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Evaluation du potentiel anti-radicalaire des antioxydants
hydrosolubles du Rosmarinus officinalis L. obtenus par différents
procedes
Résumé : Ce travail porte sur la quantification, par la méthode de dosage de Folin-
Denis, des composés phénoliques dans les extraits aqueux, obtenus par extraction
solide-liquide en charge dispersée, et dans les eaux, issues de 1’hydrodistillation, de
Rosmarinus officinalis L. L’influence du prétraitement de la matiére végétale, préalable
a Dextraction et a I’hydrodistillation a été étudiée. D’autre part, une évaluation du
potentiel anti-radicalaire des antioxydants hydrosolubles et des huiles essentielles a été
réalisée, en utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH. Le potentiel anti-
radicalaire des eaux de distillation, s’est révélé supérieur a celui des extraits aqueux et
ouvre la voie de la valorisation de ce sous-produit de I’extraction des huiles essentielles.

Mots clés : Rosmarinus officinalis L., extraction solide-liquide, hydrodistillation,
antioxydants hydrosolubles, composés phénoliques, huile essentielle.

Evaluation of the antiradical potential of Rosmarinus officinalis L.
water soluble antioxidants obtained by different methods

Abstract: This work focuses on the quantification, by the Folin-Denis assay, of
phenolic compounds in aqueous extracts obtained by dispersed charge solid-liquid
extraction, and in the water distillate from the hydrodistillation, of Rosmarinus
officinalis L. The effect of the pretreatment of the plant material, prior to extraction and
hydrodistillation was studied. On the other hand, an evaluation of antiradical potential
of water-soluble antioxidants and essential oils was performed by using the method of
DPPH free radical scavenging. The antiradical potential of water distillate, was superior
to that of aqueous extracts and opens the way for the valorization of this by-product of
the essential oils extraction.

Key words: Rosmarinus officinalis L., solid-liquid extraction, hydrodistillation, water
soluble antioxidants, phenolic compounds, essential oil.
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Introduction

L’utilisation des molécules anti-oxydantes de synthése est actuellement remise en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources

végétales d’antioxydants naturels sont recherchées.

En effet, les polyphénols, des composés naturels largement répandus dans le regne
végétal, ont une importance croissante, notamment, grace a leurs effets bénéfiques sur la
santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la
prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires.
lIs sont, également, utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique. Des recherches scientifiques ont été développées pour
I’extraction, I’identification et la quantification de ces composés a partir des différentes

sources, telles que les cultures agricoles et horticoles ou les plantes médicinales.

Le fort pouvoir antioxydant et antimicrobien des plantes de la famille des
Lamiacées, a laquelle appartient le Rosmarinus officinalis L., a fait d’elle I’une des
familles botaniques les plus fréguemment utilisées au niveau mondial. Le romarin
représente, donc, une source inépuisable de substances, ayant des activités anti-
oxydantes et biologiques trés variées et dont la connaissance constituerait une raison de
plus pour la préservation et la valorisation de cette richesse naturelle, par 1’extraction
des produits a haute valeur ajoutée qu’elle contient, en utilisant des procédés de plus en

plus performants.

Dans ce contexte, nous nous sommes proposés, d’une part, de quantifier les composés
phenoliques contenus dans les extraits aqueux obtenus par extraction solide-liquide, et
dans les eaux, issues de I’hydrodistillation, en présence et en 1’absence de tensioactif, de
Rosmarinus officinalis L., et, d’autre part, d’évaluer le potentiel antioxydant, en
particulier, celui des eaux de distillation, sous-produit de 1’extraction des huiles

essentielles, en vue de leur valorisation.

Le premier chapitre de ce manuscrit est une étude bibliographique relative a la
matiere végétale, objet de cette étude, au principe, mécanisme et a la théorie des
procédés d’extraction solide-liquide et de I’hydrodistillation, aux antioxydants, en

géneral, et ceux du Rosmarinus officinalis L., en particulier.

=



Introduction

La préparation de la matiére végétale, préalable a 1’extraction de ses antioxydants
hydrosolubles, I’installation d’extraction, la démarche expérimentale adoptée, ainsi que
les différentes méthodes d’analyse, les réactifs et les outils utilisés, font 1’objet du

second chapitre.

Le troisieme et dernier chapitre, quant a lui, regroupe les résultats du dosage des
composés phénoliques des extraits aqueux et des eaux de distillation, récupérées lors de
I’hydrodistillation de Rosmarinus officinalis L., et ceux de I’évaluation de leur pouvoir
antioxydant. Les résultats relatifs aux rendements et la composition chimique des huiles
essentielles, déterminée par CPG, ainsi qu’a leurs potentiels antioxydants y sont

également présentes.

N



Chapitre 1
Etude bibliographigue




Chapitre I : Etude bibliographiqgue

I.1. La matiere vegétale : Rosmarinus officinalis L.

I.1.1. Description
Le romarin, Rosmarinus officinalis L., plante commune a 1’état sauvage ou cultivée, est,
sans doute, 1’une des plantes les plus populaires en Algérie, puisqu’on la trouve dans

tous les jardins et les parcs en bordure odorante.

Cette plante de la famille des Lamiacées est un arbrisseau, vivace, aromatique, toujours
vert de 50 cm a 1,5 voire 2 métres de haut aux branches couvertes d’une écorce

écailleuse et fissurée portant des tiges ligneuses feuillées (Figure 1.1).

Figure I. 1 : Vue d’ensemble du Rosmarinus officinalis L.

Les petites feuilles coriaces sessiles persistantes, de couleur verte sombre dessus et
blanchatres dessous, sont étroitement lancéolées (presque comme des aiguilles) et a
bords enroulés (Donadieu, 2008), peuvent se récolter en toute saison (Site web [1]). La
floraison du romarin a lieu, en général, deux fois par an, la premiére au mois de Fevrier
(parfois en Janvier) jusqu’en Avril voire Mai, et la seconde en automne (Paume, 2008 ;
Site web [2]). Cependant, il peut arriver de le voir fleurir en toute période lorsqu’il se

trouve en situation optimale (Escuder, 2007).
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Chapitre I : Etude bibliographiqgue

1.1.2. Composition chimique

Rosmarinus officinalis L. contient des nombreux produits possédant des activités
biologiques, tels, I’huile essentielle, des acides phénoliques, des diterpénes phénoliques,
des flavonoides, des triterpenes, des stéroides, etc.
= L’huile essentielle

L’huile essentielle, représentant 1 a 2,5% de la plante, est composée essentiellement de
monoterpenes et leurs dérives oxygenés. Sa composition chimique qualitative est
relativement constante, mais les différences de teneurs des constituants majoritaires ont
donné lieu a la définition de quatre chémotypes : a camphre, a 1,8-cinéole, a myrcene et
a verbénone (Raskin, 2003).

Le Tableau 1.1 suivant regroupe les principaux constituants des huiles essentielles du

romarin appartenant aux différents chymotypes.

Tableau 1. 1 : Chémotypes de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.

Teneur en %
ALGERIE
. Camphre | 1,8-cinéol | Verbénone | Myrcene [ 1 8-cingol | Camphre
Chémotypes | (Alaux, | (Alaux, | (Site Web [(Mateus et Boutekedjiret| Abdelli
2006) 2005) [2]) al., 2006) (1999) (2010)
1,8-cinéol 19,1 445 8,1 14,9 319 -
Camphre 18,7 10,1 14,5 14,4 19,7 15,2
Verbénone 5,6 11 1,7 31,5 t* 1,0
Myrcene 0,5 0,2 10,8 1,4 - 15
t* : traces

L’huile essentielle est une sécrétion issue du métabolisme secondaire de 1’organisme
végétal, produite par des cellules sécrétrices et stockée dans des sites exogenes

(trichomes), endogenes (canaux, poches...) ou dans I’espace intercellulaire.

La structure sécrétrice du Rosmarinus officinalis L. est exclusivement exogene : 1’huile
essentielle est produite et stockée dans deux types de trichomes glandulaires, en

I’occurrence, les trichomes peltés et les trichomes capités, présentés sur la Figure 1.2

(Spiro et Chen, 1994).
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Chapitre I : Etude bibliographiqgue

Figure I. 2 : Trichomes peltés (==p) et capités (=) de Rosmarinus officinalis L.
(Farhat, 2010)

Les trichomes renferment les cellules sécrétrices qui produisent I’huile essentielle, la
déversent sous la cuticule du trichome et la font gonfler.

