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Huile essentielle de Salvia officinalis L. : extraction a I’échelle semi-pilote, composition,

propriétés physiques et antimicrobiennes.

Résume :

Ce travail porte sur I’extraction de 1’huile essentielle de Salvia officinalis L. provenant
de trois lots différents par entrainement a la vapeur d’eau a I’échelle semi-pilote. L’ influence
sur le rendement et la cinétique de I’extraction de I’huile, du débit spécifique, de durée et
mode de séchage de la matiére végétale a été mise en évidence. L’influence de la température
des eaux de distillation dans le décanteur a été étudiée.

L’observation au microscope photonique des coupes de la tige et de la feuille du végétale a
permis de confirmer le caractere exogene de la structure sécrétrice et de soupconner la
présence des poches endogeénes. L’analyse par CG-SM, a permis |’identification de la
majorité des composes contenant les huiles essentielles.

Quelques propriétés physiques des huiles et leurs activités antimicrobiennes ont été évaluées.

Mots clés : huile essentielle, salvia officinalis L., entrainement a la vapeur d’eau, structure
sécretrice, chemotype, activité antimicrobienne.

The essential oil of salvia officinalis L., extraction on the scale semi-pilot, composition,
physical and antimicrobial properties.

Summary:
This work concerns the extraction of the essential oil of salvia officinalis L. from three
different locations with steam distillation on the scale semi-pilot. The influence of the specific
flow and the mode and the durée of drying of the vegetal matter on the yield and the kinetics
of extraction were highlighted. The impact of the temperature of water of distillation in the
decanter, on the oil yields: primary and secondary were studied. The observation under the
photonic microscope of cuts of stems and leaves of the plant has enabled us to confirm the
exogenous character of the secreting structure and to suspect the presence of the endogenous
cavities. The analysis by CG-MS, allowed the identification of the majority party of the
essential oils compound. Some physical properties of oil ant its antimicrobial activity were
evaluated.

Key words: essential oil, salvia officinalis L., steam distillation, secrotery structure,
chemotype, activity antimicrobial.
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Liste des abréviations

d: diameétre de la zone d’inhibition.
k: Le critére de Student.

Mue : Masse de ’huile essentielle (g)
n: Nombre d’essais répétitifs.

tr : Temps de rétention.

t : Temps d’extraction.

y : La moyenne arithmétique des résultats des essais répétitifs.

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
A.T.C.C : Américan Typing Culture Collection.
BHA : Butyl hydroxy anisol.

BHT : Butyl hydroxy toluéne.

CG : Chromatographie en phase gazeuse.

D : Débit de vapeur d’eau (ml/mn).

Dsp : Débit spécifique de vapeur d’eau (g/g.mn).
H : Taux d’humidité (%).

HE : Huile Essentielle .

M : Masse de la matiére végétale (g).

P.C : Prélevement Clinique.

R : Rendement en huile essentielle (%)

Sq: La déviation standard.

SM : Spectroscopie de masse.

T : Température du distillat (°C).

Yi : Les résultats des essais répétitifs.

np2?: Indice de réfraction.
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Utilisées depuis I’antiquité pour leurs vertus médicinales et pour leur parfum, les
huiles essentielles trouvent, de nos jours des applications diverses dans les industries
pharmaceutique, agroalimentaire, des cosmétiques et des parfums.

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a 1’extraction de I’huile essentielle de
Salvia officinalis L. provenant de trois lots différents par entrainement a la vapeur d’cau a
I’échelle semi—pilote, a I’é¢tude de leurs composition chimique, a la détermination de leurs
propriétés physiques et a 1’évaluation de leurs activités antimicrobiennes.

Dans le premier chapitre de ce travail est présentée la matiere végétale, objet de cette
étude et les résultats des observations microscopiques, effectuées sur les différents organes de
la plante et de leurs coupes, afin d’élucider sa structure sécrétrice.

Le second chapitre est une revue bibliographique relative aux huiles essentielles, a
I’huile de Salvia officinalis L. et aux travaux anterieurs, la concernant.

Aprés une bréve description du procédé d’extraction par entrainement a la vapeur
d’eau, dans le chapitre III, sont présentés I’installation semi-pilote et les résultats des essais
effectués, afin de déterminer I’influence sur le rendement en huile des parameétres liés aussi
bien au procédé, en I’occurrence, le débit spécifique, la température du distillat dans le
décanteur, qu’a 1’état de la matiere végétale, fraiche, séchée a I’ombre et au soleil. L’impact
de certains de ces paramétres sur la cinétique d’extraction est étudié et une tentative
d’interprétation des étapes cinétiques observées, en relation avec la structure sécrétrice de la
plante, est proposée.

Enfin, le dernier chapitre de cette recherche est consacré a I’élucidation de la
composition chimique des huiles essentielles par CG-SM., a la détermination de leurs
propriétés organoleptiques et physiques, telles que la densité, I’indice de réfraction, et a

I’évaluation de D’activité antimicrobienne de ’huile vis-a-vis de 16 souches bactériennes.
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Chapitre | :
La matiere
vegétale
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1.1 Description

La sauge est une plante aromatique de la famille Lamiacées, qui comprend plus de 700
especes, réparties dans le bassin méditerranéen, le Sud de I’Europe, 1’Asie Mineure,
I’ Amérique centrale et du Sud [1]. Parmi les différentes espéces de sauge on peut citer :
Salvia aegyptiaca L, Salvia aethiopis L., la sauge d'Ethiopie, Salvia Africana L. Salvia
albocaerulea Linden , Salvia algeriensis Desf. Salvia amarissima Ortega, Salvia
amplexicaulis Lam. Salvia apiana Jeps. Salvia argentea L. Salvia aurea L. Salvia austriaca
Jacqg. Salvia axillaris Moc. & Sessé ex Benth. Salvia azurea Lam. Salvia bertolonii Vis.
Salvia biflora Ruiz & Pav. Salvia bowleyana Dunn. Salvia broussonetii Benth. Salvia
buchananii Hedge. Salvia bulleyana Diels. Salvia campanulata Wall ex Benth. Salvia
canariensis L. Salvia officinalis L. [2].

La figure 1 présente une vue d’ensemble de Salvia officinalis L., objet de cette étude.

Figure I .1. Vue d’ensemble de Salvia officinalis L. [3].
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Salvia officinalis L., est un sous-arbrisseau atteignant 70 cm d’hauteur, vivace, trés
ramifié, devenant ligneux & sa partie basale, dont les tiges forment des rameaux
quadrangulaires dressés et velus [4].

Les feuilles, épaisses, oblongues, de couleur gris-vert, en raison d’une pubescence
cotonneuse sur la face inférieure, ont une odeur caractéristique. Chaque année, les rameaux se
desséchent, laissant les inférieurs persistants. Le limbe est souvent auriculé a la base [4].

Les fleurs d’envions 2 cm de long, de couleur bleu rose lilas, visibles de mai a aofit,
sont grandes, groupées a la base des feuilles supérieures et I’ensemble forme de grandes épis.
La corolle est tubuleuse, garnie a la base d’un anncau de poils, et la lévre supérieure est
presque droite [4].

La racine de la sauge est brunatre et fibreuse. Son odeur est fortement balsamique, de saveur

aromatique chaude, amere et astringente [4].

1.2 Historique

Pendant tout le Moyen Age, elle entre obligatoirement dans la composition
des préparations aux noms évocateurs qui tiennent la vedette en pharmacopée : eau
d’arquebuse, eau céleste; eau impériale, etc. et un axiome proclame : «Pourquoi
mourrait-on lorsqu’on cultive la Sauge, si ce n’est qu’aucune plante des jardins n’est assez
forte contre la mort » [5]. Plus tard encore, les traités médicaux lui accordent une place
considérable. On y lit des phrases comme celles-ci : «Le désir de la sauge est de rendre
I’homme immortel», «Elle a tant de vertus qu’elle passe dans 1’esprit de plusieurs pour une
plante universelle et propre a tous maux» ; et certains d’entre eux publient cette recette de la
derniére chance : «Lorsqu’un bébé, abandonné du médecin, est perdu et que personne ne
comprend la maladie qui va I’emporter, préparer une décoction de sauge et la lui faire
prendre par petites cuillerées toutes les 5 minutes ; on assistera a la résurrection de
I’enfant.». Enfin, plus prés de nous, I’abbé Kneipp fait cette recommandation : «Aucun

propriétaire de jardins n’oubliera, en le cultivant, d’y planter un pied de sauge...» [5].

