieux s’étaler sur une surface ou de mieux se disperser, en abaissant la tension
superficielle du liquide [66].

Ce sont des composées amphiphiles, c'est-a-dire, qu'elles présentent deux parties de
polarité différente: d’une part, une chaine a caractére lipophile, ou queue hydrophobe
présentant une affinité pour les huiles (soluble dans I’huile), et d’autre part, un groupement a
caractere hydrophile, appelé aussi téte polaire, présentant une affinité pour 1’eau (soluble dans

I’eau), comme illustré sur la figure I11.1 [67].

©AVAVAN

.- 5
oy
Téte polaire Chaine carbonnée
hydrophile hydrophobe

Figure II1.1 : Schéma simplifié d'une molécule de tensioactif [66].

La partie lipophile est constituée par une ou plusieurs chaines hydrocarbonées
aliphatiques, linéaires ou ramifiées, ou aromatiques ou encore alkylaromatiques. Le caractére
hydrophobe de la partie hydrocarbonée varie avec le nombre d’atomes de carbone, le nombre
d’instaurations et des ramifications. En régle générale, le caracteére hydrophobe croit avec le
nombre d’atomes de carbone et diminue avec le nombre d’instaurations.

La partie hydrophile, ou téte polaire, est constitué par un ou plusieurs groupements

polaires, ioniques ou non ioniques [68].

I11.2.1. Différentes classes de tensioactifs [68]

Les agents tensioactifs sont classés, dans le tableau III.1, en fonction de la nature de la

partie hydrophile, puisque celle-ci gouverne leurs propriétés.
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Tableau I11.1: Les différentes classes de tensioactifs

Classes de tensioactifs

VNV — |

Partie lipophile ; Téte hydrophile
apolaire | polaire
chaine hydrocarbonée C4—Cyq | ionique ou non ionigue
Anionique
- CO; M*
- 0S0; M~
Aliphatique : - SOz M*
— linéaire - (RO),POR-11— (3-n) M
~ ramifige -
— insaturée Cationigue
Aromatique —{R), NH_ . X

| - Ry N, X-
| Zwitterionique

e

Alkylaromatique

Origine:: | = N swa CO3
= pétrochimie | R e S0;3

— huiles végétales
— graisses animales

Non ionique

| — OR, =OH, —CO, R, —CONHR
|| = (CH;—CH,-0) .~

|| polyol

On distingue des tensioactifs ioniques: anioniques, cationiques, zwitterioniques ou
amphoteres et des tensioactifs non ioniques.

e Les tensioactifs anioniques comportent un groupement ionique chargé négativement
en solution aqueuse : carboxyle, sulfate, sulfonate ou phosphate. Ce sont les agents
tensioactifs les plus utilisés industriellement.

e Les tensioactifs cationiques comportent un groupement ionique chargé positivement
en solution aqueuse. Ce sont, généralement, des sels d’ammonium quaternaire.

o Les tensioactifs zwitterioniques comportent deux groupements ioniques, 1’un

cationique et 1’autre anionique, qui se neutralisent au pH isoélectrique. Ils sont, par

28



Chaeitre Il Utilisation de tensioactifs lors de I’extraction des huiles essentielles

conséquent, parfois classifiés comme non ioniques. Les composés tensioactifs
zwitterioniques les plus répandus sont les bétaines et les sulfobétaines.

e Dans le cas des tensioactifs non ioniques, 1’hydrophile est apporté par des
groupements fonctionnels non chargés: alcool, éther, ester, amide, contenant des
hétéroatomes, tels que 1’azote ou 1’oxygeéne. En raison de la faible contribution
hydrophile de ces fonctions, les composés tensioactifs non ioniques sont les plus
souvent polyfonctionnels : polyéthers, ou tensioactifs polyéthoxylés, et polyols, ou

tensioactifs dérivés de sucres.

I11.2.2. Propriétés des agents tensioactifs

Les deux propriétés essentielles des composés tensioactifs qui permettent de
comprendre les phénomenes observés et qui déterminent leurs domaines d’application sont :
- L’adsorption aux interfaces qui provoque une diminution des tensions interfaciales. Cette
propriété est responsable des phénoménes de mouillage, de détergence et d’émulsification.
- L’autoagrégation en solution, ou micellisation, qui gouverne les propriétés de

solubilisation et de microémulsification [68].

I11.2.2.1. Tension superficielle [69]

La tension superficielle, qui est une énergie par unité de surface, a pour origine la
différence d’énergie d’une molécule suivant qu’elle est au sein de la phase liquide ou a la
surface. En effet, une molécule en surface n’a pas I’environnement symétrique dont elle
bénéficie au sein de la phase liquide: son énergie est plus grande a cause de la modification
des forces de cohésion dans la région superficielle. Il en résulte qu’il faut fournir de I’énergie
pour augmenter la surface d’un liquide. L’introduction dans la phase aqueuse d’un produit
amphiphile, qui diminue 1’énergie superficielle, se traduit par la concentration de ce produit a
la surface, par minimisation de I’énergie. Cette concentration a la surface provoque une
diminution de la tension superficielle des les treés faibles concentrations.

Lorsque I’adsorption superficielle devient notable et jusqu’a la saturation de la surface,
la tension superficielle est une fonction linéaire décroissante du logarithme de la
concentration.

Lorsque la surface est saturée, la tension superficielle ne varie plus avec

I’augmentation de concentration.
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I11.2.2.2. Adsorption aux interfaces

Les molécules tensioactifs ont tendance a s’orienter, a se concentrer, aux interfaces de
facon a accroitre les interactions attractives partie hydrophile / eau et partie lipophile / phase
lipophile. Ce phénomeéne d’adsorption, se traduisant par une concentration plus importante a
la surface qu’a I’intérieur de la phase liquide, apparait aussi bien aux interfaces liquide-
liquide : eau-hydrocarbure ou I’huile, liquide-solide : eau-surface apolaire ou huile-surface
polaire, qu’aux interfaces liquide-gaz : eau-air.

L’adsorption du tensioactif provoque une diminution de la tension interfaciale entre
les deux phases considérées, jusqu’a ce que I’interface soit saturée [68], comme le montre la

figure I11.2.

4

ase
U

Tension superficielle

LogC
Figure I11.2 : Tension superficielle, en fonction du logarithme

de la concentration en tensioactif [70]

L’adsorption des tensioactifs aux interfaces et la diminution consécutive de la tension
interfaciale sont responsables des deux phénomenes qui suivent :

» La dispersion est favorisée puisque 1’énergie nécessaire a 1’augmentation de ’aire de
I’interface est d’autant plus faible que la tension interfaciale est faible. Ce concept
s’applique aussi bien aux dispersions liquide-liquide (émulsions), aux dispersions
solide-liquide (suspension) qu’aux dispersions air-liquide (mousses).

» Le mouillage est favorisé par la diminution de la tension interfaciale solide-liquide.
Ce concept s’applique au mouillage d’une surface hydrophile par une huile [68].

En général, I’adsorption augmente avec la longueur de la chaine hydrophobe. Pour les

non-ioniques, 1’adsorption diminue quand le nombre d’oxydes d’éthyléne (partie hydrophile)
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augmente. En outre, I’addition des électrolytes provoque ’effet de sel et diminue la solubilité
des agents tensioactifs. Ceci a pour effet d’augmenter 1’adsorption aux interfaces.
L’isotherme d’adsorption et la valeur minimale de la tension interfaciale constituent

des critéres de choix fondamentaux du tensioactif a utiliser pour deux phases données [68].

I11.2.2.3. Autoagrégation ou micellisation

Un composé tensioactif en solution aqueuse diluée s’adsorbe préférentiellement a
I’interface eau /air et a partir d’une certaine concentration, ’interface est saturée. Pour des
concentrations supérieures, les molécules de tensioactif en exces s’autoassocient en solution
sous forme d’agrégats appelés micelles : les chaines hydrophobes constituent le cceur de la
micelle et les tétes polaires sont au contact de I’eau [68].

Il existe deux types de micelles, présentées a la figure I11.3 : les micelles directes et les
micelles inverses. Les premicres sont arrangées de telle sorte que les groupes polaires sont au
contact de ’eau et que les chaines hydrocarbonées restent isolées dans 1’agrégat pour
s’échapper d’une ambiance polaire défavorable. Dans le cas de micelles inverses leur partie
hydrocarbonée est dirigée vers I’huile et les groupes polaires sont en contact avec 1’eau. Cela
explique la capacité des solutions micellaires a solubiliser diverses substances par ailleurs

insolubles dans 1’eau.

YL e
I eau | nb'\-q, o
‘Jﬂ\‘ g O “Qé‘ !

PF'?QO\ 1%

micelles inverses micelles directes

Figure II1.3 : Types de micelles.

Selon la géométrie des molécules amphiphiles, notamment, la structure de la chaine
hydrophobe, la taille de la téte hydrophile par rapport a celle de la chaine hydrophobe et les
propriétés physico-chimiques de la solution, tels, la concentration en sels, le pH, la
température, etc., les micelles peuvent adopter différents formes [71], montrées a la Figure

I11.4 suivante.
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Figure I11.4: Structure des agrégats.

(a) micelles sphériques ; (b) micelles cylindriques ; (¢) bicouche plane ; (d) structure

cubique ; (e) micelles inverses ;(f) vésicule sphérique. [72].

Des considérations de géométrie moléculaire trés simples permettent d’expliquer et de
prévoir les structures d’autoassociation de chaque type. Ces considérations reposent sur le
rapport entre la surface o des tétes et le volume v occupé par les chaines hydrocarbonées. [73]

Le tableau III.2 regroupe les criteres stériques d’autoassociation.

Tableau I11.2: Critéres stériques d’autoassociation [73]
v/ 6. 1. Structure Exemple

<1/3 Micelle sphérique Lipides a chaine simple
(savon et détergents ioniques)

1/2 a1/3 Micelles cylindriques Lipides a chaine simple et petite téte
(savons et détergents dans les solutions
d’électrolytes concentrées)

12a1 Bicouches (vésicules) Lipides a double chaine
1a2 Bicouches (membranes) (phospholipides et glycolipides)
2a3 Micelles cylindriques
Inverses Lipides a double chaine et petite téte
(phospholipides insaturés, cholestérol)
>3 Micelles sphériques
inverses
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Avec :
v : volume de la chaine du tensioactif
I, : longueur de la chaine étirée du tensioactif
o : la surface effective de téte
Une estimation approchée de 1. et de volume, en fonction du nombre n de carbones

pour une chaine hydrocarbonée saturée, est donnée par les relations I11.1 [73] :
vV (A°?)~2,7+2,Tn I (A®) ~1,5+1,265n (IIL.1)

Cette propriété de micellisation des tensioactifs est responsable du phénomene de
solubilisation : un composé hydrophobe (huile) peut étre solubilisé a I’intérieur du cceur
hydrophobe des micelles : on parle alors de micelles gonflées.

La capacité de solubilisation est fonction de la taille des micelles. Les tensioactifs non
ioniques conduisent a des micelles de grandes tailles par rapport aux tensioactifs ioniques.
Par conséquent, les tensioactifs non ioniques sont largement utilisés pour la solubilisation

d’huiles hydrocarbonées [68].