= Les acides phénoliques
La teneur en acides phénoliques du romarin est estimée a 3,5%. Les acides cinnamique
rosmarinique, caféique, ferulique, chlorogénique et vanillique sont des acides
phénoliques identifiés dans les extraits du romarin (Cuvelier et al., 1996). lls
appartiennent aux deux principaux groupes: acides hydroxy-benzoiques et acides
hydroxy-cinnamiques. D’apres Cuppett et al. (1997), les dérivés de I'acide cinnamique
sont plus actifs que les dérivés de l'acide benzoique en tant qu’antioxydants. La
présence de différents substituants dans le cycle aromatique du phénol modifie leurs
propriétés anti-oxydantes, en particulier, leur capacité de donneur dhydrogéne. En
général, le phénol non substitué est inactif en tant que donneur d'hydrogene et un
monophénol est un antioxydant moins puissant qu’un polyphénol. La présence d’un
groupement donneur d'électrons, tel que le groupement hydroxyle en position ortho
ou/et para augmente l'activité anti-oxydante du phénol ou de 1’acide phénolique (Chimi
et al., 1991; Pokorny, 1988). En outre, la présence d'un groupement carboxyle, ester ou
lactone renforce I’activité anti-oxydante. Cette derniere augmente, également, lorsque le
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Chapitre I : Etude bibliographiqgue

groupe carboxyle fait partie de la chaine latérale du noyau aromatique. La présence des
groupements méthoxy au voisinage des hydroxyles phénoliques améliore 1’activité anti-
oxydante (Dziedzic et Hudson, 1984).
= Les diterpénes phénoliques

Plus de douze diterpenes phénoliques sont isolés et identifiés dans le romarin (Cuvelier
et al., 1996). Les plus répandus sont 1’acide carnosique, le carnosol, le 1,2-acide
méthoxy carnosique, le rosmanol, 1’epirosmanol (Paris et al., 1993; Schwarz et Ternes,
1992; Culvier et al., 1996 ; Naktani et al., 1983 ; Naktani et Inatani, 1984 ; Haraguchi et
al., 1995; Chen et al., 1992 ; Richheimer et al., 1996). Ils sont responsables de

I’activité anti-oxydante de la plante.

L’acide carnosique est le constituant majoritaire parmi les diterpénes phénoliques et son
pouvoir antioxydant est le plus puissant. Sa teneur dans les feuilles séches de la plante
dépasse 0,35 %. (Paris et al., 1993; Schwarz et Ternes, 1992; Cuvelier et al., 1996 ;
Richheimer et al., 1996).

= Les flavonoides
Certains flavonoides se trouvent, dans le romarin, sous forme d’aglycones des
hétérosides de la lutéoline, de la diosmétine ou des flavones méthoxylées: genkwanine

et dérivés, crisimaritine, scutellaréine, hespéridine et homoplantiginine.

= Lestriterpénes et les stéroides
L’acide oléanolique, les dérivés de 1’acide ursolique et a- et B-amyrine, appartenant a

ces deux classes chimiques, ont été identifiés dans les extraits de romarin.

= Les lipides, en particulier, les phospholipides, contenus dans la cuticule cireuse
de jeunes feuilles.

= Autres constituants : n-alcanes, iso-alcanes et alcenes, polysaccharides acides
et traces de sallicylates.

[op]



Chapitre I : Etude bibliographiqgue

1.2. Les antioxydants

L’oxygeéne moléculaire est indispensable a la vie des organismes aérobiques. Toutefois
il peut former des espéces partiellement réduites et fortement toxiques appelées les

radicaux libres ou encore les espéces réactives oxygénées (ERO).

1.2.1. Définition d’un radical libre
Un radical libre est une espéce, atome ou molécule, contenant un électron célibataire

(ou non apparié), ce qui le rend extrémement réactif (Gutteridge et Halliwell, 1994).

Les radicaux libres apparaissent, soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison
covalente (fission homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son électron,
soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’un électron a partir d’un

composé non radicalaire (Kocchilin-Ramonatxo, 2006).

1.2.2. Définition d’un antioxydant

Un antioxydant est defini comme étant toute substance présente en faible concentration
par rapport a un substrat oxydable et qui est capable de ralentir ou d’inhiber le processus
d’oxydation de ce substrat (Favier, 2003). Il permet aussi de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme et de maintenir au niveau de

la cellule des concentrations non cytotoxiques des ERO.

1.2.3. Le mécanisme d’action des antioxydants

Lorsque 1’on parle d’activité anti-oxydante, on distingue deux types d’action. La
premiere consiste a capter directement les radicaux libres. En effet, les antioxydants
neutralisent les radicaux libres et empéchent les réactions en chaine initialisées par ces
derniers. La seconde comprend I’inhibition des enzymes responsables de la génération
des espéces oxygénées réactives: les antioxydants détruisent les hydroperoxydes
(composés intermeédiaires formant des radicaux libres en interrompant la liaison O-0),

diminuant ainsi la vitesse de formation de radicaux libres (Ribeiro et al., 2001).

1.2.4. Les antioxydants du Rosmarinus officinalis L.
Divers extraits d’herbes pouvant étre utilisées en tant qu’antioxydant naturel sont a
I’é¢tude a I’heure actuelle. Parmi ces extraits naturels qui sont susceptibles d’€tre utilisés

industriellement figurent les extraits des herbes de Lamiaceae qui contiennent des

I~
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niveaux élevés des antioxydants diététiques (Zheng et Wang, 2001 ; Dragland et al.,
2003 ; Shan et al., 2005 ; Halvorsen et al., 2006), et le pouvoir antioxydant in vitro de
ces herbes a été indiqué dans de nombreuses études (Exarchou et al., 2002 ; Pizzale et
al., 2002 ; Dorman et al., 2004).

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) appartenant a cette famille, posséde une activité
anti-oxydante caractérisée par la capacité a inhiber les radicaux libres (Vareltzis et al.,
1997). On dit que ses extraits sont tres efficaces pour retarder 1’oxydation des lipides et
pour protéger les cellules vivantes des dommages causés par le stress oxydatif (Chen et
al., 1992 ; Wang et al., 1995).

Les diterpenes phénoliques et les acides phénoliques comptent parmi les antioxydants

hydrosolubles identifiés dans le romarin (Bounoua et Boumahdi, 2013).

1.3. Procedés de récupération des antioxydants hydrosolubles du
Rosmarinus officinalis L.

Divers procédés sont actuellement utilisés pour 1’extraction des produits d’origine
végétale et, selon la technique utilisée, 1’extraction permet d’obtenir des huiles
essentielles, des pommades, des concrétes, des absolues, des résinoides ou des

infusions.

Plusieurs procédés d’extraction sont utilisés de longue date, toutefois les normes liées a

I’utilisation industrielle des extraits limitent en général le choix du procédé.

La localisation histologique des composés aromatiques dans le végétal peut aussi

orienter le choix technologique.

1.3.1. Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide, encore appelée extraction par solvant, est 1’opération
fondamentale qui a pour but d’extraire, de séparer ou de dissoudre, par immersion dans
un liquide ou par arrosage par un liquide, un ou plusieurs composants (solides ou
liquides) contenus dans le solide. C’est une opération de transfert ou d’échange de
matiere entre une phase solide (la matiére a extraire) et une phase liquide (le solvant
d’extraction). Les constituants recherchés peuvent étre soit le soluté, soit le résidu

(Leybroos et Fremeaux, 1990).
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1.3.1.1. Mécanisme de I’extraction solide-liquide

Dans le cas typique de I’extraction des matieres végétales, le soluté est localisé dans des
cellules végétales a parois relativement peu perméables. L’extraction de ces matiéres
par solvants, est un processus assez complexe, basé sur le phénomeéne de transfert de

matiere.
Ce processus peut étre résumé en quatre étapes (Trambouz et Wauquier, 1975) :

= Pénétration du solvant dans le solide.

= Dissolution du soluté dans le solvant.

= Transfert de la solution obtenue vers 1’interface solide-liquide.

= Diffusion du soluté contenu dans la solution au contact du solide vers la masse

restante du solvant.

L’extraction par solvant peut étre influencée par plusieurs facteurs (Trambouz et
Wauquier, 1975) : la nature et 1’état du solide et du soluté, le taux de I’humidité du

solide, la température, I’agitation du fluide et la durée d’extraction.

Les solvants recommandés sont, généralement, I’eau, 1’éthanol et les mélanges
eau-acétone, eau-méthanol, eau-éthanol, etc. (Julien et Gavend, 1980). L’utilisation des

hydrocarbures aromatiques est strictement encadrée, vu leurs propriétés cancérigenes.

1.3.1.2. Les méthodes d’extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide regroupe plusieurs méthodes différentes. Cette diversité de
méthodes, a été induite par plusieurs facteurs, dont la variété de matiéres premieres,
I’utilisation industrielle des extraits, ainsi que les conditions de mise en contact entre les
deux phases (Leybroos et Fremeaux, 1990). On citera, entre autres, la lixiviation ou

lessivage, la percolation, la décoction, I’infusion, la macération, la digestion et 1’élution.