1.3 Culture et récolte

Commune en Europe, plus spécialement dans les régions méridionales, la sauge
aime les terres chaudes, légeéres, rocailleuses. Malgré ses poils laineux, elle craint les
gelées. Sa multiplication s'effectue par semis au début du printemps et repiquage deux mois

plus tard, puis replantation définitive a l'automne. On peut également en faire des boutures
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ou diviser les touffes. La recolte des feuilles se fait au printemps et a l'automne,
plusieurs coupes peuvent étre réalisées [5].

La sauge demande un sol sablonneux ou graveleux, qui s’égoutte bien, neutre ou
legérement alcalin et une exposition ensoleillée ou semi ombragée. La premiere année, on
pince les pointes a quelques reprises, afin de favoriser la croissance de rameaux secondaires.
Les années subséquentes, il faut les rabattre de moitié, tard au printemps ou au début de I’été.
La récolte des feuilles se fait du printemps a I’automne, aussi fréquemment qu’on le désire,
toujours par temps sec pour effectuer un séchage a 1’ombre rapide. Dans les régions tres
froides, les plantes doivent étre protégées a 1’aide d’un paillis. La plante fleurira a compter de

la seconde année. Il faut renouveler la plantation tous les quatre ou cing ans [1].

I.4. Principaux constituants

La cellule végétale est le siege de la biosynthese des composés fondamentaux de la
maticre vivante que sont les protéines, les lipides, les sucres... Elle est capable de coordonner
les multiples réactions enzymatiques, conduisant a la production d’huiles essentielles.
Certaines cellules prennent en charge ces biosyntheses et également le stockage des
métabolites formés. Il s’agit 1a de tout un ensemble de réactions biochimiques participant a la
vie des plantes : respiration, photosyntheése, etc...[6].

La composition d’une portion de sauge, correspondant a 20 g de sauge moulue dans 15
ml d’eau, publiée dans le fichier canadien sur les éléments nutritifs [1], est donnée dans le
tableau 1.1 suivant :

Tableau 1.1 : Eléments nutritifs de la sauge.

Protéines 029
Glucides 129
Lipides 03¢
Fibres alimentaires 08¢

Par ailleurs, la sauge contient aussi :
= 1a2,5 % d’huile essentielle, généralement située dans les feuilles de la sauge.
Sa composition varie en fonction de différents chemotypes, selon la teneur des
constituants majoritaires ;

= 22 6% de tanins, avec comme constituant majeur 1’acide rosmarinique ;
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= Des diterpenes, tels le carnosol, ou picrosalvine, formé a partir de 1’acide
carnosolique lors du séchage et du stockage, le rosmanol, 1’isorosmanol, le
safficinolide etc ....

* 1 a3% de flavonoides, ce sont des dérivés de la lutéoline et de I’apigénine, ainsi
que desglycosylfavones comme le caféyl-apiosylglucoside etc... ils sont
considérés comme responsables des propriétés antioxydantes des feuilles de
sauge [4].

1.5. Usages et effets biologiques de la sauge
1.5. 1. Usages dans le domaine pharmaceutique, culinaire, et cosmétologique

Connue depuis 1’antiquité égyptienne, la sauge est restée célébre a travers les siecles :
c’est ’herba sacra des latins. Elle fut appréciée par Dioscoride, puis par Galien, pour ses
vertus emmeénagogues et toniques. Véritable panacée au Moyen age, la sauge fut protégee par
les Capitulaires de Charlemagne e jouissait de ses multiples propriétés : stimulante, digestive,
antispasmodique, tonique, emménagogue, antihémorragique, antidiarrhéique, antisudorale...
la drogue est employée de nos jours comme antiphlogistique, dans les inflammations buccales
et pharyngées, dans les gingivites, les stomatites, sous forme de gargarisme, mais aussi
comme tisane dans les troubles digestifs, les ballonnements, les colites, et les diarrhées [4].

En médecine traditionnelle, la sauge, grace a ses propriétés oestrogéniques et en raison
de ses propriétés antigalactogénes, est utilisée pour arréter la lactation. Une activité
hypoglycémiante est décrite, ainsi que des propriétés emménagogues, probablement en liaison
avec la présence dans I’huile essentielle de la thuyone, une cétone monoterpénique que 1’on
rencontre aussi chez le thuya, 1’absinthe et la tanaisie, plantes qui ont une réputation analogue
et dont les huiles essentielles sont méme abortives et considérées comme toxiques [4].

La tisane de la sauge est efficace pour faciliter la digestion, relever les forces de
I’estomac et de D’intestin, calmer les vomissements spasmodiques, activer les fonctions
circulatoires et cutanées. On ’emploie aussi contre la diarrhée, les ballonnements et la
transpiration nocturne [7].

La sauge se montre également fortifiante, réparatrice des troubles circulatoires. Son
essence, riche en thuyone, est toxique et convulsivante. L’eau saturée d’huile essentielle de
sauge se montre un spasmolytique neurotrope, inhibant le spasme acétylchlolinique du
duodénum de rat. A cette action, la sauge jouterait des vertus oestrogenes et une activité
antigonadotrophique. Elle a aussi des vertus bactéricides liées a la présence d’un acide

diterpénique, la salvine et de son ester monométhylique [8].
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Aux USA elle est toujours utilisée pour ces vertus médicinales, notamment en infusion
comme bain de bouche et en gargarisme est utilisée aussi contre 1’inflammation douloureuse
de la gorge. Le gargarisme est utilisé aussi contre le saignement des gencives et pour prévenir
la salvination excessive. L’infusion est une excellente lotion pour les ulcéres et pour noircir
les cheveux [9].

Les feuilles servent en cuisine a parfumer les viandes surtout le gibier, quelques
feuilles glissées dans les aliments gras tels que les farces et les ragoQts leur donnent une
saveur piquante, trés appréciée, on en rajoute aussi dans les bouillons et dans les vinaigres aux
fines herbes [10].

La sauge est une épice trés utilisée, surtout pour la charcuterie. Elle possede des
propriétés antioxydantes, vérifiées par Hermann en 1962 [10], qui les attribue a ’acide
rosmarinique, mais la picrosalvine qui possede deux hydroxyles phénoliques en ortho,
pourrait également intervenir.

Par ailleurs, la sauge est utilisée pour ses propriétés antioxydants, retardant ou inhibant
le rancissement des corps gras, et pour ses propriétés antiseptiques, d’ou son emploi bien
connu en charcuterie. Son huile essentielle est effectivement bactéricide vis-a-vis de germes
gram positif et gram négatif (Bacillus subtilis), mais aussi antifongique vis-a-vis de Condida
sp. et d’Aspergillus flavus. De méme, 1’activité antivirale des feuilles de sauge et de certains
extraits est attribuée a 1’huile essentielle. Les effets antimutagenes de quelques terpénoides de
la sauge ont été mis en évidence [4]. L’extrait aqueux inhibe ’enzyme responsable d’une
activité collagénolytiques de Porphyromonas gingivalis, tandis que la fraction diterpénique
est antivirale vis-a-vis des agents de la stomatite vésiculaire. L’acide rosmarinique est
également un inhibiteur de la formation de la plaque dentaire [4].

La sauge est une excellente source de vitamine K. Cette vitamine nécessaire, entre
autres, a la coagulation du sang, peut étre fabriquée par I’organisme et se trouve dans certains
aliments. Les malades, prenant des médicaments anticoagulants, par exemple, doivent adopter
une alimentation dans laquelle le contenu en vitamine K est relativement stable d’un jour a
I’autre [1].