I11.2.2.4. Concentration micellaire critique

La concentration a partir laquelle un composé tensioactif s’auto-associe sous forme de
micelles en solution aqueuse est appelée concentration micellaire critique ou CMC. La valeur
de la concentration micellaire critique est une caractéristique du tensioactif : elle dépend de la
nature chimique du tensioactif (longueur de la chaine lipophile, nature de la téte polaire) mais
¢galement de facteurs externes tels que la concentration en €lectrolytes ou la température.

» La CMC des non ioniques est beaucoup plus faible que celle des anioniques (1/100).
D’autre part, le nombre de micelles ou le nombre d’agrégations est plus important que
celui des anioniques. Par ailleurs, pour les anioniques, la CMC augmente avec la chaine
carbonée, mais varie peu avec la nature du groupement polaire. En revanche, pour les non
ioniques, la CMC diminue quand la chaine hydrophobe augmente et augmente avec le
nombre d’oxyde d’éthyleéne, mais I’effet est moins important que celui de la longueur de
la chaine hydrophobe.

» La CMC des tensioactifs ioniques diminue en présence de sels.
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» La CMC des tensioactifs non ioniques est peu affectée par la présence d’¢électrolytes [68].
Pour les non-ioniques, I’addition d’électrolytes produit ’effet de sel, donc diminue la
CMC. 1II faut noter, cependant, que I’effet des électrolytes sur la formation de micelles
n’est réel que pour des non-ioniques ayant un nombre d’oxydes d’éthyléne inférieur a 15.

» Avec les non ioniques, I’augmentation de la température diminue la CMC. Il y a lieu de
noter que le nombre de micelles, ainsi que leur taille augmentent avec la température,
surtout aux alentours du point de trouble.

La figure III.5 met en relief graphiquement les diverses propriétés d’un agent

tensioactif.

\—:\ Pression oamotigue

Turbidité

Sohibilication

Eéconance magnétigue

Tension oaperficisle

Conduc tivité
equivalente

FPropriétés physiques

Coefficient d'amtodiffusion

CNC
Figure I1L.5 : Variation des différentes propriétés en fonction de la concentration en

tensioactif autour de la CMC [70].

La variation brusque des différentes propriétés se fait quand la concentration

micellaire critique est atteinte [69].

I11.2.2.5. Balance lipophile-hydrophile

La balance hydrophile - lipophile (H.L.B.) est une caractéristique des tensioactifs. Elle
est étroitement liée a la structure de la molécule et représente 1’équilibre entre les
groupements hydrophiles et lipophiles. Sa valeur est d’autant plus élevée que le tensioactif est

plus hydrophile. Cette notion a été proposée par GRIFFIN en 1949 [74].
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Aux environs de la valeur 10 il y a équilibre entre les caractéres lipophile et
hydrophile, les valeurs inférieures a 10 donnent des tensioactifs a prédominance lipophile.
L’intérét de cette classification, fondée sur la H.L.B., est, qu’il est ais¢ de connaitre,
d’emblée, les principales propriétés des agents de surface [69].

Dans le cas d’émulsions de type eau dans huile, on utilise des tensioactifs de faible
H.L.B. (H.L.B. < 7). Pour des émulsions de type huile dans 1’eau, on choisit des tensioactifs
de plus forte H.L.B. (H.L.B. > 8). La valeur optimale de H.L.B. du tensioactif doit étre affinée
en tenant compte de H.L.B. de I’huile [68].

I11.2.2.6. Solubilité

La solubilisation est décrite comme I’aptitude des solutions aqueuses amphiphiles a
agir comme solvant de composés chimiques divers, tels que les hydrocarbures, les acides
gras, les alcools supérieurs et les colorants qui sont trés peu solubles dans 1’eau pure.

Dans les solutions aqueuses de tensioactifs, a partir d’une concentration donnée, les
chaines hydrophobes de ces derniers sont orientées vers l’intérieur, et les groupements
hydrophiles s’arrangent pour étre en contact avec 1’eau. Une micelle se forme quand la CMC
est atteinte et la solubilisation n’a en fait lieu qu’au dessus de la CMC. Le composé solubilisé
est dissous par les micelles. Si on ajoute a un colorant cationique un détergent anionique, un
changement de couleur se produit quand on atteint la CMC. Ceci est du a la solubilisation qui
ne peut apparaitre avant la formation de micelles [69].

La solubilisation par les micelles peut se faire de différentes facons: pour les
hydrocarbures elle serait profonde, pour les alcools et les acides, moins profonde, pour
d’autres, elle se ferait a la surface. Dans le cas de tensioactifs polyéthoxylés, elle se ferait
uniquement dans les chaines d’oxyde d’éthylene. [75]

L’addition des électrolytes diminue la solubilité des agents tensioactifs (effets de sel).

Ceci a pour effet d’augmenter 1’adsorption aux interfaces.

I11.2.2.7. Point de Kraft [70]

En ce qui concerne les tensioactifs ioniques, a partir d’une certaine valeur de la
température, la courbe de solubilité augmente de maniére quasi-exponentielle et seulement a

partir de cette valeur, dénommée point de Kraft, le procédé de micellisation est alors initié.
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Le point de Kraft correspond a I’intersection de la courbe de solubilité et de la courbe de

CMC, comme le montre la figure I11.6.

Concentration en tensioactf

Courbe de solubilite

.

Cristaux hydratés

Iicelles

Coutrbede CMC

.

o IWonomeéres

Temperature

Figure I11.6 : Le point de Kraft [70].

En dessous du point de Kraft et a faible concentration en tensioactif, on peut trouver

des solutions de monomeres. Aux concentrations plus ¢élevées, le tensioactif précipite sous

forme de cristaux hydratés et des lors, il n’y a pas de formation de micelles. Au dessus du

point de Kraft et a faible concentration en tensioactif, on peut trouver des solutions de

monomeres, mais a une concentration plus élevée, il y aura formation de micelles.

I11.2.2.8. Point trouble

En ce qui concerne les non ioniques, la solubilité est due aux liaisons hydrogene de la

chaine polyoxyéthylénée. Cependant, I’énergie du pont hydrogene est telle qu’en chauffant il

y a déshydratation, ce qui a pour effet de diminuer la solubilité.

Ce comportement est a I’opposé de celui des anioniques dont la solubilité augmente

avec la température. On appelle point de trouble la température a laquelle le non ionique en

question devient insoluble [76].
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Figure II1.7: Schéma du point trouble[70].
(a) coacervat, (b) phase dilu¢e,

La solution micellaire se sépare en deux phases: les molécules de tensioactif
s’associent pour former une phase concentré en tensioactif, appelée « coacervat » (du latin
coacervo s’entasser les uns sur les autres), qui est en équilibre avec une autre phase aqueuse a
faible concentration en tensioactif, appelée phase diluée, ou la concentration est de I’ordre de

la CMC [70].

II1.3. Le tensioactif utilisé

I11.3.1. Propriétés du tensioactif utilisé [77]

Lors de I’extraction de ’huile essentielle de Salvia officinalis L., nous avons utilisé
un tensioactif non ionique, dont ces propriétés physico-chimiques sont résumées dans le

tableau III.3 suivant :

Tableau II1.3 : Propriétés physico-chimiques du tensioactif utilisé

Aspect Liquide visqueux clair
de couleur jaune a jaune vert
Masse
volumique 1,1 g/ml
Température
d’ébullition >100° C
H.L.B. >16
CMC 8,04.10°M
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Le choix du tensioactif utilisé a été justifiée par le fait qu’il ne présente ni toxicité, ni
caractére irritant. Il est peu coliteux, sans gott et sans odeur, parfaitement soluble dans I’eau
et complétement biodégradable en aérobiose et en anaérobiose. Grace a ces qualités il est

utilisé en microbiologie et en industrie alimentaire.

I11.3.2. Estimation de la structure de micelles formées par le tensioactif
utilisé

Les expressions II1.2, nous ont permis de calculer le volume v de la chaine du

tensioactif et la longueur . de la chaine étirée de celui-ci:

v=159,3 A°?
1. = 74,87 A°

En assimilant les micelles a des sphéres, de volume v = 4.z I’/3, ou | est longueur de

la chaine du tensioactif, cette derniére a été estimée a :
1=3,36 A°
On peut, alors, calculer la surface de la sphére par: 6 =4. . 12, d’ou :
6 =141,80 A°*
Le fait que le rapport v/e. I, égal a 0,015, est inférieur a 1/3, nous amene a conclure,

en se référant aux données du tableau II1.2., que les micelles formées par le tensioactif utilisé

sont sphériques.
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Chapitre I V: Extraction de |’ huile essentielle de S. officinalis L. par hydrodistillation en
présence de tensioactif

L'extraction solide/fluide est une opération de séparation d'un ou plusieurs constituants
solides ou liquides, contenus dans un corps solide, par solubilisation dans un fluide. Ce fluide,
appelé généralement solvant, peut étre un liquide ou un gaz, vapeur d'eau ou fluides
supercritiques [78].

C'est une opération trés utilisée, entre autres, pour retirer des plantes et de certains
organes animaux des produits alimentaires, pharmaceutiques, colorants ou odoriférants, en

vue de la production de breuvages, drogues, teintures ou parfums.

IV.1. Hydrodistillation des végétaux
1V.1.1. Principe

Au cours de I'hydrodistillation, la matiére végétale est immergée dans |'eau et
I’ensemble est porté a I'ébullition. L’opération est généralement conduite a pression
atmosphérique et la température est limitée par la température d’ ébullition de |’ eau: 100°C.
Les vapeurs d' eau et d' huile essentielle sont condensées et |I'huile est séparée des eaux de
condensation par décantation. L’ hydrodistillation peut étre réalisée avec ou sans recyclage de

ces derniéres, communément appel é cohobage.

IV.1.2. Théorie
Bien que les huiles essentielles soient des mélanges fort complexes de plusieurs

constituants, il n'est souvent pas nécessaire de les traiter comme des systéemes multicomposes,
la théorie des mélanges binaires semble convenir pour en expliquer e phénoméne [79].
Aingi, | entrainement des mol écul es organiques, correspondant a une distillation hétérogéne et
dépendant de I’ équilibre des phases liquide et vapeur, est régi par deux lois physiques [80]: la
loi de Dalton et laloi de Raoult.

- Laloi de Dalton, selon laquelle la pression du mélange de vapeur est égale ala somme

des tensions de vapeur de divers constituants du mélange [81].

Pr=Pu+Pe (IV.1)

En assimilant le systéme eau - huile essentielle a un mélange binaire de liquides non
miscibles et en supposant que chaque constituant peut se vaporiser sans contrainte, la pression
de vapeur du systéme sera égale a la somme des pressions de vapeurs des constituants purs.

Donc lardation V.1 devient :
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Pr=P°u+ P°E (V.2
Ou:
Pr: Pression totale
P’ : Tension de vapeur de constituant i pur
H et E désignent respectivement | huile essentielle et I’ eau [ 79].

- La loi de Raoult, selon laguelle, la pression partielle de chague constituant de la

solution est proportionnelle a sa fraction molaire en phase liquide [81].
P =F° X (IV.3)
Ou:
Pi : Pression partielle du constituant i.
P°; : Tension de vapeur du constituant i pur.
Xi : fraction molaire du constituant i en phase liquide.