1.3.1.3. Technologies des extracteurs solide-liquide

D’autres considérations interviennent dans la technologie de mise en ceuvre d’une
extraction solide-liquide, en 1’occurrence, les processus continus ou discontinus, avec
la phase solide en lit fixe, mobile ou dispersé, ce qui distingue les appareils d’extraction.

(Leybroos et Fremeaux, 1990).

L’extraction des antioxydants hydrosolubles du Rosmarinus officinalis L. a fait ’objet

d’une étude récente mené par Djediat (2014). Lors de cette étude, 1’extraction a été

1©



Chapitre I : Etude bibliographiqgue

réalisée en discontinu a charge dispersée. Le contact intime entre le solide et le solvant

est assuré par agitation mécanique.

1.3.2. Hydrodistillation
L’hydrodistillation est sans aucun doute le procédé le plus ancien. En effet, il fut
importé en Europe par les Arabes entre le VII®™ et le X*™ siécle, mais le principe était

déja connu et utilisé par les égyptiens dés le IV*™ siécle avant J.C. (Willem, 2002).

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour I’extraction d’une huile

essentielle, ainsi que pour le contréle de qualité.

L’hydrodistillation est un procédé d’extraction au cours duquel les composés volatils et
immiscibles a I’ecau sont entrainés avec la vapeur d’eau. C’est le procédé le plus utilisée,
car rentable et convenant le mieux a I’extraction, a I’échelle laboratoire ou a ’échelle
industrielle, des substances odorantes, destinées a un usage thérapeutique (Willem,
2002).

Ce procédeé permet, aussi, la récupération des antioxydants hydrosolubles contenus dans

les eaux de distillation (Haddou et Hammouche, 2012 ; Bounoua et Boumahdi, 2013).

1.3.2.1. Principe
L hydrodistillation est une distillation hétérogéne, consistant & immerger la matiére
premiere végétale dans I’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition, généralement, a

pression atmosphérique.

La chaleur et la présence de 1’eau permettent la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la

vapeur d’eau, un mélange azéotropique.

Sachant que la température d’ébullition d’un mélange est atteinte lorsque la somme des
tensions de vapeur de chacun des constituants est ¢gale a la pression d’évaporation, elle
est donc inférieure a chacun des points d’ébullition des substances pures. Ainsi le
mélange azéotropique « eau + huile essentielle » distille a une température égale a
100°C, a pression atmospherique, alors que les températures d’ébullition des composés

aromatiques sont pour la plupart trés élevées.
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Le distillat obtenu est ensuite refroidi et condensé dans un essencier ou vase florentin.
Une fois condensées, la séparation des deux phases : huile essentielle (qui constitue la
phase organique) et eau florale (qui constitue la phase aqueuse), a lieu du fait de la

différence entre leurs densités.

La distillation peut étre réalisée avec ou sans recyclage (redistillation) de la phase
aqueuse, obtenue aprés la décantation. Le principe de recyclage est communément
appelé cohobage et, a I’échelle laboratoire, 1’équipement le plus souvent utilisé

permettant cela est I’appareil de Clevenger (Clevenger, 1928).

1.3.2.2. Paramétres du procédé de I’hydrodistillation
Plusieurs parametres interviennent dans ce procédé :

» La durée de D’extraction, peut considérablement varier et peut atteindre
plusieurs heures, selon le matériel utilisé et la matiére veégeétale a traiter (la
localisation des sites secréteurs : endogénes ou exogenes). Il est tres important
d’optimiser ce parametre du fait qu’il influe sur le rendement et la composition

de I’huile essentielle (Lucchesi, 2005).

= Le rapport volume d’eau / masse de matiére végétale, un parametre dont il
faut tenir compte lors de la mise en ceuvre de I’hydrodistillation. Lorsque ce
rapport est insuffisant, la matiére végétale peut stagner au contact des parois de
I’extracteur. Un rapport é€levé, par contre, est économiquement injustifié, car
nécessite une importante quantité de chaleur pour mettre en ébullition un grand

volume d’eau (Gueorguiev, 1995).

Lors de I’hydrodistillation, certaines réactions d’hydrolyse peuvent avoir lieu entre 1’eau
et certains constituants de 1’huile essentielle. La réaction d’hydrolyse des esters est la
plus fréquente et elle conduit a la formation d’acides organiques qui, a leur tour,

catalysent les réactions de cyclisation et de déshydratation (Lagunez, 2006).

Pour la quantité d’eau en contact avec la matiére végétale, un optimum est donc a
trouver, car plus celle-ci est importante plus les réactions sont accélérées favorisant la
formation d’alcools et d’acides, causant ainsi la diminution du rendement en huile
essentielle. Ainsi donc, le pH des eaux de distillation est un parametre important a
maitriser. Ce processus d’hydrolyse est, alors, a I’origine de la formation d’artefacts
(Handa et al., 2008).
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Débit de vapeur, qui est un parametre trés important du procédé. Mise a part
I’entrainement de 1’huile essentielle, un débit de vapeur élevé assure, au cours de
I’hydrodistillation, 1’agitation du matériel végétale et un meilleur contact entre

les deux phases (Gueorguiev, 1995).

1.3.2.3. Mécanisme

L’hydrodistillation des huiles essentieclles est un processus de transfert de matiére

complexe, des phénoménes d’échange de matiére interviennent entre les phases solide,

liquide et vapeur.

Pour expliquer les différentes phases de I’hydrodistillation des végétaux, des études

relativement récentes (Gueorguiev, 1995) proposent un mécanisme comportant les trois

étapes suivantes:

v' La thermodiffusion : dans un premier temps, pour que I’huile puisse étre

entrainée, il faut qu’elle soit en contact direct avec la vapeur. Une telle
contrainte impose la destruction de la structure cellulaire du végétal, chose que
les conditions sous lesquelles est menée I’hydrodistillation ne permettent pas.
On pense alors qu’au début du processus, on assiste a la « thermodiffusion » ou
exsudation thermique de I’huile et ceci se poursuit jusqu’a 1’établissement d’un

équilibre des températures a I’extérieur et a I’intérieur du site sécréteur.

L’osmose : au contact de la surface du végétal, I’eau pénétre par osmose dans
les sites sécréeteurs et engendre une augmentation de la pression a l'intérieur du
site. Cette pression dite de « turgescence » qui s’exerce sur la cuticule, provoque
I’expansion du trichome et une dilatation des pores. Il s’ensuit I’expulsion de
I’huile essentielle du site sécréteur, vers I’extérieur, sans que la cuticule du
trichome soit déchirée. La température élevee, quant a elle, provoque la
coagulation du protoplasme du trichome et, par conséquent, la semi-perméabilité

de la cuticule se trouve diminuée.

L’hydrodiffusion : Une fois a I’extérieur du trichome, I’huile essentielle
rencontre une couche d’eau de condensation qui enveloppe le substrat végétal.
L’huile essentielle diffuse a travers cette couche (hydrodiffusion), jusqu’a
atteindre I’interface huile-vapeur. Le contact direct huile-vapeur étant assuré,

I’huile s’évapore et est entrainée par le flux de vapeur.

12
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1.3.2.4. Hydrodistillation en présence de tensioactifs

L’utilisation des tensioactifs lors de I’extraction des huiles essentielles a partir des
plantes aromatiques a fait I’objet de plusieurs travaux (Trandafilov et Minkov, 1969 ;
Minkov et al., 1967 ; Minkov et al., 1966 ; Gantchev et al., 1978 ; Baydar et Baydar,
2005 ; Dobreva et Kovatcheva, 2007 ; Abdelli, 2010 ; Rougou, 2012 ; Charchari et al.,
2011a, 2011b, 2013). Les résultats de ces études montrent une forte augmentation du
rendement, sans que la composition qualitative de 1’huile soit trop affectée par la

présence du tensioactif.

Les tensioactifs sont des molécules amphiphiles présentant deux parties d’affinité
différente : I'une lipophile (affinité pour les graisses), est apolaire, l'autre, hydrophile
(affinité pour 1’eau) est polaire. Cette dualité au sein de la molécule du tensioactif est a
I’origine de I’activité de surface, de la miscellisation et des capacités de solubilisation,
lui permettant de solubiliser deux phases non miscibles, par interaction avec l'une

apolaire, par sa partie hydrophobe; et avec l'autre, polaire, par sa partie hydrophile.

L'épiderme des plantes herbacées et des jeunes plantes ligneuses est recouvert de strates
lipophiles, appelées cuticule, qui forment un revétement protecteur, souple,
imperméable a l'eau, tout en permettant des échanges gazeux et d’eau, nécessaires a la
respiration et a la photosynthese, avec le milieu extérieur par des orifices minuscules,

appelés stomates.