La sauge est une source de fer pour I’homme. Ce minéral est essentiel au transport de
I’oxygene et a la formation des globules rouges dans le sang. Il joue aussi un role dans la

fabrication de nouvelles cellules, hormones et neurotransmetteurs [1].
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1.5.2 Effets biologiques

Lima et coll. [11] ont démontré que la consommation d’infusions de sauge séchée
pendant deux semaines par les rongeurs augmentait, de facon significative, 1’activité d’une
enzyme antioxydante produite par le foie. L’effet potentiellement bénéfique sur le foie, que
confére aux animaux l’infusion de sauge, mérite d’étre d’avantage exploré dans de futures
etudes.

Ninomiya et coll. [12], ont étudié les effets d’un extrait aqueux de feuilles de sauge sur
les lipides sanguins et montré que sa consommation diminue les triglycérides chez I’animal.
Rappelons que les triglycérides sont des lipides en circulation dans le sang et qu’ils peuvent
devenir un facteur prédisposant a la maladie cardiovasculaire, lorsqu’ils sont présents en
grande quantité. Les auteurs de cette étude ont identifié plusieurs composés actifs dans la
sauge, mais seul 1’acide carnosique a montré un effet hypotriglycéridémiant. Ces résultats
devront étre validés chez I’humain.

Une récente étude menée par Akhondzadeh et coll. [13] a rapporté que les extraits de
sauge, administrés pendant quatre mois a des personnes agées atteintes de la maladie
d’Alzheimer, améliorant les fonctions cognitives et diminuent 1’agitation, comparativement
aux personnes ayant recu un placebo. La sauge serait efficace pour le traitement des cas légers
et modérés de la maladie. Les mécanismes proposés pour expliquer ces effets comprennent
I’amélioration de la transmission de I’influx nerveux dans le cerveau, ainsi que la diminution
du stress oxydatif et des réactions inflammatoires [14].

Dans le cadre d’une étude exploratoire, effectuée par Alarcon-Aguilar et coll. [15]
chez ’animal, les auteurs ont constaté que I’administration d’un extrait aqueux de sauge a
diminué jusqu’a 30% la glycémie (taux de glucose dans le sang) de souris modérément
diabétiques et non diabétiques. Chez les souris, ayant un diabéte grave, la sauge n’a pas eu
d’effet hypoglycémiant significatif, démontrant ainsi que [’extrait de sauge requiert la
présence d’insuline pour exercer une régulation a la baisse du glucose sanguin. Il n’a pas été
possible, dans les limites de cette étude, d’identifier les composés actifs responsables des
effets observés et encore moins de transposer les résultats chez 1’humain.

Enfin, Companella et coll. [16] ont montré que la capacité antioxydante de la sauge a
été plus élevée parmi six fines herbes étudiées. L’acide carnosique et I’acide rosmarinique

seraient les principaux composés antioxydants retrouves dans la sauge.
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1.6. Matiére végétale utilisee
1.6.1. Lieu de végétation et période de récolte

La matiére végétale, utilisée dans cette recherche, a été cueillie en Février et Mars,
avant la période de fleuraison. Elle provient de trois lots, le premier cultivé au Jardins d’essais
d’El Hamma a Alger, les deux autres sont cultivés a I’Ecole Nationale Supérieure
Polytechniques a Alger.

La plante a été identifiée a ’'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’humidité

Le taux d’humidit¢é (H) 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 a la masse de la matiére végétale
seche. Ceci permettra la comparaison des rendements en huile, obtenus par les différents

essais, sur la méme base.

1.6.3. Echantillonnage

L'échantillonnage est une opération préalable a I’extraction de 1’huile essentielle,
visant la préparation des échantillons représentatifs d’un lot de mati¢re végétale, ayant les
mémes propriétés moyennes.

L'échantillonnage est la sélection d'une partie dans un tout. Il s'agit d'une notion
importante en métrologie : lorsqu'on ne peut pas saisir un événement dans son ensemble, il
faut effectuer des mesures en nombre fini, afin de représenter I'événement. Par exemple, en

analyse chimique, lorsqu'on analyse un produit, une des questions qui se pose est celle de

I'nomogenéité. Les méthodes d'analyse ne permettent d'avoir la composition que d'une
quantité finie de produit, en général, de quelques microgrammes a quelques centaines de
grammes. Lorsque la quantité du produit est importante, sa composition peut varier d'un

endroit & un autre, a cause de son hétérogénéité, sa stratification, sa décantation... Dans le cas

ou il n'est pas possible d’homogenéiser, on doit effectuer des prélévements en plusieurs
endroits, selon un protocole précis [3].
L’utilisation des échantillons représentatifs d’un lot mére de matiere végétale,

constitué des feuilles et des tiges de forme et de poids différents est indispensable, car lors de
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son conditionnement, ces derniers se répartissent de maniére aléatoire. Pour avoir une masse
ou un échantillon qui regroupe les différents poids et formes, on doit tout d’abord
homogéneiser la masse globale, puis procéder a un échantillonnage comme suit :

» tracer sur un papier de grandes dimensions un carreé;

» bien mélanger cette masse, puis 1’étaler sur toute la surface du carré;

» diviser cette masse en deux parties identiques, représentant chacune la somme des

deux triangles opposes formés par les deux diagonales du carré ;
» prendre chacune des masses, ainsi obtenues et répéter la procédure jusqu'a

I’obtention de la masse voulue [17].

|.7. Structure sécrétrice d’huile essentielle de Salvia officinalis L.
1.7.1. Travaux antérieurs

Toutes les parties d'une plante aromatique: feuilles, fleurs, tiges, racines, fruits,
contiennent de 1’huile essentielle, mais elle est souvent majoritairement présente dans I'une
delles. La synthése 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 exogénes, soit dans des
canaux ou poches, sites endogenes. On peut citer, par exemple, parmi les structures exogenes,
les poils sécréteurs des Lamiacées et les cellules sécrétrices isolées des Lauracées. Les canaux
sécreteurs 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 [18, 19].

Des études sur les cavités secrétrices d’huile essentielle chez Myrtus communis L.
[20] et Leucophyllum frutescens [21] ont montré que ces cavités se forment au cours du
développement des feuilles, mais avec un ralentissement du rythme pour les feuilles matures.
Leur ontogenése commence par des divisions des cellules situées sous 1’épiderme. Chaque
cavité secrétrice est developpée a partir d'une seule cellule qui subit une division periclinale,
suivie de plusieurs divisions cellulaires anticlinales et obliques. Le lumen de la cavité, formé
par schizogenie, est entouré par une couche épaisse de cellules, I’isolant des autres cellules
environnantes. Les cellules sécrétrices sont situées sur les bords de la cavité. Cette derniére
est couverte par des cellules modifiées de I'épiderme, qui ne semblent pas avoir d'ouvertures.
L’huile essentielle ne peut étre libérée qu’apres un traitement mécanique de la feuille.

La figure 1.2 montre un examen au microscope electronique a balayage d’une cavité

mature sécrétrice d’huile essentielle.
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Figure 1.2 : Cavité sécrétrice mature de la feuille de Myrtus communis L. [20]

Chez la famille des Lamiacées, ce sont les trichomes glandulaires qui forment les structures

de sécrétion et de concentration de 1’huile essentielle [22].
Selon G. CORSI et S. BOTTEGA [23] la structure sécrétrice de Salvia officinalis L. est
exogene et constituée de trichomes peltés et de trichomes capités, situés a la surface des différents
organes de la plante. A la figure 1.3 suivante, est présentée la surface du calice de Salvia officinalis

L. observée a 1’aide du microscope électronique a balayage.

Figure 1.3 : Vue de la surface du calice de Salvia officinalis L.
Trichomes tecteurs (1), peltés (2) et capités (3)
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o Les trichomes tecteurs

Ces trichomes, appelés poils tecteurs, sont des trichomes non glandulaires, abondants sur
tous les organes végeétatifs de Salvia officinalis L. lls sont plus longs sur les organes jeunes et
collaborent, vraisemblablement, avec les poils glandulaires, a la défense contre les agressions
mécaniques, créant une couche duveteuse épaisse. Les poils tecteurs sont également impliqués
dans la protection des trichomes peltés contre la transpiration et I'insolation excessives [23].
o Les trichomes peltés

Les trichomes peltés sont constitués d’une cellule basale, d’un pied monocellulaire et
d’une téte contenant quatre a douze ou seize cellules sécrétrices disposées en un ou deux cercles

concentriques, comme montre la figure 1.4 suivante.