La combinaison de ces deux lois nous donne respectivement la pression totale et la
composition des vapeurs en fonction des pressions partielles, d’ou le calcul du taux de corps
entrainé appel é également rapport d’ entrainement :

R=my/me (1V.4)
Ou:
m: masse.
R: rapport d entrainement [82].
H et E désignent respectivement |’ huile essentielle et | eau.

La masse m; de chagque constituant dans le distillat dépend de sa masse moléculaire M;
et de sa tension de vapeur P°. Si on considéere gue I'eau et I'huile ne sont pas miscibles, le
nombre n; de moles, selon la loi des gaz parfaits, de chague constituant en phase vapeur est
proportionnel a satension de vapeur.

Par ailleurs, la somme (P°e + P°y) est égale a la pression extérieure, ainsi il sera
possible, lors de la digtillation de modifier partiellement le rapport eau/huile dans le condensét
en changeant la pression de travail, la température de I'appareil Sgjuste automatiquement a
celle d'ébullition du mélange [79].

La température d'ébullition d'un mélange est atteinte lorsque la somme des tensions
de vapeurs de chacun des constituants purs est égale ala pression d’ évaporation. Elle est donc

inférieure a chacun des points d ébullition des substances pures.
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Ains le mélange eau/huile essentielle distillée posséde une température inférieure a
100°C a pression atmosphérique, généralement proche de 100°C en raison de la faible tension
des constituants odorants, alors que les températures d’ ébullition des composes aromatiques
sont pour la plupart trés élevées [80, 82].

La figure IV.1 montre I’ évolution de la température de co-distillation d’un mélange

hétérogene d’ eau et d huile essentielle.

1.6+

1,2
P=1atm

0.4

FigurelV.1: Evolution destempératures dedistillation del’eau et I’ huile essentielle, et
du mélange eau/huile essentielle en fonction dela pression du milieu [83].

Pour une huile essentielle donnée, |es écarts entre latension de vapeur d’une part, et le
poids moléculaire des constituants d’autre part, montrent qu’il peut s établir une sélectivité
d entrainement probablement selon le gradient de température d’ ébullition, elle-méme liée a
ces deux facteurs. Le fractionnement d’ une huile essentielle au cours de la co-distillation est
da principalement aladifférence de volatilité entre les divers constituants.

Ainsi, Teler [84] a constaté, lors de |'hydrodigtillation des grains de carvi que les
fractions oxygénées distillaient avant les hydrocarbures. Koedam [85] observa le méme
phénomene pour I'huile essentielle d’aneth, ou le limonene distille apres son homologue
OXygéné la carvone, aors que leurs températures d’ ébullition sont respectivement de 177 °C
et 230 °C.
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V.1.3. Mécanisme

L’ hydrodistillation des huiles essentielles est un processus de transfert de matiére
complexe, du fait que les dépbts d'huile dans la matiere végétale sont de nature et de
localisations différentes : exogenes et endogenes.

En effet, pour que I” huile puisse étre entrainée, il faut qu’ elle soit en contact direct avec
la vapeur. Un tel contact suppose la destruction de la structure cellulaire du végétal qui ne
peut pas avoir lieu dans les conditions de I'hydrodistillation. Aussi, selon le mécanisme
propose [9], au contact avec la surface de la matiére végétale, I’ eau pénétre par osmose dans
les sites sécréteurs. L'eau étant devenue abondante dans le site, la pression exercée de
I'intérieur du site vers le milieu aqueux extérieur opére, alors, sur la paroi primaire. Dans le
cas d'un trichome sécréteur, la paroi primaire est la cuticule. Ce phénomeéne est appelé
pression de turgescence. [86]. Par ailleurs, la turgescence provoque le gonflement du
trichome et I'élargissement des pores de la cuticule. Dans ces conditions, on assiste a la
thermodiffusion ou exsudation thermique de I'huile [87], jusqu’'a I’ établissement d'un
équilibre des températures a |’ extérieur et aintérieur du trichome. Latempérature al’ intérieur
du trichome augmente et provoque la coagulation du protoplasme et, par conséguent, ce
dernier, mais aussi la cuticule perd leur perméabilité. Arrivée al’ extérieur du trichome, I’ huile
essentielle rencontre une couche d' eau qui enveloppe le matérid végétal. Il s ensuit une
hydrodiffusion a travers cette couche, jusgu’a une interface huile-vapeur. Le contact direct

huile-vapeur étant assuré, I” huile s’ évapore et est entrainée par le flux de vapeur.

1V.1.4. Cinétique de |’ hydrodistillation

La vitesse d’ hydrodistillation dépend de deux facteurs cinétiques : | hydrodiffusion et
I’évaporation. [88]. Le mécanisme présenté montre que le processus d’ hydrodiffusion
implique une pluralité de propriétés physi co-chimiques de niveaux variables. En conséguence,
sa cinétique dépendra de I’intervention relative des caractéristiques des molécules odorantes
et delalocalisation de la structure sécrétrice des substrats végétaux.

Dans le cas des végétaux ayant des dépbts exogenes, I’ hydrodistillation est de courte
durée, la plus grande quantité dhuile est récupérée au début du processus [89].
Lorsgue la matiere végétale a dépbts exogenes est traitée avec des organes du végéta
dépourvus ou contenants peu d’ huile (tiges, racines), une partie de I huile peut étre adsorbée a
leur surface. La désorption ayant lieu ensuite est tres lente. Ces phénomenes d' adsorption et
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de désorption sont souvent la cause de prolongation de la durée du processus [89].
L’ hydrodistillation des végétaux ayant une structure sécrétrice endogene est lente.

Lacinétique d’ extraction est décrite par des courbes de distillation, donnant la variation
de lamasse de I’ huile essentielle, ou de son rendement, en fonction du temps, depuis le début
de I’ extraction et comportent deux parties :

e Uune premiere partie, ou la vitesse de I’extraction est relativement élevée, jusqu’a
I’ épuisement de |’ huile essentielle superficielle, elle concernera donc, ladistillation de
I” huile essentielle exogene de la matiere végétale.

e une seconde partie, tendant vers un pallier ou la vitesse de digtillation est relativement
lente. Cette phase du processus correspond a la désorption de I huile adsorbée a la
surface du végétal au cours de la premiére période, ou est régie par les phénomeénes de
diffusion de I’ huile endogéne atravers les tissus de la plante.

IV.1.5. Hydrodistillation et composition des huiles essentielles

La matiere végétale est mise, dans ce cas, en contact direct avec |’ eau bouillante. Ce
procede est particulierement brutal, puisque la plante est immergée, pendant toute la durée
d extraction, dans I’eau maintenue a 100°C. Les conditions expérimentales sevéres
engendrent des réactions de transformations de certains composés terpéniques par hydrolyse,
élimination, cyclisation, réarrangement. Ces réactions dépendent de I’ acidité de I’eau dans
laquelle la plante est immergée, or, en milieu agueux, le matériel végétal développe un pH
entre 4 et 7 [90]. En présence d’ eau et a température élevée, les esters réagissent avec |’ eau et
forment les alcools et les acides correspondants. Ainsi donc, le pH des eaux de distillation est
un parameétre important & maitriser [91, 92].

Dans les huiles riches en acétates de linalyle, tels la lavande, le bigaradier, la sauge
scarlée, Crabalona et Naves [93] ont observeé I’ apparition de composés terpéniques, comme le
limonene, le myceéne, |e terpinoléne, des alcools et des esters qui ne doivent leur origine qu’a
la transformation chimique de I’ acétate de linalyle, au cours de I hydrodistillation. Plusieurs
autres travaux ont prouveé I’ altération de certains composeés terpéniques, en milieu acide [94,
95].

L’ étude de ces deux parametres, que sont le pH et |e temps d' hydrodistillation, ne doit
donc pas étre menée de facon indépendante, car le r6le néfaste de I’ acidité sera d’ autant plus
important que les composés sont entrainés lentement.
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IV.1.6. Parametres du procédé de |’ hydrodistillation

IV.1.6.1. Laduréed’extraction
La durée de I’ hydrodistillation différe d’ une plante a I’ autre. Cette différence a pour
origine la localisation des structures d' éaboration et de stockage des huiles essentielles:

exogenes ou endogenes.

1V.1.6.2. Rapport volume d’eau/masse de matiere végétale

Le rapport entre le volume d’ eau et |a masse de matiére végétale est un paramétre dont
il faut tenir compte lors de la mise en ccuvre de I’hydrodistillation. Lorsque ce rapport
insuffisant, la matiere végétale peut cramer au contact des parois de |I’alambic. Un rapport
éleve, par contre, est économiquement injustifié, car nécessite une importante quantité de

chaleur pour mettre en ébullition un grand volume d’ eau [9].

1V.1.6.3. Débit de vapeur

Le débit de vapeur est I’ un des parameétres les plus importants du procédé. Mise a part
I’entrainement de I'huile essentielle, un débit de vapeur élevé assure, au cours de

I" hydrodistillation, I’ agitation du matériel végétal et un meilleur contact entre les phases[9].

1V.1.7. Rendement

Le rendement R e en huile essentielle, en %, est défini par le rapport entre la masse
mye de |” huile essentielle obtenue et la masse Msde matiere végétale seche:
R ne = 100 X myg /IMs (IV.5)
Ms et mye sont exprimées dans les mémes unités de masse.
IV.2. Essaisd’extraction par hydrodistillation del’ huile essentielle de Salvia
officinalis L.

V.2.1. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé a I’échelle laboratoire est schématise a la figure
IV.2. Il est constitué d’ un ballon de 6 litres, dans lequel 1a matiere végétale baigne dans |’ eaw.
Le niveau d’eau dans le ballon est maintenu constant par gjout a I’aide d’une ampoule a

couler. La source de chaleur est un chauffe-ballon a puissance de chauffe variable. Le ballon
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est surmonte d'un réfrigérant ou les vapeurs d’ eau et d'huile essentielle sont refroidies et

condensées. Le distillat est récupéré dans une recette.

Figure 1V.2: Dispositif expérimental d’extraction del’huile essentielle de Salvia
officinalisL. par hydrodistillation &1’ échelle labor atoire.

Légende
1 : Chauffe ballon. 7 : Sortie de I’ eau de refroi dissement.
2 : Méange eau/matiere végétale. 8 : Entrée de |’ eau de refroidissement.
3: Bdlon. 9 : Ampoule a décanter, récipient de recette.
4 : Ampoule acouler. 10: Disgtillat.
5 : Support. 11 : Support élévateur.
6 : Réfrigérant.
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Les essais a I échelle semi-pilote ont été effectués dans une installation réalisée, selon
le méme schéma, excepte I’ampoule a couler, a partir d’ ééments de récupération en verres
spécieux (EIVS) disponibles dans le hal du département de Génie chimique. La taille des
équipements a été imposée par leur disponibilité : un chauffe ballon, un ballon de 20 L et un
réfrigérant tubulaire a serpentin, ou s écoule I’eau de refroidissement. Le ditillat a été

récupére dans des ampoul es a décanter.

|V.2.2. Protocole expérimental

La matiere végeétale, constituée de feuilles et de tiges de Salvia officinalis L.,
préalablement pesée, est mise en contact avec la solution agueuse de tensioactif utilisé de
concentration bien déterminée. L’ ensemble est porté a I’ ébullition a pression atmosphérique.
Le débit de vapeur est maintenu constant pendant toute la durée d’ extraction et correspond a
la puissance maximale de chauffe. Les vapeurs sont condensées dans le réfrigérant et le
mélange eau-huile est récupéré dans le récipient de recette. L'huile est séparée des eaux
de distillation par décantation, suivie d extraction a |’ éher diéthylique de ces derniéres. La
masse d'huile récupérée est déterminée par pesée, aprés |'évaporation de I'éther. Le
rendement en huile est exprimé par rapport a la masse de matiere seche. A cet effet, le taux

d humidité de la matiére végétal e est déterminé avant chague d’ extraction.