Lorsque les molécules du tensioactif sont mises en contact avec la cuticule, ils pénétrent
dans celle-ci. Des micelles mixtes commencent a se former et apres le détachement de
certains d’entre elles, des perforations apparaissent dans la bicouche lipidique qui
constitue la cuticule. Enfin, le nombre des micelles détachés augmente de plus en plus
jusqu’a la dissolution compléte de la bicouche lipidique par le tensioactif (Tamura et al.,

2002).

Dans le cas de I’extraction des huiles essentielles, le role du tensioactif peut étre résumé

comme suit ;

v' 11 contribuerait, en premier lieu, au mouillage par I’eau de la surface hydrophobe

de la matiére végétale, en diminuant la tension superficielle ;
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v' 1l faciliterait, ensuite, la pénétration de I’eau a travers les cuticules des
trichomes peltés et capités, contenant I’huile essentielle, en solubilisant la

bicouche lipidique des cuticules.

v 1l favoriserait, enfin, la formation d’une émulsion eau-huile a I’intérieur des
trichomes. La pression dans les trichomes, ou pression de turgescence,
augmentée par la présence d’eau, permettrait I’acheminement de I’émulsion eau-
huile vers la surface de la cuticule, d’ou I’huile est entrainée par le flux de

vapeur.

Ceci explique bien I’augmentation du rendement d’extraction de 1’huile essentielle en

présence du tensioactif.
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I1.1. Matiére végétale utilisée

La matiere végétale, objet de cette étude, constituée des feuilles et des tiges des sommités
aériennes, a été cueillie a la fin du mois de Janvier 2014 et provient d’un lot cultivé a I’Ecole
Nationale Polytechnique d’Alger. La plante a été identifiée au Département de Botanique de

I’Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie d’Alger, comme étant Rosmarinus officinalis L.

Un échantillonnage, visant la préparation des échantillons représentatifs du lot mere, ayant les
mémes propriétés moyennes, a été effectué, selon la méthode d’usage (Dagnelle, 1981,

Gueorguiev, 1995).

Le taux d’humidité¢ de la matiére végétale a ét¢ déterminé par distillation azéotropique au
xylene, dans un appareil de Dean et Starck et évalué a 17,98%. Pour éviter une variation du
taux d’humidité, les échantillons de la plante ont été conservés au réfrigérateur et I’ensemble

des essais a été réalisé en trois jours.

11.2. Extraction des antioxydants hydrosolubles du Rosmarinus officinalis L.

11.2.1. Dispositif expérimental

L’extraction a été réalisée en utilisant le dispositif expérimental schématisé sur la Figure II.1.
Il est constitué d’un extracteur en verre, de volume 2 L, équipé d’un couvercle étanche,
traversé par un agitateur mécanique a vitesse d’agitation variable et surmonté d’un réfrigérant

a reflux.
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Figure I1. 1 : Dispositif expérimental de 1’extraction solide-liquide

La température d’extraction est maintenue constante avec une précision de +£1°C a 1’aide d’un

bain thermostaté, dans lequel est plong¢ 1’extracteur.

11.2.2. Protocole expérimental

Les essais d’extraction ont été réalises dans les conditions opératoires optimales déterminées

au préalable (Djediat, 2014), comme suit :

v’ Le rapport du volume de la phase liquide et la masse de la phase solide est égal a 16.
v La température de I’extraction est fixée & 80°C.

v' Ladurée de I’extraction est fixée a 2 heures 30 minutes.

v’ La vitesse d’agitation : 100 tr/mn

A la fin de I’opération, les phases solide et liquide sont séparées par filtration. La phase

liquide contenant les composés phénoliques est récupérée et conservée au réfrigérateur.
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11.3. Hydrodistillation du Rosmarinus officinalis L.

11.3.1. Dispositif expérimental de I’hydrodistillation

Le dispositif expérimental d’hydrodistillation est schématise a la Figure 11.2 suivante :

i
-

Figure II. 2 : Dispositif expérimental d’hydrodistillation a 1’échelle laboratoire

1. Chauffe-ballon ; 2. Matiére végétale + eau ; 3. Ballon ; 4. Ampoule a couler ; 5. Support ;
6. Réfrigérant ; 7. Sortie de I’eau de refroidissement ; 8. Entrée de 1’eau de refroidissement ;
9. Ampoule a décanter, récipient de recette ; 10. Distillat ; 11. Support élévateur
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Il est constitué d’un ballon de 2 litres, dans lequel la matiére végétale baigne dans I’eau.
La source de chaleur est un chauffe-ballon a puissance de chauffe variable. Le ballon est
surmonté d’un réfrigérant. Le distillat est récupéré dans une recette. Les eaux de
distillation, recueillies dans I’ampoule a décanter sont réintroduites dans le ballon a

1’aide de ’ampoule a couler (cohobage).

11.3.2. Protocole expérimental

La matiére végétale, constituée des feuilles et des tiges de Rosmarinus officinalis L.,
préalablement pesee, est introduite dans le ballon. Apres I’ajout de 1’eau, 1’ensemble est
porté a I’ébullition. Les vapeurs sont condensées dans le refrigérant et les eaux de
distillation sont ensuite réintroduites dans le ballon, afin de récupérer 1’huile essentielle

dissoute et de maintenir le rapport volume d’eau / masse de matiére végétale constant.

Le rapport du volume de la phase liquide et la masse de la phase solide est fixé a 16. La
durée de I’hydrodistillation a été de 2 heures 30 minutes, en tenant compte de la
structure sécrétrice exogene de la plante et en se basant sur les résultats des études
antérieures relatives a la cinétique d’extraction du romarin provenant du méme lot.

(Charchari et al., 2011b ; Abdelli, 2010).

A la fin de ’opération le mélange eau-huile est récupéré dans le récipient de recette.
L’huile est séparée des eaux de distillation par décantation. La masse d’huile récupérée
est déterminée par pesée. Des échantillons des eaux de distillation sont prélevés et

conserveés au réfrigérateur.

Le rendement en huile est exprimé, en pourcentage, par rapport a la masse de matiere
séche selon la relation (11.1) suivante :

100 x mHE
Ryp=—— (IL1)

Ms
Ou Rue désigne le rendement en huile essentielle, exprimé en pourcent; mye et Mg sont,
respectivement, les masses, en grammes, de 1’huile essentielle et de la maticre végétale

seche.
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M; est calculée par la formule (I1.2) suivante :

M;=M X (1-H) (1L2)
Tel que :
v' M: la masse de matiére végétale utilisée.
v' H: Le taux d’humidité.

La concentration en extrait sec, en g/mL, des extrait aqueux, obtenus lors de 1’extraction
solide-liquide, et des eaux de distillation, récupérées lors de 1’hydrodistillation, a été
déterminée en procédant au séchage a 40°C, dans une étuve, d’un millilitre, jusqu’au

poids constant.

Le rendement en extrait sec est calculé par rapport a la masse de la matiére seche selon
la relation (11.3) suivante :
100 X mES

Res= s (I1.3)

Ou Rgs désigne le rendement en extrait sec, exprimé en pourcent; megs et Ms sont,

respectivement, les masses, en grammes, de I’extrait sec et de la matic¢re végétale séche.

Les essais d’extraction solide-liquide et d’hydrodistillation ont été réalisés, en utilisant
différents échantillons de matiere végétale : des échantillons sans aucun prétraitement,
et des échantillons ayant subi une macération dans une solution aqueuse de tensioactif

non ionique de concentration 0,5%, pendant 24 heures.

11.4. Mesure du pH

La mesure du pH a été effectuée, a la température ambiante, a 1’aide d’un pH-meétre

Hanna meteur, muni d’une électrode en verre/Ag/AgCl.
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11.5. Dosage des composes phenoliques

La teneur en composés phénoliques, présents dans les eaux de distillation et dans les
extraits aqueux, a été évaluée par la méthode colorimétrique de Folin-Denis, décrite par

Jiao et al. (2005), en utilisant I’acide gallique comme standard.

11.5.1. Principe de la méthode de Folin-Denis

Le réactif de Folin-Denis est composé d’un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique. Ceux-ci sont réduits, en présence des composes
phénoliques, formant un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne.
L’intensité de la couleur du mélange est proportionnelle a la concentration des

composés phénoliques.

11.5.2. Protocol expérimental

Un volume de 0,5 mL d’échantillon a doser est versé dans une fiole de 20 mL et
complété avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge. De cette solution, un volume de
0,1 mL est prélevé, versé dans une fiole de 25mL, contenant 12,5 mL d’eau distillée et
1,25 mL de réactif de Folin-Denis y sont ajoutés. Le mélange est agité pendant 3
minutes, puis 1,25 mL d’une solution saturée de carbonate de sodium (Na,COjs) sont

versés dans la fiole et complétés a I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

L’échantillon ainsi préparé est conservé a ’abri de la lumiére et a température ambiante
pendant 20 minutes. L’absorbance de la solution est mesurée a une longueur de 760 nm

au moyen d’un spectrophotometre UV-VIS SECOMAM S250.