Figure 1.4 : Trichome pelté

Les trichomes peltés 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 [23].

e Les trichomes capités [23]

Quatre types de trichomes capités ont été observés chez Salvia officinalis L. Ils se
différencient par leur morphologie, la composition de leurs sécrétions et par le role qu’ils
exercent.

> Le type | (figure 1.5), se distingue par un court pied uni- ou bicellulaire et une téte
sécretrice uni- ou bicellulaire de cuticule fine. La matiere sécrétée est dégagée

lentement & travers la cuticule.
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Figure 1.5 : Trichome capité du type I

Ces trichomes produisent des sécrétions hydrophiles qui peuvent contenir des
protéines, des alcaloides, des tannins, des lactones et ils participent a la défense mécanique
des organes de la plante.

> Le type Il (figure 1.6) a un pied unicellulaire et une téte sécrétrice trés petite en forme

de cuticule, pendant ’activité de sécrétion la téte aura une petite chambre subcirculaire.

Figure 1.6 : Trichome capité du type Il

Les sécrétions de ce type de trichomes sont semblables a celles des trichomes peltés,
mais ne contiennent pas de lactones sesquiterpéniques. Comme les trichomes peltés, ils
participent a la défense de la plante contre les agents chimiques et contre les prédateurs,

cependant leur petite taille et I'absence des lactones les rend moins efficaces.
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> Le type Il (figure 1.7), 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.

Figure 1.7 : Trichome capité du type I11

Les sécrétions des trichomes capités du type 11l contiennent de I'huile essentielle et
des petites quantités d'hydrates de carbone, autres que la cellulose, des flavonoides et des
alcaloides. Situées uniquement sur les feuilles et les tiges, ils pourraient étre impliquées dans
la défense contre les prédateurs, mais sont particulierement efficaces contre la transpiration
excessive du végétal.

> Le type IV (figure 1.8) se caractérise par un pied tres long et mince constitué de 4

cellules. La téte sécrétrice a une forme trapézoidale

Figure 1.8 : Trichome capité du type IV
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Les sécretions des trichomes capités du type IV ressemblent a celles des poils peltés,
mais ils sont exempts des composants hydrophiles visqueux. On y trouve, par contre, une
résine contenant de 1’huile essentielle qui provient de la téte sécrétrice et est répartie entre la
tige et I'épiderme sous adjacent.

Les trichomes capités du type VI fournissent, de la méme maniére que les trichomes
peltés, des attractants olfactifs pour des pollinisateurs. Ils participent, en outre, & la défense
des fruits et des graines contre les prédateurs.

La composition chimique des secrétions produites par les différents trichomes

glandulaires de Salvia officinalis L. est résumée dans le tableau I.2.

Tableau 1.2 : Histochimie des trichomes glandulaires de Salvia officinalis L. [23]

Composeés Trichome Trichome capite
chimiques pelté Type | Type Il Type I Type IV
Lipides + - + ++ ++
Carbohydrates ++ ++ ++ +— T+
Huile essentielle + - + ++ +
Terpenoides + - + +— +
Résines + — + — +
Alcaloides + + + + +
Protéines + + + _ T
Lactones + + — — +
sesquiterpéniques
Stéroides + + + - +
Tannins + + + — +
Flavonoides + - + + +

—: négative ; +— : légérement positive ; +:positive ++ ; fortement positive.

L’examen du tableau 1.2 montre 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.
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1.7.2. Observations microscopiques de la plante utilisée

Nous avons mené, a I’aide d’une loupe binoculaire Zeiss Iena, une série
d’observations de la surface des feuilles, des tiges et des fleurs de Salvia officinalis L., objet
de cette recherche.

La présence de trichomes tecteurs et glandulaires sur la surface de tous les organes de

la plante a été constatée, comme le montrent les figures suivantes.

Figure 1.9 : Vue de la surface de la tige Figure 1.10 : Vue de la surface de
de Salvia officinalis L.(Gx4) la feuille de Salvia officinalis L. (Gx4)

Figure 1.11 : Vue de la surface du pétale Figure 1.12 : Vue de la surface du calice
de la fleur de Salvia officinalis L. (Gx4) de la fleur de Salvia officinalis L. (Gx4)

On remarque que la densité des trichomes n’est pas la méme: elle est, apparemment,
plus élevée sur la surface de la feuille que sur celle de la tige. La surface du calice semble étre
plus fournie en trichomes glandulaires que celle du pétale.

Ces résultats laissent espérer des meilleurs rendements en huile essentielle lors de
I’entrainement a la vapeur d’eau des feuilles et des fleurs. En effet, certains auteurs [24]

rapportent que les rendements en huile obtenus a partir des fleurs de Salvia officinalis L. sont

les plus éleves.
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Par ailleurs, nous avons procédé¢ a des observations, a [’aide d’un microscope
photonique Jenalumar, des coupes de la tige et de la feuille de Salvia officinalis L. Les coupes
ont été effectuées par la technique: a main levée.

Sur la figure 1.13 suivante est présentée la coupe de la tige de Salvia officinalis L.

Poil tecteur

4

LY

Poche endogéne

Trichqn pelté

Figure 1.13 : Coupe de la tige de Salvia officinalis L. (Gx80)

A la surface de la tige nous remarquons des trichomes peltés, des trichomes capités du
type | et 1V, ainsi que des poils tecteurs. La cuticule des trichomes peltés est gonflée par les
sécretions accumulées.

Il est intéressant de noter que les cellules de 1’épiderme sous adjacent des trichomes
capités ont la méme couleur que celle des trichomes peltés, producteurs d’huile essentielle.

Une structure particuliere, désignée par la fleche blanche, a attiré notre attention. Elle
a une forme différente de celle des cellules du parenchyme environnant. Cette structure, a
parois cellulaires épaisses, rappelle les cavités endogenes décrites précédemment [20,21] et
pourrait éventuellement étre une poche endogene.

Par ailleurs, cette structure est visible sur une autre coupe de la tige, présentée a la
figure suivante :
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Figure 1.14: Coupe de la tige de Salvia officinalis L. (Gx320)
Différents types de trichomes capités

On note la présence, des quatre types de trichomes, décrits dans la littérature [23], a la
surface de la tige.

Les observations des coupes de la feuille de Salvia officinalis L. nous ont permis de
constater la présence de trichomes tecteurs, peltés et capités sur ses deux surfaces, abaxiale
et adaxiale, avec des densités plus élevées sur la surface abaxiale.

La figure 1.15 suivante présente un trichome pelté situé a la surface de la feuille. Il est
constitué d’une cellule basale, insérée entre les cellules d’épiderme, d’un pied monocellulaire
et d’une grande téte qui contient les cellules sécrétrices. L’espace entre la cuticule et les

cellules sécrétrices est rempli de sécrétions, contenant probablement 1’huile essentielle.
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Figure 1.15 : Coupe de la feuille de Salvia officinalis L. (Gx80)
Trichome pelté et poche endogene située dans le parenchyme

Nous observons une structure, rappelant une poche endogene, insérée entre les cellules
du parenchyme qui semble étre reliée a la cellule basale du trichome.
Sur une autre coupe de la feuille (Figure 1.16), nous observons un trichome pelté situé

au sommet d’une protubérance et, & proximité, un trichome capité de type I.

TrichomKeItAé

Tricho]e capité

@Extension de la
- cellule basale

e endogéne

Figure 1.16 : 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 endogene
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On remarque une extension, reliant la cellule basale du trichome capité a une cavité
endogene.