IV.2.3. Recherche des conditions optimales d’extraction de I'huile

essentiellede S. officinalis L. par hydrodistillation en présence de tensioactif

Les essais d’ hydrodistillation de I’ huile essentielle de Salvia officinalis L., visant la
recherche des conditions optimales d’ extraction, ont été menés a I’ échelle laboratoire. A cet
effet, des échantillons représentatifs du lot de la plante, cultivé a I'Ecole Nationae

Polytechnique d’ Alger, de méme taux d humidité, ont été utilisés pour chague série d’ essais.

1V.2.3.1. Détermination de la dur ée d’extraction

L’ évolution du rendement en huile essentielle, en fonction du temps, a été déterminée
expérimentalement, lors de I'extraction par hydrodistillation d'un échantillon de Salvia
officinalis L. de taux d humidité 75,9%. En se basant sur des travaux antérieurs [62] et sur
quelques essais préliminaires, nous avons réaisé |I’essai dans les conditions opératoires

suivantes :
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e Masse de matiere végétale: 300 g.
e Volume de la solution aqueuse de tensioactif, de concentration 0,0045 mol/L: 2,5 L.
e Duréed extraction: 3 heures.

Au cours de |I"hydrodigtillation, des fractions du distillat ont été recueillies a des
intervalles précis de temps. Le débit moyen de vapeur a été déterminé par le volume du
distillat récupéré en unité de temps et estimé a 13,64 mL/mn. La masse de I’ huile essentielle
de chague fraction, récupérée par extractions successives a |’éther diéthylique, a été
déterminée par pesée, apres |’ évaporation de ce dernier. Le rendement en huile a été exprimé,

en %, par rapport alamatiére séche. Le tableau V.1 regroupe | es résultats obtenus.

Tableau 1V.1: Evolution du rendement au coursdu tempslorsdel’ extraction par
hydrodistillation del’ huile essentielle de Salvia officinalis L.

Temps, mn R ne, %
0 0
5 0,32
10 0,42

20 0,48
30 0,51
45 0,53
60 0,54
90 0,57
120 0,58
150 0,58
180 0,58

Sur |la base de ces résultats, nous avons tracé, sur la figure V.3, la courbe cinétique,

donnant I’ évolution du rendement, en fonction du temps.
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FigurelV.3: Evolution du rendement, en fonction du temps, lorsde |’ extraction de
I"huile essentiellede S. officinalis L. par hydrodistillation en présence de tensioactif.

L’ allure de la courbe cinétique refléte plusieurs étapes : la premiére rapide, ayant lieu
durant les 20 premiéres minutes, suivie d’ une étape lente, entre 20 et 60 mn, tendant vers un
palier. Apres une heure d’ extraction, une faible augmentation du rendement, qui se poursuivra
jusqu’ & la 120'°™ minute, est observée. Au-dela de deux heures d extraction, nous constatons
I" apparition d'un palier. Ceci laisse penser que latotalité de |” huile essentielle est récupéré au
terme de deux heures. Ce résultat, nous a permis de fixer la durée d’ extraction a deux heures
pour les essais de la suite de ce travail.

Par ailleurs, nous avons procédé a |’ extraction par hydrodistillation pendant 3 heures
de deux échantillons représentatifs du lot cultivé al’ ENP de taux d humidité 28,9%, de méme
masse, 2009, avec un débit de vapeur moyen de 14,1 mL/mn. L’un des échantillons a été
soumis a I’ hydrodistillation en présence de tensioactif, essai 1, | hydrodistillation du second,
essal 2, a éé réalise sans addition de tensioactif.

L es rendements obtenus sont présentés dans le tableau V.2 suivant.

Tableau | V.2: Rendements en huile essentidle, en %, obtenus avec et sans
tensioactif pour différentes duréesd’extraction

Duréed’extraction, h 2 3
Essai

1 0,65 0,65
2 0,61 0,65
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Nous remarquons que le rendement en huile récupéré lors de I’ extraction en absence
de tensioactif au bout de 3 heures est le méme que celui obtenu au terme de 2 heures, en
présence de tensioactif. Ce résultat montre que I’ utilisation du tensioactif réduit la durée
d extraction. A notre avis, lamicélisation, qui gouverne les propriétés de solubilisation et de
microémulsification, d'une part, et d’ autre part, |’ adsorption aux interfaces qui provoque une
diminution des tensions interfaciales et favorise le mouillage, sont al’ origine de | accél ération

de I’ hydrodiffusion de |’ huile et, par conséquent, de I’ hydrodistillation.

1V.2.3.2. Optimisation, par planification des expériences, de la masse de la

matiere végetale atraiter et dela concentration en tensioactif utilisé

L’ optimisation de la masse de matiere végétae a traiter et de la concentration en
tensioactif de la phase aqueuse a été réalisée, en faisant appel au plan factoriel complet a deux
niveaux des deux parametres. Le plan des expériences prévoit la variation simultanée des
deux parametres éudiés dans le domaine expérimenta choisi, de maniere a recuelllir le
maximum d'informations sur le comportement du systéme et détablir un modee
mathématique [96].

En tenant compte de la capacité de l'installation et en sinspirant des travaux
antérieurs [62], nous avons fixé et réuni, dans le tableau 1V.3, les niveaux inférieurs, de base

et supérieurs des paramétres a optimiser.

Tableau 1V.3: Niveaux des paramétres a optimiser

Parameétre Niveau Niveau de Niveau
inférieur base supérieur
M asse de matiere végétale, g 100 200 300
Concentration en tensioactif, mol/L 0,0010 0,0027 0,0045

Ces deux parametres indépendants, de nature et d’ unités de mesure différentes, ont été
remplacés par des variables réduites adimensionnelles, respectivement x;, variable réduite de
la masse de matiere végétale atraiter et x,, variable réduite de la concentration en tensioactif.
Les valeurs des variables réduites x;, et x, évoluent dans un méme intervalle, allant de -1 a
+1. Le domaine expérimental est aors représente, dans un repere orthonormé, par un carrée,
dont les coordonnées des sommets définissent les conditions opératoires des essais a

programmer. Aussi, le plan factoriel complet a deux niveaux des deux paramétres, appel € plan
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22, prévoit, dans ce cas précis, quatre essais. Deux essais répétitifs ont été programmeés et
réalises dans les conditions opératoires du niveau de base, au centre du domaine expérimental,
afin d’'apprécier la reproductibilité des résultats et d effectuer une validation statistique du
modéele mathématique.

Les conditions opératoires des six essais programmés et réalisés, par la suite, ainsi que

les rendements Rye en huile obtenus, sont regroupés dans le tableau 1V .4 suivant.

Tableau 1V.4: Conditions opératoires des essais programmeés par le plan factoriel des
expériences 2% et rendements Rye en huile obtenus

X1 X2 RHEa%
-1 +1 0,29
+1 +1 0,87
-1 -1 0,65
+1 -1 0,72
0 0 0,65
0 0 0,64

Il est & noter que les six essais ont été effectués en espace de quatre jours, pour éviter
une variation importante du taux d humidité de la matiére végétale. Ce dernier, mesuré
chague jour, a varie peu autour de la moyenne, estimée a 35,5%. L’ ensemble des essais a é&é
réaliseé avec un débit moyen de vapeur de 14,22 mL/mn. En outre, pour quelques uns des
essas, lors de la décantation, nous avons observeé la formation d’ une émulsion relativement
stable de I’eau dans I’ huile et avons eu le recours au relargage par addition d’'une solution
saturée en NaCl.

Les résultats du tableau 1V.4 ont été analysés a I’aide du logiciel Statgraphics plus
[97].

La variation du rendement Ry en huile a été exprimée par lafonction polynomiale du
premier ordre en x; et X, :

Rue=ag+ a1 X1—apXo t+ap,2X1 X2 (|V6)

Les coefficients de I’éguation 1V.5 ont été déterminés en substituant les valeurs des
variables reduites xi, X, et du rendement Ry par leurs valeurs expérimentaes. L’ équation du

modéel e mathématique obtenu s écrit :

Rue = 0,6333 + 0,1625 X1 - 0,0525 X, + 0,1275 X1 X, (IV.7)
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Les vaeurs des coefficients de cette équation permettent d’ évaluer I'influence sur le
rendement en huile, des effets individuels de chacun des paramétres étudiés et de leur

interaction. Le diagramme de Pareto, présenté alafigure IV.4 illustre ces effets.

Diagramme de Pareto

x1

x1.x2

X2

0 5 10 15 20 25 30
Effet standartisé

FigurelV.4: Diagramme de Par eto.
77 +: effet positif B3~ effet négatif
On reléve qu'au seuil de confiance spécifi€, a = 5%, les deux parametres et leur
interaction ont des effets significatifs. L’ effet simple de la masse de matiére végétale a traiter
et |’ effet conjugué des deux paramétres sont de méme ordre de grandeur et positifs. L’ effet
simple de la concentration en tensioactif est le plus faible et négatif.
La qualité d approximation et la validité du modele mathématique établi sont mises en
évidence par analyse statistique de la variance, ANOVA, présentée dans le tableau V.5

suivant.

Tableau IV.5: Analyse de lavariance ANOVA

Paramétre Somme de carrées Df Carrée moyen RapportF Probabilité

X; 0,105625 1 0,105625 3621,43 0,0003
X, 0,011025 1 0,011025 378,00 0,0026
X1Xz 0,065025 1 0,065025 2229,43 0,0004
Erreur totale 0,0000583333 2  0,0000291667

Total (corr.) 0,181733 5

R2=99,9679 %
Estimation de I'écart-type du résidu=0,00540062
Erreur absolue moyenne = 0,00222222

Les résultats de I’ évaluation statistique du modéle montrent qu’il décrit correctement
le comportement du systéme étudié. Le fait que lavaleur de la probabilité dans le tableau de
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I'ANOVA est inférieure 0,05, permet de conclure qu'il y a une relation statistiquement
significative entre les variables au niveau de confiance de 95%. La statistique du R-carré
indique que le modél e explique 99,9679 % de la variabilité du rendement en huile essentielle.
Par ailleurs, |’erreur moyenne absolue et |'estimation de |’ écart-type du résidu sont trés
faibles, inférieures respectivement a 0,22 et 0,54%.