La concentration en composés phénoliques, exprimée en mg équivalents d’acide
gallique par millilitre de solution a doser, mg EAG/mL, est déterminée en se référant a
une courbe d’étalonnage donnant 1’évolution de 1’absorbance, en fonction de la

concentration d’acide gallique, utilis¢é comme standard.
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11.6. Evaluation des propriétés anti-oxydantes des extraits

11.6.1. Protocol expérimental

La solution de DPPH a 100 pM/mL est préparée en utilisant comme solvant le
méthanol. Elle peut étre utilisée pendant une durée maximale de cing jours, a condition
d’étre conservée a 1’abri de la lumiére et a une température avoisinant les -5°C.
L’absorbance de la solution de DPPH est mesurée avant de procéder a 1’analyse de

chaque échantillon. Celle-ci reste pratiquement constante tout au long de la mesure.

Des solutions aqueuses de concentrations en extrait sec allant de 10 pg/mL a 50 pg/mL

ont été préparées a partir des eaux de distillation et des extraits aqueux.

Les mesures de 1’absorbance ont été réalisées a une longueur d’onde de 517 nm, avec un
spectrophotomeétre UV-VIS SECOMAM S250. Avant de procéder a [I’analyse,

I’appareil est étalonné au méthanol.

Un volume de 2 mL de la solution a tester est ajouté a 2 mL de solution de DPPH. Le
mélange réactionnel obtenu est agité vigoureusement pendant 10 secondes avant d’étre
introduit dans la cellule du spectrophotometre. Celle-ci est ensuite incubée dans

I’appareil pendant le temps nécessaire, a la stabilisation de la valeur de 1’absorbance.

11.6.2. Détermination du pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition (I %) est calculé par la relation (11.4) suivante :

I(%) = A—"”;”‘Aé"" x 100 (11.4)

DPPH

Avec:
v" ApppH : Absorbance de la solution de DPPH pur.
v Agch. : Absorbance du DPPH en présence de 1’échantillon.

Le pourcentage d’inhibition 1(%) renseigne uniquement sur la capacité¢ de 1’échantillon

a une concentration donnée, de réduire ou non les radicaux du DPPH.
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Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité anti-oxydante d’un composé,
les résultats sont souvent comparés a ceux d’un antioxydant de référence, tels que
I’acide ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-
toluéne) ou le Trolox® (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique),
dont la structure moléculaire cyclique est similaire & celle de la vitamine E (Molyneux
2004).

11.6.3. Détermination de la concentration inhibitrice I1Cx
La concentration inhibitrice ICsg est la concentration d’un antioxydant, nécessaire pour

provoquer une réduction de 50% de ’absorbance du DPPH dans le milieu réactionnel.

Ce parametre, exprimé en microgrammes d’antioxydant par millilitre de solution, a été
calculé a partir des équations des courbes, donnant I’évolution du pourcentage
d’inhibition I en fonction de la concentration C de 1’échantillon, I = f(C), en posant
| = 50%.

La capacité anti-oxydante d'un composé est d'autant plus élevée que sa valeur d’ICsq est

petite.

11.6.4. Détermination de ’indice d’activité anti-radicalaire

L’indice d’activité anti-radicalaire, IAA, est défini par le rapport (11.5) :

CpPPH
ICs0

I1AA = (11.5)

Avec :

v" Cpppy : Concentration de la solution du DPPH dans la cellule au moment de
I’analyse.
v" 1Csp: Concentration inhibitrice a 50%, toutes deux exprimées en pg/mL
(Scherer et Godoy, 2009).
L’indice d’activité anti-radicalaire est une constante, indépendante des concentrations
du DPPH et de 1’échantillon.

Selon Scherer et Godoy (2009), 1’échantillon présente une faible activité anti-oxydante,
si IAA<O0,5, une activité anti-oxydante modérée, pour des valeurs d’TAA entre 0,5 et 1,
une forte activité anti- oxydante, si 1 < IAA < 2 et une trés forte activité anti-oxydante,

lorsque la valeur d’TAA est supérieure a 2.
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11.6.5. Détermination de I’indice d’efficacité anti-radicalaire
L’indice de I’efficacité anti-radicalaire, IEAR, relie la concentration du DPPH, le temps
tceso et la concentration effective CEsp de I’échantillon selon 1’expression (I1.6)

suivante :

1
CE50 X tCE50

IEAR (g/mg.mn) = (11.6)

Ou CEsp et tceso sont, respectivement, la concentration effective et le temps de la
réaction entre DPPH et I’échantillon, nécessaires pour provoquer une réduction de 50%

des radicaux du DPPH utilisé.

La détermination expérimentale de ces deux grandeurs nécessite de suivre 1’évolution
du pourcentage d’inhibition des radicaux du DPPH, en fonction du temps, jusqu’a
atteindre un palier. Ceci permet 1’estimation du temps d’équilibre, t¢, les valeurs de la
concentration initiale du DPPH, Cpppn, €t la concentration du DPPH a 1’équilibre,
CoppHe sont estimées en se référant a une courbe d’étalonnage, donnant I’évolution de
I’absorbance de la solution du DPPH en fonction de sa concentration. Celle-Ci a été
¢tablie en mesurant I’absorbance a 517 nm de cing solutions de concentrations 5, 10, 20,
30, 40 pg/mL du DPPH dans le méthanol. C’est une droite, passant par 1’origine, dont
I’équation s’écrit : A=0,032.CpppH

Le pourcentage (%) de DPPH résiduel, DPPH s, est calculé, alors, par la relation (11.7)

suivante :

DPPHrés (%) = 2772 « 100 (17)

CppPPH O

Par ailleurs, les données expérimentales permettent de calculer le rapport Rm de la

masse, correspondant a différentes concentrations de 1’échantillon et de la masse du

DPPH.

Méeéch

MbpprrPH

Rm@mg/g) = (11.8)
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La concentration efficace CEsp, exprimée en mg d’extrait par g de DPPH utilisé, est
ensuite déterminée a partir de la courbe, donnant 1’évolution du DPPH ¢ en fonction de
Rm, en posant DPPH s = 50%.

Le temps, tceso, de la réaction entre DPPH et 1’échantillon, nécessaire pour provoquer
une réduction de 50% des radicaux du DPPH utilisé, est estimé a partir de la courbe,

donnant la diminution du pourcentage de DPPH en fonction du temps.

11.7. Analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG) de I’huile
essentielle

Les échantillons d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L., obtenus par

hydrodistillation des échantillons représentatifs de la matiere végétale, avec et sans

prétraitement de celle-ci, ont été analysées, a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer,

dans les conditions opératoires suivantes :

= Colonne capillaire: en silice fondu, de longueur 30m et diametre intérieur
0,32mm ;

= Phase stationnaire : HP5, épaisseur du film 0,25um ;

= Gaz vecteur : hélium ;

= Détecteur : FID ;

= Débit de gaz vecteur : 1 mL/mn ;

=  Température de colonne : 60 a 220°C a raison de 3°C/mn ;

=  Température de I’injecteur : 250°C ;

= Température du détecteur : 250°C ;

= Volume injecté : 1ul ;

= Mode d’injection : split 1/80.

L’identification des constituants des huiles essentielles a été réalisée par comparaison de
leurs indices de rétention a ceux publiés dans la littérature (Site web [3]) et a ceux,
obtenus dans les mémes conditions opératoires, rapportés par un travail antérieur
(Charchari et al. 2010), relatif a l'analyse par CG-SM de I’huile essentielle de

Rosmarinus officinalis L.
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A cet effet, un mélange, constitué de n-alcanes, contenant 9 a 22 atomes de carbone, a
été analysé dans les mémes conditions opératoires. Les indices de rétention ont été

calculés par la formule suivante (Van den Dool H., Kratz P. D., 1963) :

I=100n+ 100" (11.9)

thi1—tn

Ou: tj, t,, ty+1 SoNt les temps de rétention des constituants i, n et n+1, respectivement,
avec i : constituant a identifier; n: alcane €lué avant le constituant i; n + 1: alcane élué

apres le constituant i.

11.8. Réactifs utilisés

- Tensioactif non ionique Tween 20 (Sigma Aldrich)
- Méthanol (99,7%, Sigma Aldrich)

- Réactif de Folin-Denis (Merck)

- Acide gallique (99,5%, Sigma)

- Acide ascorbique (PA, Panreac)

- 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle ou DPPH (Aldrich)
- Carbonate de sodium (99%, Rectapur)

- Xyléne (Fluka)
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I11.1. Influence du prétraitement de la matiére vegétale sur le
rendement en extrait sec des extraits aqueux et des eaux de distillation
du Rosmarinus officinalis L.