Les observations microscopiques des coupes de la tige et de la feuille nous ont permis
de confirmer le caractére exogene de la structure sécrétrice de Salvia officinalis L.

Par ailleurs, nous avons décelé la présence, dans 1’épiderme sous adjacent des
trichomes peltés et capités et dans le parenchyme des tissus de la tige et de la feuille, des
cavités, qui pourraient étre assimilées a des poches endogénes, reliées aux cellules basales des
trichomes glandulaires et renfermant éventuellement de I’huile essentielle. Le mécanisme de
la formation de ces cavités, par lysogénie ou schizogénie, et la mise en évidence des cellules

sécrétrices endogenes, restent du domaine des botanistes et méritent d’étre élucidés.
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Chapitre |1
Huile essentielle de
Salvia officinalis L.
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I1.1. Définition

Les huiles essentielles existent dans plusieurs especes du regne végétal. On les appelle
couramment : essences, essences vegétales, huiles ou essences aromatiques, parfums, huiles
volatiles.

D’apres Naves [25], aucune des définitions des huiles essentielles n’a le mérite de la
clarté, ni celui de la précision. Cet auteur définit les huiles essentielles comme des mélanges
de divers produits issus d’une espéce végétale. Ces melanges passant avec une certaine
proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau. Cette
définition est restrictive car elle ne tient pas compte des produits obtenus par expression a
froid (a la température ordinaire) du péricarpe ou zeste de fruit de citrus.

Quand a la norme AFNOR [26], elle définit les huiles essentielles comme étant «des
produits obtenus soit a partir de matiéres premieres naturelles par distillation a 1’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 ».

L'huile essentielle est [I'extrait obtenu par distillation. Dans les pantes aromatiques
I’essence assure un role de réserves énergétiques et de systeme de défense. Ce sont les plantes
sauvages qui poussent dans des conditions arides et sous un fort ensoleillement qui en auront

le plus besoin et qui donneront donc les huiles essentielles de meilleure qualité [27].

11.2. Localisation des huiles essentielles

En principe, toutes les parties d'une plante aromatique contiennent de I’huile
essentielle, mais elle est souvent présente majoritairement dans I'une d'elles: dans les
brindilles, les fleurs, les feuilles, les racines, les graines. Les cellules sécrétrices peuvent
étre localisées a la surface des différents organes de la plante, ce qu’on appelle localisation
exogene, ou a I’intérieur de 1’organe, localisation endogéne. Dans certaines especes végeétales

les deux types de structure sécrétrice ont été observeés.[28-30 ]

I1.3. Modes d’obtention des huiles essentielles
Depuis la nuit des temps les hommes cherchent a capturer les odeurs des plantes,
écorces, racines, graines, tiges, fleurs, fruits et feuilles. La méthode la plus ancienne consistait
tout simplement a recueillir des plantes fraiches et séchées que I’on faisait briler pour les
offrir aux dieux. L’extraction s’est ensuite améliorée par la mise au point de nouveaux

procédés d’extraction [31].
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L'extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate, et la plus
importante du processus d'élaboration. Elle a pour but de capter la quintessence de la plante
aromatique. Les techniques modernes sont, en gros, les mémes qu’il y a 100 ou 200 ans.

Les huiles essentielles sont extraites de la matiére végétale par différents procédés. Le
choix de la technique dépend de la localisation histologique de 1’essence dans le végétal et de
son utilisation dans les diverses industries [18].

Plusieurs procédés sont utilisés pour I’extraction des huiles essentielles soit a 1’échelle
laboratoire, soit a 1’échelle pilote ou semi pilote ; parmi ces procédés on peut citer :

- Entrainement a la vapeur d’eau.
- Hydrodistillation.
- Hydrodiffusion.

- L’expression.

I1.4. Composition des huiles essentielles
La composition chimique des huiles essentielles est généralement trés complexe
d’un double point de vue, a la fois par le nombre élevé de constituants présents et surtout
par la diversité considerable de leurs structures.
Elles comprennent deux classes de composes caractérisés par des origines
biogénétiques bien distinctes: le groupe des terpénoides, d’une part, et le groupe des

composés aromatiques dérives du phénylpropane, d’autre part, et de leurs dérivés [27].

11.4.1 Les terpénes ou terpénoides
Les terpénes constituent une classe de composés d’origine naturelle présente
surtout dans le regne végétal. Ce sont des hydrocarbures de structure tres diverses :

acycliques, monocycliques, bi cycliques..., portant parfois différentes fonctions [32].

11.4.1.1 Classification
Les molécules de la famille des terpenes sont considérées comme formées de
I’assemblage de deux ou plusieurs unités d’isopréne ou 2-methyl-buta-1,3-diene [33] :
CH2=Cf—CH =CH,
CH;

IIs répondent a la formule brute : (C5HS) n.

36



Une classification de ces composés a pu étre établie, selon la valeur du nombre n
d’unités isopréniques) [34].
n=1 Les hémiterpéniques en C5.
n=2 Les monoterpenes en C10.
n=3 Les sesquiterpenes en C15.
n=4 Les diterpénes en C20.
n=5 Les sesterpenes en C25.
n= 6 Les triterpenes en C30.
n=8 Les tetraterpénes en C40.
n>40 Les polyterpénes.
Les unités isopréniques s’associent entre elles pour conduire a une chaine
hydrocarbonée insaturée qui sera modifiée secondairement par oxydation par réduction ou

par élimination de carbone, ce qui explique la multiplicité des isoprénoides.

11.4.1.2 Constituants terpéniques des huiles essentielles

Les huiles essentielles contiennent principalement des terpenes. Elles renferment
surtout des monoterpénes (C10), quelques sesquiterpénes (C15), et rarement des
diterpénes (C20) [27].

11.4.1.2.a. Les monoterpénes
Les monoterpénes présentent des variations fonctionnelles les plus diverses :

hydrocarbures, alcools, cétones, etc....

11.4.1.2.b Les sesquiterpénes
De méme que les monoterpénes les dérivés des sesquiterpenes ont de fonctions trés

diverses : les hydrocarbures, les alcools et les cétones sont les plus fréquents.

11.4.2. Composés aromatiques

Les composés de la classe de phényl-propanoides sont moins fréquents que les
terpénoides. Ce sont tres souvent des allyles et propénylphénols [32].

On trouve parfois des aldehydes aromatiques caractéristiques de certaines huiles
essentielles de la famille des Apiaceae (anis, fenouil, persil, etc.).

Certaines huiles essentielles contiennent des composés en C6-C3 comme le
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cinnamaldéhyde ou comme I’estragol (essence de basilic).

Dans d’autres essences, les acides benzoique et cinnamique sont présents.
On rencontre également des aldéhydes phénols comme 1’aldéhyde protocatéchétique
ou I’aldéhyde salicylique de la Reine des pres.

Les aldéhydes aromatiques et les phénols sont a 1’origine des arébmes
caractéristiques des condiments, tels que les clous de girofle (eugénol) et la cannelle

(cinnamaldéhyde).

11.4.3 Composés d’origines variées
A Tintérieur de ce groupe on distingue divers hydrocarbures aliphatiques,

généralement de faible masse moléculaire, entrainables a la vapeur d’cau, de chaine linéaire
ou ramifiée, saturés ou non et portant différentes fonctions [33]. On peut citer entre autres :

- L’heptane est la paraffine dans I’essence de camomille [34].

- Des acides en C3 a C10.

- Des alcools comme le oct-1ene-3-ol de I’essence de lavande,...

- Des aldéhydes comme I’octanal et le décanal des citrus ou le trans-2-hexanal,...

- Des esters acycliques présents principalement dans les fruits.

- Des lactones comme la déca lactone.

- Des composés azotés ou soufrés comme 1’isosulfocyanate.

I1.5. Variation de la composition des huiles essentielles

La teneur et la composition d’une huile essentielle varient en fonction d’un
grand nombre de paramétres d’origine extrinséque et intrinseque et d’ordre technologique.
On se contentera d’un bref apergu sur les facteurs susceptibles d’influer sur la quantité et la

qualité d’une essence.