L’ analyse mathématique de |’ équation IV.6 du modele a montre que :

e Cette fonction possede une solution réelle qui, située dans I’espace des variables
réduites en dehors du domaine expérimental, a pour coordonnées [x;=0,412; x,=-1,275],
correspondant, en variablesréelles, a [241 g; 0, 0004 mol/L].

e Cepoint stationnaire est un point d’inflexion.

Un essai d extraction a été réalisé dans les conditions opératoires définies par le point
stationnaire et le rendement en huile obtenu expérimentalement a éé comparé au rendement
calculé a partir de I’ éguation du modéle. Le tableau 1V.6 regroupe ces résultats.

Tableau 1V.6: Rendements en huile expérimental et prévu par le modéle mathématique

Rendement en huile, %
Expérimental Calculéapartir del’équation du modele Erreur, %
0,68 0,70 2,86

Le faible écart entre les valeurs expérimentale et calculée étant de I’ ordre de I’ erreur
expé&rimentale, laisse penser que le modéle peut étre extrapolé, notamment, vers des
concentrations plus faibles en tensioactif.

La surface de réponse estimeée par le logiciel est présentée alafigure IV.5.

Surface de réponse estimée

~ B 029035
1
006 -1 i B 035041
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049k B 065071
0,39k 3 06t 0,71-0,77
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FigurelV.5: Surface deréponse estimée.
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L’ examen de la surface de réponse montre que les meilleurs rendements sont obtenus
pour des valeurs des variables réduites tendant toutes les deux vers +1. Aussi, les conditions
opératoires de I'essai [+1, +1], soit, en coordonnées réelles, [300g; 0,0045mol/L] sont

indiquées par lelogicid et retenues comme optimales dans e domaine expérimental .

1V.2.3.3. Influence du rapport volume de liquide/ masse de solide sur le

rendement en huile essentielle

Parmi les essais précédents, nous avons relevé trois, réaisés avec la méme
concentration en tensioactif, de 0,0045mol/L, mais avec un rapport volume de liquide/masse
de solide différent. L’ histogramme, présenté a la figure 1V.6, montre une augmentation du

rendement en huile pour les faibles valeurs de ce rapport.

1 -
RHE. %
0,8
0,6
0,4
" .
13 35 39
V/Ms, ml'g

FigurelV.6: Variation du rendement en huile essentielle, en fonction du rapport
volume de liquide/masse de solide.

Cette augmentation du rendement en huile illustre bien I’influence de la masse de la

matiere végétale, dgja mise en évidence.

1V.2.3.4. Influence du séchage de la matiére végétale sur lerendement

A cet effet, nous avons effectué des essais d’extraction par hydrodistillation, en
présence de tensioactif, dans les mémes conditions opératoires, de deux échantillons de taux
d huimidité, respectivement 75,9 et 35,6%. Les rendements, exprimés par rapport ala matiere

seche, sont présentés dans le tableau IV.7 suivant.
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Tableau | V.7: Variation du rendement en huile essentielle, en fonction
del’éat delaplante

Etat delaplante Fraiche Seche
Taux d"humidité, % 75,9 35,6
Rue, % 0,58 0,87

Nous constatons que, le séchage provogue une augmentation du rendement en huile
essentielle. Ce fait a éé observé pour cette espéce végétale [12,13] et serait dd au
métabolisme secondaire, ayant lieu en absence d’ oxygene dans | es tissus végétaux, conduisant
a la formation des terpénes. Le phénoméne est connu [9] sous le nom de respiration
terpénique.

Le meilleur rendement en huile, 0,87 %, obtenu pour I’ échantillon de la plante séche,
nous amenent a déconseiller I’ extraction de la plante fraiche, si toutefois, la qualité de I” huile

essentielle n’ est pas affectée.

1V.2.3.5. Influence de la dur ée de la macération de la matiére végétale dans
la solution aqueuse du tensioactif avant I’hydrodistillation sur le rendement

en huile essentielle

La recommandation, par |les éudes antérieures [62-64], de macérer le matériel végétal
dans la solution agqueuse de tensioactif avant I’ hydrodistillation, nous a amené a s'intéresser a
ce parametre. Une sé&rie d' essais d hydrodistillation des échantillons de S officinalis L.,
représentatifs du lot cultivé a ENP, de taux d humidité moyen de 13,7%, a été réalisée, dans
les conditions optimales, déterminées précédemment, a savoir, une concentration en
tensioactif de 0,0045 mol/L, un rapport volume du liquide/masse de matiére végétale éga a
13. La durée de macération de la matiére végétale a été fixée, respectivement a 0,5h, 1h, 3h et
24h. Un sans maceération préaable a été effectué. L hydrodistillation pour |’ensemble
des essais a été menée pendant 2 heures avec un débit de vapeur moyen de 11,2 mL/mn. Les

rendements en huile obtenus sont réunis dans le tableau 1V .8 suivant.



Chapitre I V: Extraction de |’ huile essentielle de S. officinalis L. par hydrodistillation en
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Tableau IV.8: Variation du rendement en huile essentielle, en fonction dela duréede
macer ation de la matier e végétale dans la solution aqueuse du tensioactif avant
I"hydrodistillation

Durée de maceération, h Rendement en huile essentielle, %
0 0,40
0,5 0,41
1 0,41
3 0,39
24 0,50

Nous constatons que la macération de la matiéere végétale dans la solution agueuse du
tensioactif avant |’ hydrodistillation n’a aucun impact sur le rendement en huile essentielle
lorsgu’ elle dure entre 0,5 et 3 heures. Sa prolongation jusqu’ a 24h provoque, par contre, une
augmentation du rendement en huile de 25%. Cette durée de 24 heures serait nécessaire a un
meilleur mouillage de la surface de la plante, prévenant le dépdt de I’ huile sur la surface de
celle-ci, et éventuellement alalibération, par hydrolyse, des constituants de |’ huile essentielle

chimiquement liés sous forme de glycosides [64].

1V.2.3.6. Influence du débit de vapeur sur le rendement en huile essentielle

Les résultats des essais d' extraction, de |'huile essentielle par hydrodistillation en
présence de tensioactif a 0,0045 mol/L, sans et avec macération de la matiere végétale dans la
solution agueuse du tensioactif pendant 24 heures, effectués avec un méme rapport volume du
liquide/masse de matiére végétale égal a 13 et différents débits de vapeur, nous ont permis
d apprécier I'influence de ce paramétre du procédé, sur le rendement en huile essentielle. Le
tableau 1V.9 suivant regroupe ces résultats.

Tableau IV.9: Influence du débit de vapeur sur lerendement en huile essentielle

Débit de vapeur moyen, mL/mn 11 15
Rendement en huile sans macér ation, % 0,40 0,29
Rendement en huile avec macération, % 0,50 0,56
Augmentation du rendement en huile, % 25 93
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Nous observons que I'influence du débit de vapeur sur le rendement en huile est
accentueée, lors de |’ extraction par hydrodistillation en présence de tensioactif avec macération
préalable de la matiere végétale.

Cependant, le débit de vapeur reste le paramétre prédominant du procédé. Cefait a été
confirmé par les résultats de deux essais, menés al’ échelle semi-pilote, dans I’installation que
nous avons réalise. Ces essais ont été effectués avec des échantillons représentatifs de Salvia
officinalis L. du lot récolté au Jardin d’ essais, de 900g chacun, avec un méme rapport volume
du liquide/masse de matiére végétale égal a 13. L’ hydrodistillation de I’ un des échantillons a
été réalisée sans addition du tensioactif, avec un débit de vapeur de 15,1 mL/mn. Le second
échantillon a été macéré pendant 24 h dans une solution agueuse de tensioactif a 0,0045
mol/L, avant d’ é&re soumis al’ hydrodistillation avec un débit de vapeur de 11,9 mL/mn. Nous

rapportons, dans le tableau V.10, les rendements en huile obtenus.

Tableau |'V.10: Extraction del’huile essentiellede S. officinalisL. al’échelle semi-
pilote. Influence du débit de vapeur sur lerendement en huile

Débit de vapeur moyen, mL/mn 11,9 151
Rye sanstensioactif % - 1,27
R ye avectensioactif et macération préalable, % 0,83 -

On constate que, dans ce cas, le rendement en huile obtenu sans utilisation de
tensioactif et avec un débit de vapeur élevé est supérieur a celui, obtenu en présence de
tensioactif, mais avec un débit de vapeur plus faible. En effet, comme nous I’ avons évoqué
précédemment, dans le paragraphe 1V.1.6.3., un débit de vapeur élevé assure |’ agitation du
matériel végétal et, par conségquent, un meilleur contact entre les phases.

Cette étude, visant |’ optimisation des différents paramétres du procédé d’ extraction de
I"huile essentielle de S officinalis L. par hydrodistillation en présence de tensioactif, nous a
permis de fixer les conditions optimales comme suit :

e Concentration en tensioactif : 0,0045 mol/L.
e Rapport volume d’ eau/masse de matiére vegétale : voisin de 13.
e Macération de la matiére végétale dans la solution aqueuse du tensioactif avant

I” hydrodistillation pendant 24h.

e Débit de vapeur élevée.
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V.2.4. Etude cinétique de |’ hydrodistillation del’ huile essentielle de Salvia

officinlis L. en présence de tensioactif

L’ évolution du rendement en huile essentielle, en fonction du temps, a été déterminée
expé&imentalement, lors de I’ extraction, par hydrodistillation a I’ échelle laboratoire, de trois
échantillons représentatifs de S. officinalis L. du lot récolté au Jardin d'essais, de taux
d humidité moyen de 15,0 %. Les essais ont éé réalises avec un rapport volume de
liquide/masse de solide égal a 14 et un débit de vapeur moyen de 13,5 mL/mn. En se basant
sur les résultats des travaux antérieurs [12, 13], relatifs a I’ extraction par entrainement a la
vapeur d’eau de I’ huile essentielle de cette plante, nous avons fixé la durée d extraction a 3
heures pour les trois essais.

L’ hydrodistillation de I’un des échantillons a été réalisée sans addition du tensioactif,

essai 1, celle du second, a été effectuée en présence d’'une solution agueuse de tensioactif a
0,0045 mol/L, essai 2. Le troisiéme échantillon a été macéré pendant 24 h dans une solution
aqueuse de tensioactif & 0,0045 mol/L, avant d’ étre soumis al’ hydrodistillation, 3.

Au cours de I’hydrodistillation, des fractions du distillat ont été recueillies a des
intervalles précis de temps. La masse de | huile essentielle de chaque fraction, récupérée par
extractions successives a I’ é&her diéthylique, a été déterminée par pesée, apres |’ évaporation
de ce dernier. Le rendement en huile a éé exprimé, en %, par rapport a la matiére seche.

L’ évolution du rendement en huile essentielle, en fonction du temps, obtenue pour les
trois essais présentée dans le tableau 1V.11.

Tableau V.11 : Evolution du rendement en huile, en fonction du temps

Temps, mn Rue, %
Essai 1 Essai 2 Essai 3

0 0 0 0
S 0,62 0,52 0,45
10 0,91 0,86 0,81
20 1,13 1,11 1,12
30 1,21 1,25 1,26
45 1,25 1,35 1,39
60 1,29 1,43 1,49
90 1,34 1,51 1,60
120 1,38 1,55 1,71
130 1,42 1,61 1,83
180 1,44 1,67 1,90
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Nous constatons que le plus faible rendement en huile, 1,44%, est obtenu lors de
I” hydrodistillation de I’ échantillon sans addition de tensioactif. En présence de tensioactif sans
macération préaable, le rendement a été amélioré de 16% et vaut le double, soit 32%, aprés
macération de la matiere végétale pendant 24h dans une solution aqueuse de tensioactif a
0,0045 mol/L.