Les rendements en extrait sec, Rgs, des extraits aqueux et des eaux de distillation, sont

regroupés dans le Tableau III.1 suivant.

Tableau III. 1 : Rendement en extrait sec, en %, des extraits aqueux et des eaux de
distillation du Rosmarinus officinalis L., sans et avec prétraitement de la plante

) Rendement en extrait sec Res, %
Prétraitement - ——
Extraction Hydrodistillation
Sans 14,00 24,97
Macération dans le tensioactif 20,83 30,14

L’examen des valeurs du Tableau III.1, nous permet de formuler les remarques

suivantes :

v Pour les deux procédés, on constate une nette augmentation des rendements en
extrait sec, obtenus en présence de tensioactif. Cette augmentation pourrait étre

attribuée aux propriétés solubilisantes et de miscellisation du tensioactif.

v’ Les rendements en extrait sec des eaux de distillation sont supérieurs a ceux des
extraits aqueux, obtenus par extraction solide-liquide. Etant donné que
I’hydrodistillation s’effectue a 100°C, alors que 1’extraction solide-liquide a été
réalisée a 80°C, il serait permis de penser que les produits hydrosolubles
récupérés ne seraient pas thermodégradables et que leur solubilité augmente en

augmentant la température.
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111.2. Influence du prétraitement de la matiére végeétale sur la teneur
en composeés phénoliques des extraits aqueux et des eaux de distillation
du Rosmarinus officinalis L.

Lors de I’extraction des antioxydants hydrosolubles du romarin, nous avons mesuré le
pH des différents extraits aqueux et des eaux de distillation obtenus. Les valeurs de pH
enregistrées varient entre 6,24 et 6,42, pour les extraits, obtenus par extraction solide-
liquide, et entre 5,59 et 5,76, pour les eaux de distillation. Ces valeurs de pH signifiant
la présence des composés a caractére acide, en I’occurrence, des acides carboxyliques,
et/ou des composés phénoliques hydrosolubles, nous ont suggéré a effectuer un test
avec le réactif de Folin-Denis. Ce dernier s’est avérant positif, nous avons appliqué la
méthode de Folin-Denis pour le dosage des composés phénoliques, en utilisant I’acide
gallique comme standard. La courbe d’étalonnage, donnant 1’évolution de I’absorbance,
A, en fonction des concentrations, Cag, des solutions aqueuses d’acide gallique, allant

de 0,01 a 0,08 mg/mL, est une droite, passant par 1’origine, de pente égale a 0,7106 et

de coefficient de corrélation R2=0,9996 :

A=07106.Csc (IIL.1)

Les résultats des dosages de I’ensemble d’échantillons, exprimés en milligrammes
équivalent d’acide gallique (EAG) par gramme de matiére seche (mg EAG/g M;) sont

réunis dans le Tableau I11.2 suivant.

Tableau III. 2 : Teneur en composes phénoliques des extraits aqueux et des eaux de
distillation du Rosmarinus officinalis L., sans et avec prétraitement de la plante

Teneur en composés phénoliques,
Prétraitement mg EAG /g Ms
Extraction Hydrodistillation
Sans 35,96 70,67
Macération dans le tensioactif 26,55 56,87

L’examen des valeurs du Tableau II1.2, suscite les remarques suivantes :

v La teneur en composés phénoliques dans les eaux de distillation représente pres
du double de celle des extraits aqueux obtenus par extraction solide-liquide. Ceci

pourrait étre attribué, a notre avis, au fait qu’a la température de

27
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I’hydrodistillation de 100°C, la solubilité¢ des composés phénoliques dans 1’eau
sont favorisées. En outre, ces résultats témoignent de la stabilité a la température

de 100°C de ces composes.

v' La teneur en composés phénoliques dans les échantillons, obtenus aprés une
macération en présence de tensioactif, est inférieure a celle dans les échantillons,
obtenus en absence de tensioactif. Ceci est probablement dii au fait, qu’en
présence de tensioactif, la teneur en extrait sec dans les extraits aqueux et dans
les eaux de distillation augmente, suite a la solubilisation et la micellisation des
constituants de la plante, autres que les composés phénoliques et, par
conséquent, la teneur de ces derniers devient inférieure a celle obtenue en

absence de tensioactif.

111.3. Evaluation des propriétés antioxydantes des extraits aqueux et
des eaux de distillation du Rosmarinus officinalis L.
Nous avons procédé a I’évaluation de la capacité de piégeage du radical libre DPPH, de

I’ensemble des échantillons des extraits aqueux et des eaux de distillation récupérés.

111.3.1. Détermination de la concentration 1Csq

Afin de déterminer la concentration, en pug/mL, des extraits aqueux et des eaux de
distillation, nécessaires a la diminution de ’absorbance du DPPH de 50%, nous avons
préparé des solutions aqueuses des échantillons des extraits aqueux et des eaux de
distillation, de concentrations 10, 20, 30, 40 et 50 pg/mL. Les mesures de 1’absorbance
de la solution méthanolique du DPPH pur et en présence de 1’échantillon a tester ont été
effectuées pendant le temps nécessaire a la stabilisation de la valeur de 1’absorbance.
Nous avons calculé les pourcentages d’inhibition I, %, correspondant aux différentes
concentrations. Ces données expérimentales nous ont permis de tracer les courbes,
donnant I’évolution de 1’absorbance, A, du DPPH et du pourcentage d’inhibition, I, en
fonction de la concentration de 1’échantillon. A titre d’exemple, la Figure 111.1 présente
I’allure générale des courbes A = f(C) et | = f(C), obtenues pour chacun des échantillons
des extraits aqueux et des eaux de distillation, ou C est la concentration de 1’échantillon

a tester au moment de la mesure.
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Figure I11. 1 : Evolution de 1’absorbance du DPPH et du pourcentage d’inhibition, en
fonction de la concentration de 1‘échantillon testé

Les valeurs des concentrations ICsy des échantillons testés ont été déterminées, a partir

des courbes I = f(C), en posant | = 50 %.

Nous avons déterminé les valeurs du pourcentage d’inhibition, I, des échantillons testés,
pour deux concentrations: 10 et 40 pug/mL. Elles sont réunies dans le Tableau II1.3

suivant :

Tableau III. 3 : Valeurs des pourcentages d’inhibition pour des concentrations
différentes des échantillons des extraits aqueux et des eaux de distillation de
Rosmarinus officinalis L.

Procédé Extraction Hydrodistillation

Prétraitement
10pg/mL 40ug/mL 10pg/mL 40ug/mL

Sans 69,92 85,90 70,10 89,51
Macération dans tensioactif 61,98 94,50 65,80 94,65
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Ces résultats montrent que le pourcentage d’inhibition dépend de la concentration des

échantillons et certainement de leur composition.

111.3.2. Détermination de I’indice d’activité antiradicalaire

La détermination de I’indice d’activité anti-radicalaire (IAA) nécessite 1’estimation de la
concentration finale de la solution du DPPH dans la cellule, au moment de la mesure de
I’absorbance. A cet effet, nous avons eu recours a la courbe d’étalonnage, donnant
I’évolution de I’absorbance, A, des solutions méthanoliques du DPPH, en fonction de sa
concentration, Cpppy. Dans le domaine des concentrations allant de 5 a 40 ug/mL, la
courbe d’étalonnage est une droite, passant par I’origine, de pente, égale a 0,032 et de

coefficient de corrélation R2=1.

A =0032.C prrr (11.2)
CpppH est la concentration massique du DPPH exprimée en pg/mL.

Les indices d’activité anti-radicalaire de I’ensemble des échantillons des extraits aqueux
et des eaux de distillation, calculés par le rapport de cette concentration et la
concentration ICs, déterminée précédemment, sont rapportés dans le Tableau I11.4 ci-

apres.

Tableau III. 4 : Valeurs des ICsg et des indices d’activité antiradicalaire, IAA, des
échantillons des extraits aqueux et des eaux de distillation de Rosmarinus officinalis L.

Procedé Extraction Hydrodistillation
Prétraitement ICso IAA o IAA
Sans 3,59 4,37 3,57 4,38
Macération dans le tensioactif 4,03 3,80 3,80 4,11

Nous constatons que :

v' L’ensemble des échantillons des extraits aqueux et des eaux de distillation
présentent une trés forte activité anti-oxydante, car leurs indices 1AA sont

nettement supérieurs a 2 (Scherer et Godoy, 2009).
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v" Quel que soit le prétraitement de la matiére végétale, les indices d’activité
anti-radicalaire des échantillons des eaux de distillation sont supérieurs a ceux

des extraits aqueux, obtenus par extraction solide-liquide.

v Si les indices d’activité anti-radicalaire des échantillons des extraits aqueux et
des eaux de distillation, obtenus a partir de la plante non prétraitée, sont
pratiquement identiques, ceux des échantillons, obtenus par hydrodistillation de

la matiére végétale, ayant subi un prétraitement, sont plus élevés.

v Les concentrations inhibitrices 1Csy des échantillons des extraits aqueux et des
eaux de distillation, issus de la matiere végétale macérée dans une solution
aqueuse de tensioactif, sont les plus élevées et, par consequent, leurs indices

d’activité anti-radicalaire, les plus faibles.