11.5.1 Facteurs extrinseques
Ce sont des parameétres qui touchent particulierement les conditions écologiques

(climatiques, pédologiques,..).

11.5.1.1 Origine géographique
Les rendements des huiles essentielles ainsi que leur composition different
suivant I’origine géographique de la plante.

Ainsi, les feuilles d’un méme espéce de Romarin poussant dans divers pays
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fournissent une essence dont le rendement d’extraction est de 0.43 a 0.73% pour 1’Espagne,
0.38 a 0.80% pour la France, 1.00 a 5.00% pour la Turquie, 1.5 a 2.10% pour la

Yougoslavie, etc. [35].

11.5.1.2 Facteurs écologiques
Les caractéristiques écologiques exercent une influence directe sur la qualité et

la quantité d’une huile essentielle [36].

11.5.1.2.a. Facteurs climatiques

La durée d’exposition au soleil, les températures nocturnes et diurnes, I’humidité, le
régime des vents, la pluviométrie, etc.... sont des parametres responsables des
modifications de la proportion de 1’essence et de sa composition chimique.

On observe chez les especes a structures histologiques superficielles comme les poils
sécréteurs des Lamiaceae un effet accentué de ces divers facteurs.

Un exemple qui illustre bien le phénomene de température est celui de la menthe
poivrée ou la formation du menthol est favorisé par les nuits froides. Les jours longs et les
nuits temperées au contraire conduisent a une quantité plus grande d’huile essentielle riche

en menthofuranne [37].

11.5.1.2.b. Facteurs pédologiques
La nature du sol (calcaire, siliceux,..), les aspects culturaux comme la densité de
culture, ’apport d’engrais, le nombre de récolte par an et I’alimentation en eau affectant d’une

maniére déterminante la qualité des huiles essentielles et leur rendement.

11.5.2. Facteurs intrinseques
Ce sont des variables qui dépendent de la plante elle-méme (génétique, localisation,

maturité,..).

11.5.2.1. Origine botanique
Le rendement et la composition d’une huile essentielle sont fonction respectivement

de la famille et de I’espéce productrice.

11.5.2.2. Les chémotypes

Les chemotypes ou les races chimiques existent chez de nombreuses plantes
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aromatiques et fournissent des essences différentes par leur composition. L’un des exemples
le plus démonstratif qu’on peut citer est celui du thym (Thymus vulgaris L.). Cette espece
a sept chémotypes différents : thym a thymol,  carvacrol, geéraniol, linalol, o-

terpinéol, mycenol, thyanol [36].

11.5.2.3. Organes du végétal producteurs

Le rendement des huiles essentielles, ainsi que leurs contenus dépendent du nombre
de glandes secrétrices existant et de leur localisation au niveau des différents organes
de la plante. La teneur en huile essentielle est plus importante dans les fleurs que dans les
feuilles [38].

Les fleurs, les rameaux et 1’écorce des hespéridés fournissent trois huiles
essentielles différentes en quantité et en qualite [39].

La racine, les feuilles et I’écorce du cannelier de Ceylan produisent des

essences diverses. On pourrait citer ainsi de trés nombreux exemples.

11.5. 2.4. Cycle biologique

La composition en huile essentielle d’une plante donnée varie avec son age et les
différents stades de son développement au fil des saisons.

Par exemple, au début de la période de floraison, la menthe poivrée (Mentha piperita
L.) comporte une forte proportion de menthone et de néo menthol qui diminue par la suite du
fait de leurs conversions en menthol et en un composé non volatil le glucoside de néo
menthyle. On observe des variations trés significatives chez la coriandre ou la teneur en
linalol est 50% plus élevée dans le fruit mdr que dans le fruit vert, etc... [27].
11.5.2.5. Conservation du matériel végétal

La période de récolte, le séchage ainsi que le stockage du matériel veégétal

peuvent entrainer de profondes modifications sur I’essence [36].

A titre d’exemple, on peut citer les mousses de chéne qui apreés stockage durant au moins
quatre mois, développent différents principes actifs. En effet, elles contiennent des molécules
sans odeur contenant deux cycles benzéniques diversement substitués et reliés entre eux par le
groupement ester appelées despides. Elles se degradent en produits odorants par hydrolyse,
alcoolyse, fermentation bactérienne au cours de temps [40].

11.5.3. Facteurs technologiques

Le mode d’extraction d’une huile essentielle marque de son empreinte le rendement et
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la composition chimique de celle-ci. En effet, ’hydrodistillation et I’entrainement a la
vapeur d’eau ne conduisent pas a la méme quantité et qualité d’essence.

La durée et la vitesse de la distillation, ainsi que la masse du végétal a traiter ont
une grande influence.

Lors de I’hydrodistillation d’une plante aromatique, 1’eau, ’acidité et la température
peuvent induire des réactions chimiques d’altération (hydrolyse, élimination, cyclisation,
réarrangement et autres...) sur les composés terpéniques thermosensibles de I’essence [41].
Ces reactions engendrent la présence d’artefacts dans les huiles essentielles (exemple de
I’azuléne dans la camomille).

En plus des facteurs suscités, il en existe encore d’autres comme les hybridations, les
mutations, les affections causées par les parasites, etc.

Ces multiples et divers parametres sont liés entre eux et constituent un ensemble qui

interfere au niveau du produit obtenu [31].

11.6. Travaux antérieurs relatifs a I’huile essentielle de sauge
En raison de ses multiples applications dans les domaines les plus variés, cosmétiques,
pharmaceutiques et alimentaires, 1’huile essentielle issue des parties aériennes de Salvia
officinalis L. a donné lieu a de nombreuses études sur sa composition chimique, ses propriétés

physico-chimiques et biologiques.

11.6 .1. Chémotypes de Salvia officinalis L.

Plusieurs études ont montré que pour une méme variétés botanique il existe plusieurs
chémotypes, c'est-a-dire, des plantes appartenant a la méme espéce fournissent des huiles
essentielles de compositions différentes. La variation chimique de I’huile essentielle est
d’origine génétique, mais elle dépend aussi d’autres facteurs [41] :

e Biotope, variabilit¢ due a I’environnement dans lequel évolue la plante, tel que la
composition du sol et les conditions climatiques : I’ensoleillement, la température,
la pluviométrie etc....

e Organe de la plante : feuille, tige, fleur, racine, écorce ;

e Période de vegétation ;

e Mode et durée de stockage.
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La composition chimique des huiles essentielles de Salvia officinalis L. provenant de
différents pays a été publiée dans les monographies [42, 43]. En 1990, sur la base de
I’ensemble des travaux publiés, relatifs a la composition de I’huile essentielle de Salvia
officinalis L., cing types chimiques, ou chémotypes, ont été définis, en fonction de la teneur
de ses constituants majoritaires [44] :

1) Camphre > a-thuyone> 1-8 cinéol > - thuyone.
2) Camphre > a-thuyone > B- thuyone > 1-8 cineol.
3) PB- thuyone » Camphre> 1-8 cinéol > a-thuyone.
4) 1-8 cinéol » Camphre > a-thuyone» B- thuyone.
5) a-thuyone> Camphre » 3- 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 et fleurs), les périodes de
végétation et les sites de culture [45, 46].

A titre d’exemple, dans le tableau 1.1 sont présentés les teneurs des constituants
majoritaires des huiles essentielles en provenance d’Algérie, d’Albanie, de Dalmatie et

d’Espagne.

Tableau 11.1 : Composition chimique de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.
provenant d’Algérie, d’ Albanie, de Dalmatie et d’Espagne

Composé | Algérie [47] | Albanie [48] | Dalmatie [48] | Espagne [48]
1,8 cinéol | 15,46 8,20 12,00 9,65
a-thuyone | 19,91 23,40 37,15 30,15

B- thuyone | 9,03 3,45 14,20 4,10
Camphre | 16,83 22,45 12,30 13,80

On constate que ces huiles essentielles appartiennent au chémotypes a a-thuyone.
Plus tard, en 1990, la composition de I’huile commerciale de Salvia officinalis L. a été

réglementée par norme ISO 9909, comme suit :
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Tableau 11.2 : 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 Camphene 1,5-7,0
1,8-Cinéol 5,5-13,0 Limonéne 0,5-3,0
Acétate de <25

bornyle

Cette norme [49] couvre la presque totalité des huiles essentielles de Salvia officinlis
L. étudiées 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.