La figure IV.7 suivante, regroupe les courbes cinétiques correspondant aux trois

essals.

~N

RHE,%

- /./_._——I/./—.
; et TA=0 mol/I

1',/-
1,2

~—TA=0,0045 mol/I

TA=0,0045 mol/l,
| macération 24h

0 30 60 90 120 150 180
t,mn

FigurelV.7: Courbescinétiques d’extraction par hydrodistillation del’ huile essentielle
de S. officinalis L. en absence (TA=0) et en présence de tensioactif avec et sans
macération dela matiere végétale.

L’ examen des allures de ces courbes cinétiques et les rendements en huile respectifs
obtenus, suscitent les remarques suivantes:

e La cinétique de I'hydrodistillation n'est pas affectée par la présence de tensioactif
pendant les 30 premieres minutes. Cette étape peut étre attribuée a I’ extraction de
I" huile essentielle élaborée et stockée dans les trichomes peltés et capités. Etant situés
alasurface desfeuilles et des tiges de la plante, I huile qui migre par osmose atravers
la cuticule des trichomes, entre rapidement en contact avec lavapeur et est entrainée.

e Au-dela de 30 minutes, une évolution ascendante du rendement en huile est observée,
nettement supérieure pour les échantillons, dont I’ hydrodistillation a été menée en
présence de tensioactif.

e La macération préalable de la plante dans la solution de tensioactif provoque une
évolution du rendement plus rapide, a partir, respectivement, de 45 et de 90 minutes

d’ extraction.
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e Lamatiere végétale n’est pas épuisée de son huile essentielle au terme de trois heures

d extraction.

Ces informations nous permettent d’émettre des hypotheses sur la maniére dont le
tensioactif intervient dans I’ hydrodistillation de I’huile essentielle, en tenant compte de la
structure secrétrice de cette plante, étudié auparavant.

Les travaux antérieurs [12,13] rapportent, en effet, la présence des structures
endogénes, accumulant |” huile essentielle dans des poches situés a différents profondeurs des
tissus vegétaux: au contact de I'épiderme (figure 1.6) et dans le parenchyme (figure 1.7).
Aussi, il serait permis de penser qu’au contact avec la matiere végétale, la solution aqueuse
de tensioactif pénétre, par osmose atraves I’ épiderme, dans les couches internes des tissus de
la plante, pour atteindre les poches endogenes qui renferment I’ huile essentielle. Son pouvoir
solubilisant élevé, en particulier son affinité vis-a-vis des protéines constituant la cuticule et
I”épiderme, Iui permet «de creuser» des ouvertures par lesquelles la solution de tensioactif,
chargée en constituants de I’ huile essentielle, ferait le chemin inverse vers la surface de la
plante, grace au gradient de concentration ainsi créé. Arrivée a la surface, |"huile essentielle
est entrainée par la vapeur. Evidemment, la macération prolongée de la matiere végétale

favoriserait ce processus.

IV.2.5. Observations microscopiques des coupes de la tige et de la feuille de

Salvia officinalis L.

Pour appuyer les hypothéses émises plus haut, nous avons procédé aux observations
des coupes de la tige et de la feuille de S. officinalis L., cultivée au Jardin d’essais, a l’aide
d’ un microscope photonique Jenalumar:

e avant traitement de lamatiére végétale ;
e ayant s§ourné au contact avec la solution de tensioactif pendant 24 h;
e apresavoir subi I’ hydrodistillation.
Les coupes, effectuées par la technique «a main levée», sont présentées sur les figures
IV.8alV.11.

Les figures 1IV.8 et IV.9 montrent I'éat des trichomes peltés avant et aprés
I” hydrodistillaton. L’ espace, entre les cellules secrétrices et |a cuticule de la téte du trichome,
coloré en marron clair, renferme |'huile essentielle (figures IV.8.1 et 1V.9.1). Aprées

I’ extraction del’ huile, le trichome se vide et devient transparent (figures 1V.8.3, 1V.8.4 et
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IV.9.2). On remarque, par ailleurs, que les cuticules de ces trichomes sont déformeées aprés
I” hydrodistillaton, comme montrent les figures 1V.8.4 et IV.9.2, mais ne sont pas déchirées.

(Grx320) ( rx320)

FigurelV.8: Coupedelatige de S. officinalis L. Trichomes peltés.
1: avant traitement de la matiére végétale.
2: aprés macération de la matiére végétale dans une solution agueuse a 0,0045 mol/l de
tensioactif pendant 24 heures.
3 et 4: aprés macération de la matiere végeétale dans une solution agueuse a 0,0045 mol/l de
tensioactif pendant 24 heures, suivie d hydrodistillation pendant 3 heures.
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Sur la figure 1V.9.2 on apercoit des gouttelettes d huile essentielle a la surface de la
téte du trichome pelté. Leur présence conforte I'information fournie par les alures des
courbes cinétiques, relative au fait que la matiere végétale n'est pas épuisée de son huile

essentielle au terme de trois heures d’ extraction.

% o

(Grx320)

(Grx320)

FigurelV.9: Coupedelafeuille de S. officinalis L. Trichomes peltés avec cellules basales
distendues.
1: avant traitement de la matiere végétale ;

2. aprés macération de la matiere végétale dans une solution agueuse a 0,0045 mol/l de
tensioactif pendant 24 heures, suivie d hydrodistillation pendant 3 heures.
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La figure IV.10 présente les trichomes capités, sécréteurs d' huile essentielle, du type
IV. Nous observons que la téte du trichome gonfle aprés macération dans la solution du
tensioactif (figure IV.10.2), puis se vide et déforme aprés |” hydrodistillation (figure IV.10.3).

FigurelV.10: CoupedelatigedesS. officinalis L. Trichomes capitésdu typelV.
1: avant traitement de la matiére végétale.
2. aprés macération de la matiere végétale dans une solution agueuse a 0,0045 mol/l de
tensioactif pendant 24 heures.
3: apres macération de la matiere végétale dans une solution agueuse a 0,0045 mol/l de
tensioactif pendant 24 heures, suivie d hydrodistillation pendant 3 heures.
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Enfin, alafigure IV.11 sont visibles les poches d' huile essentielle situées dans le

parenchyme de latige.

Figure IV.11: CoupedelatigedesS. officinalisL. Poches endogénes (Grx320).
1: avant traitement de la matiére végétale ;

2: aprés macération de la matiére végétale dans une solution agueuse a 0,0045 mol/l de
tensioactif pendant 24 heures, suivie d hydrodistillation pendant 3 heures.
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Aprés I'hydrodistillation la poche est déformée. On remarque |’ apparition des
gouttelettes d'huile essentielle sur la paroi supérieure de la poche et dans I'épiderme,

s acheminant vers la surface de latige.

V.2.6. Essais supplémentaires
Pour compl éter cette étude, nous avons réalisé deux essais supplémentaires.

e Le premier essai nous a été suggéré par les observations microscopiques des coupes
des organes de la plante apres I hydrodistillation qui ont montré que la matiere végétale n’ est
pas épuisée de son huile essentielle au terme de trois heures d’ extraction. Aussi, nous avons
suivi la cinétique de I'hydrodistillation d'un échantillon représentatif du lot de Salvia
officinalis L. du Jardin d'essais, de taux d humidité 15,0%, en prolongeant |’extraction
jusqu’a 4h30. L’échantillon a été préalablement macéré pendant 24 h dans une solution
aqueuse de tensioactif a 0,0045 mol/L. La courbe cinétique est présentée a la figure 1V.12

suivante.

25
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FigurelV.12: Courbe cinétique d’extraction par hydrodistillation de I’ huile essentielle
de S. officinalis L. en présence detensioactif avec macération dela matiere végétale

On constate, en effet, une progression monotone du rendement en huile entre 180 et
240 mn d’extraction et tendance vers un palier dans les 30 dernieres minutes. Le rendement
en huile récupéré au terme de 4h30 d'extraction est de 2,05%, correspondant a une

augmentation de 7,89 % par rapport a celui obtenu en 3h.
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Sur le plan scientifique, ce résultat est intéressant, car il apporte une preuve
supplémentaire de la présence de sites endogénes dans la structure secrétrice de Salvia
officinalis L. cultivé au Jardin d’ essai's, jusqu’ a présent non signalés pour cette espece.

Quant ala question faut-il, en pratique, prolonger I hydrodistillation au-dela de 3 heures,
des études anal ytiques et technico-économiques sont nécessaires pour y répondre.

e Le second essai supplémentaire a été réalisé avec une solution aqueuse de tensioactif
de concentration égale a sa concentration micellaire critique. Le rendement en huile
essentielle a été comparé aux rendements, obtenus [98] par hydrodistillation sans utilisation
de tensioactif, essai de référence, et celui, réalise avec la concentration optimale de
0,0045mol/L, tous les autres parametres du procédé étant identiques. Le tableau V.12
regroupe les résultats obtenus.

Tableau 1V.12 : Rendements en huile obtenus lorsde |’ hydrodistillation
de S. officinalis L. sans et avec tensioactif de différentes concentrations

Concentration en tensioactif, mol/L 0 8,04.10™* 0,0045
Rendement en huile, % 100 116,0 156,5

* Concentration micellaire critique du tensioactif (CMC)

Nous constatons une augmentation du rendement en huile, par rapport au rendement
obtenu par hydrodistillation sans utilisation de tensioactif, de 16,0 % pour la concentration
micellaire critique du tensioactif et de 56,5%, pour la concentration optimale, nettement
supérieure alaCMC.

En tenant compte du fait que les solutions agqueuses amphiphiles n’ agissent comme
solvants de composés chimiques trés peu solubles dans I'eau, qu'au dessus de la CMC,
comme mentionné au paragraphe 111.2.2.6., I’augmentation du rendement en huile constaté
pour la concentration optimale serait due au pouvoir solubilisant du tensioactif. Il serait
permis, si I’on seréfere alafigure I11.5, représentant la variation des différentes propriétés en
fonction de la concentration en tensioactif autour de la CMC, d attribuer I’augmentation du
rendement en huile observé pour la CMC, en majeure partie, a la propriété du tensioactif de

diminuer latension superficielle.
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Chapitre V: Etude de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

V.1. Composition chimique de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Nous avons procédé¢ a 1’analyse par chromatographie en phase gazeuse de deux
¢chantillons d’huile essentielle de Salvia officinalis L. cultivée au Jardin d’essais, obtenus par
hydrodistillation pendant 4 heures, avec et sans tensioactif, afin d’élucider leur composition

chimique.