A ce stade de 1’étude, nous pouvons avancer I’hypothése que la composition chimique
de ces échantillons est tres différente des autres, du point de vue qualitatif. En effet,
I’analyse par HPLC des eaux de distillation récupérées lors de I’hydrodistillation du
romarin, sans et avec un prétraitement en présence de tensioactif, a montré des profils
chromatographiques tres différents (Bounoua et Boumahdi, 2013), suggérant une

composition différente et, par conséquent, une activité anti-radicalaire différente.

111.3.3. Détermination de I’indice d’efficacité anti-radicalaire

Les concentrations effectives CEsg, les temps tceso de la réaction entre DPPH et
I’échantillon, nécessaires pour provoquer une réduction de 50% des radicaux du DPPH
utilisé, et les indices d’efficacité anti-radicalaire, IEAR, de I’ensemble des échantillons
des extraits aqueux et des eaux de distillation, calculés par la procédure décrite dans le

paragraphe 11.6.5. du chapitre 1, sont regroupés dans le Tableau I11.5 suivant. .

Tableau IIL 5 : Valeurs des CEsy, tces et IEAR. 107 des échantillons des extraits
aqueux et des eaux de distillation de Rosmarinus officinalis L.

Procédé Extraction Hydrodistillation
Prétraitement CEs teeso | IEAR. 107 CEs teeso IEAR.107
mg /g pppH mn g/mg.mn mg /gpppy | MN g/mg.mn
Sans 228,9 11,5 0,380 228,2 11,4 0,384
Macération dans tensioactif 263,2 8,1 0,471 243,2 8,4 0,492
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Nous observons que :

v' L’ensemble des échantillons des eaux de distillation, avec et sans prétraitement
de la matiere végétale, possédent des indices d’efficacité¢ anti-radicalaire
supérieurs a ceux des extraits aqueux. Ceci pourrait étre attribué, a notre avis, au
fait qu’a la température de 1’hydrodistillation de 100°C, la solubilit¢ des

composés phénoliques dans 1’eau sont favorisées.

v' Les valeurs de CEsy, tceso et, par conséquent, des indices d’efficacité
anti-radicalaire IEAR des échantillons obtenus par les deux procédés a partir de
la plante non preétraitée, sont tres proches, ce qui laisse supposer que leur

composition chimique est similaire.

v’ Les extraits aqueux et les eaux de distillation, obtenus a partir des échantillons
de matiére végétale, macérée dans une solution aqueuse de tensioactif, possedent

les indices d’efficacité anti-radicalaire les plus élevés.

Rappelons que I’indice d’efficacité anti-radicalaire tient compte, aussi bien de la
concentration en antioxydants, que du temps de la réaction entre I’antioxydant et le
radical DPPH. Or, nous remarquons que les concentrations CEsy des échantillons,
récupéres de la plante macérée dans une solution aqueuse de tensioactif, sont les plus
élevées, 263,2 et 243,2 mg /g DPPH, respectivement. Ce résultat est en accord avec les
valeurs élevées des concentrations inhibitrices ICsg de ces échantillons, déterminées

précedemment (Tableau I11.3).

En méme temps, ces échantillons réagissaient plus rapidement avec les radicaux du
DPPH, leurs valeurs de tceso étant de 1’ordre de 8 minutes, contre 11 minutes, pour les

échantillons récupérés de la plante non traitée au préalable.

Ces constatations suggeérent des différences de la composition chimique des
échantillons. En effet, la micellisation peut étre a 1’origine de ce fait. Cette derniére est
I'une des plus importantes propriétés des agrégats micellaires est leur capacité a
solubiliser des substances de natures différentes (Mackay, 1987). A 1’échelle
moléculaire, la solubilisation consiste en une dissolution spontanée d’une substance
(solubilisat) grace a des interactions réversibles (électrostatiques, hydrophobes et/ou

liaisons hydrogéne) avec les micelles d’un tensioactif, présent dans un solvant, afin de
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former une solution isotrope, thermodynamiquement stable. Les solutions micellaires
permettent, donc, d’agir sur la distribution des solubilisats dans un systeme liquide, car
elles permettent, de plus, la concentration, la compartimentation et la localisation de ces

substances, comme le montre la Figure 111.2 suivante.
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Figure 111. 2 : Localisation des solubilisats dans la micelle
(Mackay, 1987; Bognolo 1997; Rosen, Dahanayake, 2000; Maniasso, 2001)

Sur cette figure les lettres designent, respectivement :

(A) Pl’adsorption a la surface des micelles peut se produire avec des solubilisats
(métalliques ou organiques) dans les micelles ioniques ou mixtes ; (B) les solubilisats,
comme le phénol, sont incorporés, généralement, par des liaisons hydrogéne, entre les
chaines d’oxyde d’éthyléne des tensioactifs polyéthoxylés ; (C) certains solubilisats,
comme le benzéne, sont incorporés dans la "palissade”, entre les parties hydrophile et
hydrophobe; (D) enfin, les solubilisats non polaires, tels, les hydrocarbures aliphatiques

sont incorporés dans le cceur des micelles.

La compartimentation et la localisation dans les micelles des substances de différentes
structures et polarite se traduit par une sélectivité vis-a-vis certains composés et pourrait

étre a I’origine d’une composition chimique différente.

I11.4. Influence du prétraitement de la matiére vegétale sur le
rendement en huile essentielle du Rosmarinus officinalis L.

Les rendements en huile essentielle ont été¢ déterminés lors de 1’hydrodistillation de
Rosmarinus officinalis L., avec et sans prétraitement de la matiere végétale. Le Tableau

111.6 suivant réunit les résultats obtenus.
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Tableau III. 6 : Rendement en huile essentielle, Ry en %, obtenus lors de
I’hydrodistillation de Rosmarinus officinalis L.

Prétraitement de la Macération dans le
N - Sans . .
matiére végétale tensioactif
Rue, % 1,19 1,82

A la lumiere de ces résultats, nous pouvons conclure que le rendement en huile, obtenu
en présence de tensioactif, est nettement supérieur a celui, obtenu sans tensioactif. Ceci
pourrait s’expliquer, d’une part, par la solubilisation sélective des cires épicuticulaires et
des membranes cellulaires par le tensioactif, créant ainsi des ouvertures, ce qui a pour
conséquence I’amélioration des échanges de matiére, en I’occurrence, la pénétration de
I’eau dans les trichomes et la diffusion de I’huile essentielle vers la surface du végétal.
D'autre part, la micellisation de I’huile essentielle par le tensioactif, due a I’orientation
de ses molécules amphiphiles, avec leur partie hydrophobe vers I’huile essentielle et
leur partie hydrophile vers 1’eau, facilite son hydrodiffusion vers les interfaces solide-

liquide, puis liquide-vapeur, d’ou I’huile est entrainée par le flux de vapeur.

I11.5. Evaluation du potentiel antioxydant de I’huile essentielle du
Rosmarinus officinalis L.

Nous avons procédé a I’évaluation de la concentration inhibitrice 1Csy, des indices

d’activité anti-oxydante, IAA, et d’efficacité anti-radicalaire, IEAR, des huiles

essentielles, par la méthode du DPPH. A cet effet, des solutions méthanoliques des

huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L., obtenues par hydrodistillation, sans et

avec pretraitement de la matiére vegétale, ont été testées.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau I11.7 suivant :
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Tableau III. 7 : Valeurs des ICsp IAA, CEsp, tceso et IEAR des huiles essentielles
obtenues par hydrodistillation de Rosmarinus officinalis L., sans et avec prétraitement
de la matiére végétale

Grandeur
1Csp IAA CEs teeso IEAR.103
Prétraitement pg/mL mg HE/g DPPH mn gDPPH/mgHE.mn
Sans 13,25 | 1,18 848,0 2,65 0,445
Macération dans le tensioactif | 14,73 | 1,06 943,0 3,94 0,154

En examinant les valeurs de I’indice d’activité anti-radicalaire, IAA, on constate
qu’elles sont supérieures a 1 et selon Scherer et Godoy (2009) ces huiles présentent une

forte activité antiradicalaire.