43



Tableau 11.3 : Teneurs, %, des constituants majoritaires de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. provenant de différents pays [50-51]

Islande Italie Cuba Serbie Géorgie Roumanie Portugal France
1-thuyone 45,5 Camphre 26,8 o~humuléne 14,7 | o-thuyone 22,1 o —thuyone 31,5 | o-thuyone 21,8 o-thuyone 22,8 Camphre 22
Camphre 15,9 o-thuyone 23 Viridiflorol 13,4 |1,8- cineole 16,2 B-thuyone 17,5 | Viridiflorol 11,7 | 1,8-cinéol 15,7 a-thuyone 20,9
3-thuyone 8,4 p-cymene 11,8 o-thuyone 12,9 | o~humuléne 11 1,8-cinéol 17,5 Camphre 11,2 Viridiflorol 10,9 | 1,8-cinéol 13,4
1,8- cineole 8,3 Pinocarviol 6,6 B-thuyone 10,8 | B-Caryophyllene 6 Manool 9,1

Hongrie République Brésil Herzégovine Bulgarie Turquie Espagne Iran

Tcheque
Camphre 30,7 o-thuyone 25,1 a-thuyone 24,8 | Viridiflorol 18,5-24 | a-thuyone 21,5 a-thuyone 29,4 | Camphre 22,9 1,8-cinéol 15,3-22
3-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 | a-thuyone 20,6 | o-thuyone 9,1-25,
1,8-cinéol 17 1,8-cinéol 11,9 Borneol 11,1 o—humuléne 10,2-13,6 | a—humuléne 11,2 |1,8-cinéol 12,5 B-thuyone 15,1 B-pinéne 7,1-16,4
Camphene 4,4 o-humuléne 6,9 Camphre 10,9 | Manool 10-13,3 B-pinéne 7,6 Camphre 11,7 Bornéol 7,9 p-cymene 3,5-11
1,8-cinéol 9,2-10,9
Lituanie [46,50-51]

Lituanie-Vilinius Lot A LotB LotC LotD LotE LotG LotH
i1-thuyone 14,8-18 | 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
y-humuléne 7,6-8,7 | Viridiflorol 13,8 B-caryophyllene 9 | a-thuyone 11,5 | Viridiflorol 16,5 | Viridiflorol 11,2 Manool 11,5 Manool 10,3
Manool 10-13,3 o-humuléne 11,2 Manool 8,9 Viridiflorol 10,5 | a—humuléne 7,2 | a-thuyone 9,6 Viridiflorol 10,5 | Camphor 9,9
Viridiflorol 7,7-8,2 | B-caryophyllene 10,2 | a-thuyone 8,3 o-humuléne8,7 | Epoxide de o-humuléne 8,7 a-humuléne 9,8 | a—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
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Concernant la composition chimique de I'huile essentielle de Salvia officinalis L.
d’Algérie, les résultats de recherches récents publiés ou en cours, sont regroupés dans le

tableau 1.4 suivant.

Tableau 11.4: Teneurs, %, des constituants majoritaires de 1’huile essentielle
de Salvia officinalis L., provenant d’Algérie

T. DOB et coll. I. CHAFAA O. ENSELMA, N. LAZLI
[50] [52] [53]
Camphre 20,4 Manool 17,8 | a-thuyone 21,7
a- thuyone 19,6 Viridiflorol 11,2 | 1,8- cinéol 19,3
1,8- cinéol 12,3 p-Caryophyllene 9,7 | Camphre 10,1

Si les compositions des huiles essentielles étudiées dans les travaux [50] et [53]
permettent de les rattacher aux chémotypes décrits par la norme 1SO 9909, celle présentée
dans le travail [40] est différente des compositions rapportées dans la bibliographie [49].

Il est a noter, cependant, que la composition chimique des huiles essentielles est
affectée par plusieurs parameétres, liés aux conditions opératoires d’extraction et aux
proprié¢tés de la matiére végétale. A titre d’exemple, concernant 1’effet du séchage de la
matiere végétale sur la composition de 1’huile essentielle de sauge, Venskutonis [55] rapporte
que cette derniére ne change pas apres une congélation ou un séchage au four a 30°C.
Cependant les teneurs des constituants changent aprés un séchage au four a 60°C. Ceci est di

a leur volatilité et & leur instabilité thermique.

11.6.2. Propriétés physico-chimiques d’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Les huiles essentielles sont des substances liquides a température ambiante, de
consistance huileuse mais non grasse, volatiles, rarement colorées. Elle sont solubles dans les
huiles végétales et dans 1’alcool jusqu’a un certain pourcentage, mais tres peu solubles dans
I’eau [56]. Généralement, leurs densités sont, pour la plupart, inférieures a 1’unité [57].

Les propriétés physiques d’une espéce chimique constituent, en quelque sorte, sa carte
d’identité. Pour le controle, la purification e I’identification des substances organiques surtout
liquides, on utilise souvent I’indice de réfraction. Le pouvoir rotatoire est une propriété qui

nous renseigne sur I’activité optique d’une substance.

Sur la base d’une étude bibliographique, nous rapportons, dans les tableaux 11.5 et 11.6,

quelques caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles de Salvia officinalis L.
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Tableau I1.5 : Caractéristiques physiques des huiles essentielles de Salvia officinalis L.

Caractéristiques Algérie [47] | Amérique [45] | Dalmatie [45] Norme [26]
physiques
Densite 0,926 0,922-0,926 0,915-0,927 0,910- 0,930
Indice de réfraction 1,4676 1,4699- 1,4650 | 1,4647-1,4680 | 1,4580-1,4740
mo™)
Pouvoir rotatoire +3° +4°28°-+4°56’ +4°-+11°42° +2°-+30°

Tableau 11.6 : Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles
de Salvia officinalis L.

Caractéristiques Algérie | Gildmeister et | Guenter [45] Norme [26]
physico-chimiques [57] Hoffman [58]
Indice d’ester 7,97 6-17 4.57-17 L
Indice d’acide 4,6 2 _ _
Indice de carbonyle 157,08 . . 103-288
Miscibilité a _
I’éthanol a 70% 8 3,5-10 8,5
Miscibilité a _
I’éthanol a 80% 1,2 1 2

On note que les propriétés physico-chimiques des huiles étudiées sont conformes a la

norme AFNOR.

11.6.3. Propriétés biologiques de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Une équipe scientifique du King’s collége «Le collége du roi » de Londres a testé les

effets de I’huile essentielle de sauge sur notre cerveau. Ainsi, les chercheurs ont découvert

qu’elle inhibe une enzyme cérébrale, la choline estérase, qui a pour fonction de dégrader

I’acétylcholine, une hormone cérébrale qui contribue a véhiculer la chimie de la mémoire

[59].

L’huile essenticlle de sauge possederait un pouvoir antioxydant élevé du moins

comparable a celui du BHT (Butyl hydroxy toluene) et du BHA (Butyl hydroxy anisol). Il

serait intéressant de 1’utiliser d’autant plus que ces molécules ont des effets néfastes sur la

santé humine [60].
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Les huiles essentielles de la 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 B—thuyone, engendre des symptomes tels que de la tachycardie, des bouffées de
chaleur, des convulsions et des vertiges. Deux fois plus toxique que I’huile essentielle
d’absinthe, 0,3 g suffit a tuer un chien. L’huile essenticlle de sauge est convulsivante et
provoque des cerises 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 [4].

11.6.4. 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 [61,63].

Des études menées par la méthode de 1’antibiogramme, pour déterminer I’inhibition de
la croissance des bactéries par I’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 de E.coli [64].

Le protocole expérimental et I’interprétation des résultats obtenus par la méthode
d’antibiogramme sont présentés plus loin.