V.1.1. Conditions opératoires d’analyse
Les huiles essentielles ont été analysées, a 1’aide d’un appareil GC Agilent 6890N,

dans les conditions opératoires suivantes :

¢ Colonne capillaire: en silice fondu, de longueur 30m et diametre inférieur 0,32mm

¢ Phase stationnaire : HPS5, épaisseur du film 0,25um

¢ Gaz vecteur : hélium

e Détecteur : FID

e D¢ébit de gaz vecteur : 0,5mL/mn

e Température de colonne : 60 a 220°C a raison de 3°C/mn et a 220° pendant 10mn

e Température de I’injecteur : 250°C

e Température du détecteur : 250°C

¢ Volume injecté : 1ul

e Mode d’injection : split 1/80

V.1.2. Identification des constituants

L’identification des principaux constituants des huiles essentielles analysées a été
effectuée par comparaison de leurs indices de rétention a ceux obtenus dans les mémes
conditions opératoires, rapportés par un travail antérieur [12], relatif & D’extraction par
entrainement a la vapeur d’eau et l'analyse par CG-SM de I’huile essentielle de Salvia

officinalis L, du méme lot, cultivé au Jardin d’essais.

V.1.3. Résultats

Le chromatogramme de I’huile essentielle, notée par HD, obtenue par hydrodistillation
sans addition de tensioactif est présent¢ a la figure V.1. La figure V.2 présente le
chromatogramme de I’huile essentielle, désignée par HD+TA, obtenue par hydrodistillation
avec macération préalable de la matiére végétale dans une solution aqueuse de tensioactif a

0,0045mol/L.
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Figure V.1: Chromatogramme de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. obtenue par hydrodistillation sans tensioactif.
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Figure V.1: Chromatogramme de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. obtenue par hydrodistillation aprés macération pendant 24h
dans une solution aqueuse de tensioactif.
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Les profiles chromatographiques des deux échantillons d’huile analysées montrent une

similitude jusqu’a 30 minutes d’¢élution. Au-dela, I’allure des chromatogrammes présente des

différences qualitatives et quantitatives: des nouveaux pics, en rouge, apparaissent dans le

chromatogramme de 1’échantillon extrait en présence de tensioactif, pour d’autres, la teneur

dans I’huile change.

Les composes identifiés dans les deux échantillons d’huile sont réunis dans le tableau

V.1 et énumérés par ordre décroissant de leur teneur.

Tableau V.1 : Teneurs relatives, en %, des composes identifiés dans les deux
échantillons d’huile essentielle analysées

Echantillon HD Echantillon HD+TA
Composé Teneur relative, % | Composé Teneur relative, %
o-thuyone 12,60 manool 9,99
viridiflorol 12,49 a-thuyone 9,83
p-caryophylléne 11,68 1,8-cinéol 7,36
o-humuléne 10,25 viridiflorol 6,35
1,8-cinéol 8,88 camphre 5,40
manool 8,18 p-caryophylléne 4,92
camphre 6,05 p-thuyone 4,04
p-thuyone 5,37 atisirene 3,52
B-pinéne 4,68 B-pinéne 2,84
myrcene 2,88 bornéol 2,35
bornéol 2,68 cis-hydrate de sabinéne 1,65
camphéne 1,43 o-terpinéne 1,59
o-pinéne 1,27 o-humuléne 1,54
limonéne 1,00 o-pinéne 1,50
o-terpinéne 0,39 allo-aromadendréne 1,41
a-terpinolene 0,35 camphene 1,26
allo-aromadendréne 0,23 y-terpinéne 1,16
acétate de bornyle 0,19 trans-pinocamphone 1,03
cis-hydrate de sabinéne 0,11 acétate de bornyle 0,55
atisirene 0,10 a-terpinoléne 0,49
Total 91,29 Total 80,22

Les composés identifiés se repartissent entre différentes classes chimiques, regroupées

dans le tableau V.2 suivant.
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Tableau V.2: Classes chimiques des composés présents dans les deux échantillons
d’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Teneur relative*, %

Classe chimique Echantillon HD | Echantillon HD+TA
Hydrocarbures monoterpéniques 13,14 11,02
Dérivés oxygénés des monoterpénes 39,83 40,15
Hydrocarbures sesquiterpéniques 24,27 9,81
Dérivés oxygénés des sesquiterpénes 13,68 16 ,06
Diterpénes et dérivés oxygénés 9,07 22,96

* y compris les composés non identifiés dans 1’échantillon HD+TA

L’examen des valeurs du tableau V.2 montre que la teneur des monoterpeénes et leurs
dérivés oxygénés, ainsi que celle des dérivés oxygénés des sesquiterpenes, sont de méme
ordre de grandeur dans les deux échantillons. En revanche, la teneur des diterpénes et de leurs
dérives double dans I’huile extraite en présence de tensioactif, aux dépens de la teneur en
hydrocarbures sesquiterpéniques.

A notre avis, les différences de composition qualitative et quantitative observées
pourraient étre attribuées a I’extraction, en présence de tensioactif, de I’huile essentielle
localisée dans les poches endogenes qui serait plus riche en diterpenes et leurs dérivés.

Par ailleurs, si 1’on se référe au courbes cinétiques de la figure IV.6 et aux
chromatogrammes, on pourrait avancer I’hypothése que dans I’huile essentielle, produite par
les sites exogenes : les trichomes peltés et capités, prédominent les monoterpeénes et leurs

dérivés oxygénés.

V.2. Propriétés physiques de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Les propriétés physico-chimiques constituent un moyen de vérification et de contrdle
de la qualité de I’huile essentielle. Aussi, nous avons déterminé les densités et les indices de
réfraction de 1’huile essentielle de deux échantillons de Salvia officinalis L. cultivée au Jardin
d’essais.

e Echantillon 1 : obtenu par hydrodistillation sans addition de tensioactif.
e Echantillon 2 : obtenu par hydrodistillation, avec macération pendant 24 heures dans

une solution de tensioactif a 0,0045 mol/L.
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V.2.1. L’aspect

L’huile essentielle de Salvia officinalis L. est un liquide mobile, d’odeur caractéristique,

de couleur jaune clair, pour I’échantillon 1 et rouge brique pour 1’échantillon 2.

V.2.2. La densité

La densité de I’huile essentielle a ét¢ mesurée a 1’aide d’un pycnometre de SmL, a la

température de 20°C. Les valeurs sont réunies dans le tableau V.3 suivant.

Tableau V.3: Densité de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. a 20°C

Echantillon 1 2
Densité 0,859 0,885

Nous constatons que les valeurs de la densité mesurées ne sont pas conformes a la
norme AFNOR (Tableau I1.4), établies pour le chémotype de Salvia officinalis L. de qualité
commerciale, en 1’occurrence, le chémotype a o-thuyone. En effet, [’analyse par
chromatographie en phase gazeuse a montré que la plante en provenance du Jardin d’essais
n’appartient pas a ce chémotype. On remarque, aussi que la densité de 1’huile obtenue par
hydrodistillation, avec macération dans une solution de tensioactif est supérieure a celle de
I’huile extraite sans addition de tensioactif. Ceci est dii, de toute évidence, a la différence des

compositions qualitative et quantitative de deux échantillons.

V.2.3. L’indice de réfraction

L’indice de réfraction de I’huile essentielle a ét¢ mesuré a la température de 20°C, en

utilisant la raie D de sodium. Les valeurs sont regroupées dans le tableau V .4.

Tableau V.4 : Pindice de réfraction de ’huile essentielle de Salvia officinalis L.
Echantillon 1 2
Indice de réfraction 1,4668 1,4566

Nous observons que la valeur de I’indice de réfraction de 1’échantillon 1 est conforme

a la norme AFNOR (Tableau I1.4), ce qui n’est pas le cas pour celle de 1I’échantillon 2. Cette
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variation de I’indice de réfraction est a attribuer a la composition chimique différente de

I’huile obtenue par hydrodistillation en présence de tensioactif.

V.3. Propriétés antibactériennes

Nous avons évalué, par la méthode d’antibiogramme, I’activité antimicrobienne in
vitro de deux échantillons d’huile essentielle de Salvia officinalis L. cultivée au Jardin
d’essais:

e Echantillon HD, obtenu par hydrodistillation pendant 4h, sans addition de tensioactif

e Echantillon HD+TA, obtenu par hydrodistillation pendant 4h, avec macération
préalable dans une solution de tensioactif a 0,0045 mol/L.

La concentration utilisée d’huile a été de Sul/disque, soit inférieure a Spg/disque.

Les tests ont été effectués sur onze souches bactériennes, appartenant a trois familles,
cocci, entérobactéries et BGN oxydatif. Certaines proviennent des prélévements cliniques,
d’autres, sont des souches de référence ATCC (American typing culture collection).

Le tableau V.5 suivant, réunit les microorganismes testes, leur origine et les diamétres,
en mm, des zones d’inhibition.

Tableau V.5 : Activité antimicrobienne de I’huile essentielle obtenue par
hydrodistillation avec et sans tensioactif de Salvia officinalis L., en provenance du Jardin

d’essais

Microorganisme Origine Diamétre de la zone d'inhibition, mm
Cocci HD HD+TA
Streptococcus B P.A. <6 18
Streptococcus D P.A. 15 <6
Streptococcus nongroupable P.A. <6 25
Streptococcus B ECBU 30 40
Entérobactéries
Echerichia coli ATTC 25922 <6 16
Echerichia coli ECBU <6 15
Morganella morganii ECBU <6 20
Klebsiella pneumonae ECBU <6 <6
Salmonella typhi H.C. <6 <6
Salmonella typhi C.P.C. <6 <6
BGN oxydatif
Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853 <6 <6
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ECBU: examen cytobactériologique des urines; H.C.: hémoculture; C.P.C.: coproculture;
P.A.: pus d’abces; ATCC: American typing culture collection

L’examen de ces résultats montre que 1’huile essentielle obtenue par hydrodistillation
sans addition de tensioactif présente une activité vis-a-vis de deux souches de cocci, alors que
siX microorganismes, trois cocci et trois entérobactéries, sont sensibles a 1’action de 1’huile
obtenue par hydrodistillation en présence de tensioactif. Il serait permis de penser que la
composition chimique différente de ces deux échantillons d’huile est a 1’origine de leur
comportement a 1’encontre des microorganismes.

Toutes les souches testées font partie du groupe 2 de la classification des bactéries, en
fonction de l'importance du risque d'infection qu'elles présentent pour une personne en bonne
santé. Un agent biologique du groupe 2 peut provoquer une maladie chez I'homme et peut
constituer un danger pour les travailleurs de la santé. Sa propagation dans la collectivité est
improbable et il existe généralement une prophylaxie ou un traitement efficace. [99]

Parmi les microorganismes présentant une sensibilit¢ a 1’action de I’huile, certains
sont, donc, pathogenes :

e Streptococcus B est une bactérie communément trouvée dans le tractus digestif ou
génital des adultes. Elle est aussi responsable d'infections néonatales sévéres: 2 a 3 cas pour
1000 naissances. C'est une des premicres causes de septicémie, de méningite et de pneumonie
chez les nouveau-nés. Elle est, de plus, a 1'origine d'une morbidité et d'une mortalité non
négligeable chez les personnes agées et les individus souffrant de pathologies sous-jacentes :
personnes immunodéprimées, diabétiques, cirrhotiques... Par ailleurs, le streptocoque B est
¢galement un probleme vétérinaire: il est considéré comme une des principales causes
d'infections mammaires chez les bovins [100].

e Streptococcus non groupable est a I’origine, entre autres, des arthrites septiques et
affecte surtout les femmes. L’infection est plus torpide avec, notamment, les non groupables,
les D et les G. Quelque soit le germe, la moiti¢ des patients a des séquelles [101]

e Morganella morganii est isolée de l'intestin des mammiféres, notamment de I'nomme
et du chien, mais aussi des oiseaux et des reptiles. Elle est responsable d'infections
opportunistes : infections urinaires, infections des plaies, abces, bile, infections de l'appareil
respiratoire, septicémies et, plus rarement, arthrites, myosites, méningites. Les souches de

Morganella morganii sont résistantes a 1'érythromycine et a la pénicilline G [99].
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e Escherichia coli, est une bactérie commune de la flore intestinale des mammiféres, en
particulier chez 1'étre humain. Les E. coli sont pathogeénes dans des localisations extra-
intestinales et provoquent abces, péritonites, septicémies et surtout infections urinaires [102].