L’huile essentielle extraite de la plante macérée dans une solution aqueuse de tensioactif
possede I’indice d’activité anti-radicalaire et 1’indice IEAR plus faibles. On observe,
pour I’huile extraite de la plante non traitée, que la valeur élevee de I’indice IEAR est

due a la concentration CEsg et au temps tceso plus faibles.

Comme pour les extraits aqueux et les eaux de distillation, nous soupgconnons des
différences dans la composition chimique des huiles essentielles, en particulier,

concernant la classe des composés phénoliques présents.

I11.6 Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase
gazeuse (CPG)

Les huiles essentielles, obtenues par hydrodistillation des échantillons de la matiere
végétale avec et sans prétraitement, ont été analysés par CPG. Les profils
chromatographiques se sont revélés similaires. Un chromatogramme type est présenté a

la Figure 111.3 suivante.
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Figure I1l. 3 : Chromatogramme type de 1’huile essentielle du R. officinalis L.

Les 48 composes identifiés dans ces échantillons représentent 98,5 % de I’huile
essentielle. Dans le Tableau 111.8 sont réunies les teneurs relatives des constituants
majoritaires des huiles essentielles, obtenues sans et avec prétraitement de la matiere
végétale.

Tableau III. 8 : Teneurs relatives, en %, des constituants majoritaires des huiles
essentielles de Rosmarinus officinalis L. obtenues avec et sans prétraitement de la

matiére vegétale

Prétraitement Sans Avec tensioactif

Composés

a-pinéne 49,88 38,43
camphre 11,88 9,97
camphene 7,68 6,58
p-cymene 4,16 5,12
bornéol 3,04 3,31
verbénone 2,84 4,83
sabinéné 2,61 1,83
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On note que l’o-pinene et le camphre sont les constituants majoritaires dans les
échantillons analysés.
Nous avons regroupé et présenté, dans le Tableau I111.9, les composés identifiés dans les

échantillons d’huile essentielle, selon leur appartenance a une classe chimique.

Tableau IIL. 9 : Teneurs relatives, %, des classes chimiques des composés présents
dans les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. obtenues avec et sans
prétraitement de la matiére végeétale

Prétraitement
Classes chimiques sans tensioactif
Hydrocarbures 66, 95 55,17
Monoterpénes oxygénés 26,15 27,41
Total alcools 6,23 13,93
octen-3-ol 0,95 1,03
linalol 0,33 3,80
bornéol 3,10 3,40
terpinen-4-ol 1,40 1,70
isobornéol 0,13 3,20
E-carvéol 0,02 0,60
Z-carvéol 0,30 0,20
Composeés phénoliques 0,08 0,04
thymol 0,01 -
carvacrol - 0,01
méthyl-eugénol 0,07 -
4-hydroxy-2-methyl-acetophenone - 0,03

L’examen du tableau suscite plusieurs remarques:

v Nous constatons le caractére monoterpénique 1’huile essentielle du Rosmarinus
officinalis L., les monoterpénes étant présents entre 55,17%, pour I’huile
obtenue de I’échantillon de la plante, ayant subi un prétraitement avec une

solution aqueuse de tensioactif et 66,95% pour 1’huile obtenue de 1’échantillon

37
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de la plante non traitée au préalable. Cette différence de la teneur en
hydrocarbures monoterpéniques des huiles extraites avec et sans tensioactif a été
déja rapportée par des travaux antérieurs (Abdelli, 2010 ; Rougou, 2012) et
attribuée au pouvoir mouillant, solubilisant et émulsifiant du tensioactif.

v On observe que les teneurs en monoterpenes oxygénés, en particulier celles des
alcools, sont plus élevées dans I’huile obtenue de la plante, ayant subi un

prétraitement.

v On note que les composés phénoliques se trouvent en trés faible proportion dans
les huiles analysées et que des différences de composition apparaissent, aussi

bien sur le plan qualitatif que quantitatif.

Les composes phénoliques identifiés dans les huiles essentielles sont des dérivés de
I’acide benzoique, tels, le thymol, le carvacrol et de I’acide cinnamique, le méthyl-

eugenol.

Thymol Carvacrol Méthyl- eugénol

Le thymol et le carvacrol sont signalés comme étant les composeés les plus actifs, car
leur structure phénolique, en particulier, leur capacité de libérer les hydrogenes du
groupement hydroxyle, leur procure des propriétés oxydo-réductrices et, de ce fait, ils
peuvent inhiber les radicaux libres (Braga et al., 2006). Par contre, le méthyl-eugéenol

est inactif, car il n’a pas des atomes d’hydrogéne mobiles.
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La teneur, méme trés faible, et le potentiel antioxydant des composés phénoliques
présents dans les huiles essentielles expliqueraient les valeurs de leurs indices

d’efficacité anti-radicalaire, déterminés précédemment.

Aussi, la présence du thymol dans I’huile obtenue de la plante non prétraite et du
carvacrol, dans I’huile récupérée de la plante macérée dans la solution aqueuse de

tensioactif, serait a I’origine des faibles valeurs du temps de réaction tcgsp.
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Cette étude traite de la récupération des antioxydants hydrosolubles du Rosmarinus
officinalis L. par extraction solide-liquide en charge dispersée et a partir des eaux de
distillation, obtenues lors de I’extraction de I’huile essentielle de la plante par

hydrodistillation.

Les essais d’extraction solide-liquide et d’hydrodistillation ont été réalisés, en utilisant
différents échantillons de matiere végétale : des échantillons sans aucun prétraitement,
et des échantillons, ayant subi une macération dans une solution aqueuse de tensioactif

non ionique de concentration 0,5%, pendant 24 heures.

L’étude de I’influence du prétraitement de la matiére végétale sur le rendement en
extrait sec a montré que ce dernier est le plus élevé dans les eaux, issues de
I’hydrodistillation de la matiére végétale, ayant subi un prétraitement par le tensioactif.

Ce fait a eté attribué aux propriétés solubilisantes et de miscellisation du tensioactif.

Le dosage, par la méthode de Folin-Denis, a permis de constater que la teneur en
composés phénoliques est plus élevée dans les eaux de distillation. En effet, la solubilité
des composés phénoliques dans 1’eau sont favorisées a la température de 100°C de
I’hydrodistillation. En outre, ces résultats témoignent de la stabilité a cette température

des composés phénoliques hydrosolubles du Rosmarinus officinalis L.

Le potentiel antioxydant des échantillons des extraits aqueux et des eaux de distillation
évalué a travers la concentration inhibitrice 1Csg et I’indice d’activité antiradicalaire. Ce
dernier s’est avéré tres élevé, supérieur a 2 et permet de conclure que les antioxydants
hydrosolubles du Rosmarinus officinalis L. présentent une tres forte activité

antiradicalaire.

Les valeurs différentes des concentrations efficaces CEsg, des temps tceso de la réaction
entre DPPH et 1’échantillon, nécessaires pour provoquer une réduction de 50% des
radicaux du DPPH, et, par conséquent, des indices d’efficacité antiradicalaire, IEAR,
ont permis d’envisager des différences de la composition chimique des échantillons des

extraits aqueux et des eaux de distillation étudiés.

Quant au rendement en huile essentielle, il s’est révélé le plus important, lors de

I’hydrodistillation de 1’échantillon de la matiere végétale macéré dans une solution de
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tensioactif. En effet, la solubilisation sélective, par le tensioactif, des membranes
cellulaires, favorisant les échanges de matiére, et d’autre part, la micellisation de I’huile

essentielle, facilitant son hydrodiffusion, pourraient étre a 1’origine de ceci.

Les valeurs de I’indice d’activité anti-radicalaire, IAA, des huiles essentielles, obtenues
des echantillons de la plante, avec et sans traitement, préalable a I’hydrodistillation, ont
permis de constater qu’elles sont supérieures a 1 et de conclure que ces huiles présentent

une forte activité antiradicalaire.

Comme pour les extraits aqueux et les eaux de distillation, les différentes valeurs de
CEso, tceso et de I'TEAR, ont suggéré des différences dans la composition chimique des
huiles essentielles, qui ont été confirmées par les résultats de leur analyse par

chromatographie en phase gazeuse.

Les résultats de cette étude ont mis en évidence les avantages du procédé de
I’hydrodistillation, par rapport a I’extraction solide-liquide, pour la récupération des
antioxydants hydrosolubles du Rosmarinus officinalis L. Ils nous permettent, par
ailleurs, de préconiser la macération de la matiére végétale dans une solution aqueuse de
tensioactif, en vue d’obtenir un rendement ¢€levé en 1’huile essentielle, la récupération
des antioxydants hydrosolubles des eaux de distillation, doués d’une forte activité
antiradicalaire, permettrait la valorisation de ce sous produit de I’extraction, par

hydrodistillation, de 1’huile essentielle du Rosmarinus officinalis L.
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