En microbiologie, 1’appréciation de la sensibilité d’un microorganisme vis-a-vis d’une
substance antibiotique est réglementée [103], de sorte que trois catégories cliniques sont
retenues pour l'interprétation des tests de sensibilité in vitro : Sensible (S), Résistant (R) et
Intermédiaire (I)

- Les souches catégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilit¢ de succes

thérapeutique est forte;

- Les souches catégorisées R sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité
d'échec thérapeutique quels que soient le type de traitement et la dose d'antibiotique
utilisée;

- Les souches catégorisées I sont celles pour lesquelles le succes thérapeutique est
imprévisible. Ces souches forment un ensemble hétérogéne pour lequel les résultats
obtenus in vitro ne sont pas prédictifs d'un succes thérapeutique.

Le tableau V.6 réunit les concentrations et les diamétres critiques des zones
d’inhibition pour quelques uns des antibiotiques indiqués contre les souches testées et pour

nos huiles.

Tableau V.6: Concentrations, diamétres critiques des zones d’inhibition
de lecture interprétative [103]

Microorganisme Antibiotique pg/ disque | Diameétres critiques, mm
S R
Chloramphénicol 30 >23 <19
Streptococcus spp. Tigécycline* 15 >22 =22
Spiramycine 100 >24 <19
HD+TA <5 18 2 40
Morganella morganii Ampicilline 10 >19 <16
Amoxicilline 25 =21 <16
HD+TA <5 20
Echerichia coli Céfalotine 30 >18 | <12
HD+TA <5 15a16

* Interprétation valable pour les Streptococcus A, B, C, G
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En comparant les diametres des zones d’inhibition mesurées pour une masse d’huile
par disque inférieure a 5 pg, nettement plus faible que les masses d’antibiotique par disque,
mentionnée dans le tableau V. , on constate que leurs valeurs sont de 1’ordre de grandeur des
diametres critiques correspondant aux souches catégorisées sensibles. Par conséquent, on peut
conclure que la probabilité de succes thérapeutique vis-a-vis de ces souches, en utilisant
I’huile essentielle de Salvia officinalis L. cultivée au Jardin d’essais, en particulier, celle
obtenue par hydrodistillation en présence de tensioactif, est forte.

Il est a noter que l'antibiogramme ne renseigne que sur l'activité bactériostatique.
L'é¢tude du pouvoir bactéricide d'une substance sur la souche isolée nécessite des tests in vivo

qui relévent des compétences des microbiologistes.
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Conclusion

Ce travail porte sur I’extraction, par hydrodistillation en présence de tensioactif, de
I’huile essentielle de Salvia officinalis L., provenant de deux lots cultivés, respectivement, a
I’ENP et au Jardin d’essais d’Alger, sur I’élucidation de sa composition chimique, la
détermination de ses propriétés physiques et I’évaluation de son activité antimicrobienne.

L’optimisation des parametres du procédé a été menée a I’échelle laboratoire, en
faisant appel a la planification des expériences, pour la masse de matiere végétale a traiter et
la concentration de la solution aqueuse du tensioactif, et a la méthode classique, pour le
rapport volume de liquide/ masse de solide et la durée de macération de la matiére vegetale
dans la solution aqueuse du tensioactif avant I’hydrodistillation. Les résultats obtenus ont
permis de fixer les conditions optimales de I’hydrodistillation de Salvia officinalis L. en
présence de tensioactif comme suit :

e Concentration en tensioactif : 0,0045 mol/L.
e Rapport volume d’eau/masse de matiére végétale : voisin de 13.
e Macération de la matiére végétale dans la solution aqueuse du tensioactif avant

I”’hydrodistillation pendant 24h.

Quant au débit de vapeur, il a été montré qu’il reste le parametre prédominant du
procédé, car des essais d’extraction par hydrodistillation, menés a I’échelle semi-pilote, sans
addition de tensioactif, avec un débit de vapeur élevé et dans les conditions optimales
suscitées, mais avec un faible débit de vapeur, ont fourni des rendements différents: le
rendement le plus élevé a été obtenu par I’essai réalisé avec un débit de vapeur élevé, sans
addition de tensioactif. Toutefois il a été constaté, au vu des résultats d’une série d’essais, que
I’impact de ce parameétre sur le rendement en huile est accentue lorsque I’hydrodistillation est
effectuée en présence de tensioactif.

Enfin, il a été constaté que quelque soient la provenance de la plante et la maniére de
mener I’hydrodistillation, avec ou sans tensioactif, les rendements en huile essentielle les plus
élevés sont obtenus lors de I’hydrodistillation de la plante seche.

L’étude de la cinétique de I’hydrodistillation, avec et sans addition de tensioactif, avec
et sans macération de la matiére végétale, a montre que celle-ci n’est affectée par la présence
de tensioactif qu’au-dela des 30 premieres minutes. Ce résultat, conjointement avec les
observations microscopiques effectuées sur les coupes des différents organes de la plante
avant et aprés I’hydrodistillation, a permis d’émettre des hypothéses sur la maniére, dont le
tensioactif intervient dans I’hydrodistillation de I’huile essentielle, en tenant compte de la
structure sécrétrice de cette plante.
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Il est a noter, en outre, que le plus faible rendement en huile, 1,44%, a été obtenu lors
de I’hydrodistillation de I’échantillon sans addition de tensioactif. En présence de tensioactif
sans macération préalable, le rendement a été amélioré de 16% et vaut le double, soit 32%,
aprés macération de la matiére végetale dans une solution aqueuse de tensioactif.

Par ailleurs, les observations microscopiques des coupes des organes de la plante aprés
I’hydrodistillation ayant montré que la matiére végétale n’est pas épuisée de son huile
essentielle au terme de trois heures d’extraction, I’hydrodistillation a été prolongée jusqu’a
4h30. Pour cette durée d’extraction de 4h30, I’augmentation du rendement en huile comparé
a celui obtenu sans tensioactif, n’est que de 16,0%, lorsque I’hydrodistillation est réalisée,
aprés maceération préalable de la matiére végétale dans une solution aqueuse, de
concentration, égale a la concentration micellaire critique du tensioactif et de 56,5%, a la
concentration optimale.

L analyse par CPG, de deux échantillons d’huile essentielle de S. officinalis L., en
provenance du Jardin d’essais, obtenus par hydrodistillation avec et sans tensioactif, a montre
des différences qualitatives et quantitatives de leur composition chimique, concernant,
notamment, la teneur des diterpénes et de leurs dérives, qui double dans I’huile extraite en
présence de tensioactif, aux dépens de la teneur en hydrocarbures sesquiterpéniques.

Les propriétés physiques des huiles essentielles obtenues avec et sans tensioactif,
notamment, leurs aspect, densités et indices de réfraction, ne sont pas conformes aux normes
AFNOR, car ces dernieres sont été établies pour I’huile commercialisée de Salvia officinalis
L., appartenant a un autre chemotype.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle, évaluée in vitro par la méthode de
I’antibiogramme, vis-a-vis de 11 souches de bactéries, a montre que I’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation sans addition de tensioactif présente une activité a I’encontre de
deux souches de cocci, alors que six microorganismes, trois cocci et trois entérobactéries, sont
sensibles a I’action de I’huile obtenue par hydrodistillation en présence de tensioactif. Les
diameétres des zones d’inhibition mesurés, montrent que la probabilité de succeés thérapeutique
vis-a-vis de ces souches, en utilisant I’huile essentielle de Salvia officinalis L. étudiée,
notamment, celle obtenue par hydrodistillation en présence de tensioactif, est tres élevée.

Cette étude, loin d’étre achevée, ouvre la voie de futures recherches, aussi bien dans le
domaine des sciences appliquées que fondamentales, en vue de la valorisation de Salvia

officinalis L.
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Annexe |

Le taux d’humidité de la matiere végétale a été déterminé dans 1’appareil de Dean Stark,

présenté a la figure suivante.

it
Sortie d'ean

Ma . . '
Armivée d'ean

Décantewr

Meélange matiere
vegétale/xylene

Figure annexe I : Montage de Dean et Stark [104]

Une masse de matiére végétale, pesée avec précision 10 g, est introduite dans le ballon et
immergée dans du xyléne. Le mélange est porté a ébullition et les vapeurs contenant 1’eau et le
solvant montent jusqu’au réfrigérant et, une fois liquéfiées, son recueillies dans le tube gradué. A
I’intérieur de celui-ci ces liquides non miscibles se séparent en deux phases. Lorsque la phase
supérieure, dans notre cas le xyleéne, atteint le niveau du bras, elle coule dans celui-ci et retourne
dans le ballon, alors que la phase inférieure, I’eau, reste dans le tube. L’opération est arrétée
lorsque le volume d’eau n’augmente plus. Le volume d’eau et la température ambiante sont
mesurés avec précision, apres une séparation complete des deux phases.

La teneur en eau de la matiére végétale, exprimée en % de masse de la matiere végétale,

est calculée par la formule suivante [105] :
H-= (Veau.peau).IOO/M

H : taux d’humidité, %
Veau: volume d’eau recueilli dans le tube récepteur, mL.
peau : masse volumique de 1’eau a la température ambiante, g/mL.

M : masse de la matiere végétale, g



Annexe Il

La méthode de I’antibiogramme est appelée méthode par diffusion en milieu gélosé ou
encore méthode des disques. Cette technique courante, utilisée en bactériologie médicale [106],
est schématisée a la figure ci-dessous.

La technique consiste a déposer des disques de papier Wattman de diamétre de 6 mm,
imprégnés d’une quantité donnée d’huile essentielle a tester, & la surface d'un milieu gélosé,
préalablement ensemencé avec suspension de chaque souche a étudier. Cette suspension est
préparée dans I’eau distillée stérile et ajustée a 10® bactéries/mL. Dés I'application des disques,
I’huile essentielle diffuse de maniere uniforme au sein de la gélose. Aprés incubation, les disques
s'entourent de zones d'inhibition circulaires indemnes de colonies. Lorsque la technique est
parfaitement standardisée, les diametres des zones d'inhibition dépendent uniquement de la

sensibilité du germe [107].

oL —— MMilien de culture gélosé

{Agar)

Figure annexe 11 : llustration de la méthode d’antibiogramme sur boites de
Pétri [56]