A titre d’exemple, nous rapportons dans le tableau I1.7, les résultats d’une étude [64]
portant sur I’évaluation de 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Salvia officinalis
L. et d’une de ses fractions, obtenue par distillation sous vide 1’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 2ul/disque. L’activité antimicrobienne est évaluée par le diametre de la

zone d’inhibition.

Tableau 11.7 : Effet antibactérien de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Diameétre de la zone d’inhibition

Souche S.aureus | B.subtilis | S.feacalis | E.coli Y252 | E.coli IB112
bactérienne

Huile
essentielle 13 20 14 6 19
Fraction 20 13 6 6 12
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Ces résultats montrent que les bactéries testées, a ’exception d’ E.coli Y252, sont
sensibles a D’action de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. globalement, 1’effet

antibactérien de I’huile est supérieur a celui de la fraction.
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Chapitre 111
Extraction par entrainement a la
vapeur d’eau a échelle semi-
pilote de I’huile essentielle de
Salvia officinalis L.
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La distillation a la vapeur d’eau est le plus ancien des procédés d’extraction des huiles
essentielles a partir des végétaux. Il est basé sur le fait que la plupart des composés odorants
volatils sont susceptibles d’étre entrainés par des aérosols de vapeur d’eau du fait de leurs

points d’ébullition relativement bas et leur caractére hydrophobe [65].

ITL.1. Le procédé d’entrainement a la vapeur d’eau

I11.1.1. Principe

Le principe de la distillation a la vapeur d’eau appelé aussi entrainement a la vapeur d’eau,
consiste a déposer la matiére végétale sur une grille perforée placée a une certaine distance
du fond de I’alambic, afin qu’elle soit a I’abri de I’eau de condensation.

La vapeur produite par un générateur de vapeur, surchauffée ayant une pression supérieure a
la pression atmosphérique est introduite au dessous de la grille. En traversant la matiere
végétale, elle entraine ’huile essentielle.

Les ecaux condensées accumulées au fond de 1’alambic sont périodiquement
évacuées afin d’éviter leur contact avec la matiere végétale a traiter.
Le mélange des vapeurs d’huile et d’eau est refroidi et condensé. L’huile récupérée par

décantation est dite huile primaire [66].

111.1.2. Théorie

Les phénomenes régissant I’entrainement la vapeur d’eau sont complexes et peu
connus a ce jour. Tous les travaux semblent se référer a la théorie de Von Rochenberg [67]
reprise par Guenther [68], dans son ouvrage sur les huiles essentielles.

Selon Von Rochenberg et Guenther, le mode de récupération des huiles essentielles a
partir des cellules végétales, au cours de I’entrainement a la vapeur d’eau, suit deux
processus : I’osmose ou la diffusion libre.

Le terme diffusion désigne un déplacement des différentes substances jusqu'a
1I’équilibre du systéme, déplacement qui serait du au mouvement des molécules a I’intérieur
des tissus de la plante, sous I’effet de la chaleur.

Les échanges de vapeurs (eau ou huile essentielle) a travers les tissus de la plante
dépendent de la perméabilité de ces derniers. Des études microscopiques semblent prouver
que les parois cellulaires sont imperméables et emprisonnent les huiles essentielles, aux
températures ordinaires. Seule une faible quantité de composés volatils arrive a s’échapper.
Au cours de I’entrainement a la vapeur, les conditions de temperature et de pression

augmentent considérablement le mouvement des molécules dans la plante.
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Toujours d’apreés Von Rochenberg, a la température d’ébullition de 1’eau, une partie
des composes polaires de 1’huile sont solubilisés dans I’eau qui aurait pénétrée dans les
tissus de la plante. La solution aqueuse ainsi obtenue diffuse jusqu’a la surface de la plante.

Une étude plus récente [69] faite sur des graines confirme 1’existence de deux étapes :
osmose dans le cas d’un matériel végétal intact, les parois cellulaires ralentissent la cinétique
d’extraction, et diffusion libre dans le cas d’un mateériel broyé, le broyage détruisant toute
barriére entre I’huile essentielle et la vapeur d’eau.

Les composés de 1’essence contenue dans les glandes : terpenes, produits oxygéneés,
sesquiterpénes,... ont leurs tensions de vapeur propres, a la température du milieu, et leurs
solubilités propres dans la vapeur d’eau condensée dans les glandes. La vitesse
d’entrainement de ces composés dépendra de 1’état du végétal.

Si les cellules sont intactes (matériel végétal non découpé), le mouvement des
molécules est ralenti par la présence des parois cellulaires ; aussi les constituants distilleront
dans 1’ordre de leurs solubilités dans 1’eau chaude. Dans ce cas, le phénomeéne
prédominant est 1’osmose, la plus grande partie de I’huile n’arrive a la surface qu’aprés une
étape lente de diffusion a travers les parois cellulaires, étape qui régirait donc la vitesse
d’extraction.

Lorsque le matériel végétal est finement découpé, les parois cellulaires sont détruites
et I’entrainement de 1’huile se fait exclusivement par diffusion libre. Dans ce cas,
les constituants de I’huile distillent dans 1’ordre de leurs volatilités. Le processus de
distillation est accéléré et la durée totale d’extraction peut ainsi étre considérablement
réduite. Le recours au découpage est donc conseillé, car il diminue le chemin de I’essence, a
travers le tissu de la plante, jusqu’a la surface et évite les phénomenes de diffusion a cinétique
lente.

D’autre part, d‘aprés Garnero [38], il semblerait que, pour un matériel végétal
intact, les composés polaires soient entraines plus vite que les composés apolaires.
Ainsi, les hydrocarbures monoterpéniques sortiraient apres les alcools mon-
terpéniques. Or, la considération des températures d’ébullition n’explique pas cet ordre de
sortie. Seule la théorie de Guenther trouverait une interprétation de ce phénoméne. En
effet, pour les composés oxygénés plus solubles dans 1’cau, la vitesse de diffusion est
plus grande. En revanche, la cinétique d’extraction des composés volatils moins solubles
dans I’eau est ralentie. Ces résultats prouveraient que les composeés de I1’huile se

solubilisent dans la vapeur d’eau al’intérieur de la plante.
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111.1.3. Parameétres du procédé d’entrainement a la vapeur d’eau

II1.1.3.1 La durée d’extraction

C’est un paramétre important de I’entrainement a la vapeur d’eau. Il dépend de la localisation
de I’huile essentielle dans la matieére végétale. Ainsi, les plantes a structure sécrétrice exogene
auront un temps d’extraction relativement court, tandis que les plantes ayant des sites

endogénes, nécessitent une durée d’extraction plus longue.

111.1.3.2. Le débit de vapeur

Le débit de vapeur (D) est I'un des parameétres les plus importants du procédé,
influencant le rendement en huile. Sa maitrise permet, en outre, d’éviter des
dysfonctionnements de type hydraulique, comme [I’étranglement qui provoquerait une

accumulation du liquide dans 1I’extracteur.

111.1.3.3. Le débit spécifique de vapeur
Le débit spécifique (Dsp), exprimé en g/g.mn, représente la masse de vapeurs d’eau par

unité de masse de matiére végétale et par unité de temps :

D
Dsp =M

111.1.3.4. Latempérature du distillat

La température (T) du distillat est liée a la solubilité de I’huile essentielle dans 1’eau,
dont il faut tenir compte. La récupération compléte, par décantation, de I’huile essentielle des
eaux de distillation, appelée huile primaire, dépend donc de la température du distillat
recueilli a la sortie du condenseur. Le choix d’une température convenable permet de
minimiser la quantité d’huile solubilisée dans I’eau, appelée huile secondaire, et, dans certains

cas, d’éviter un traitement supplémentaire des eaux de distillation [70].

I11.1.4. Cinétique de I’extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La cinétique d’extraction est décrite par des courbes totales de distillation ou par des
histogrammes, donnant la variation de la masse de I’huile essentielle, ou de son rendement, en
fonction du temps.

Les courbes totales de distillation représentent 1’évolution du rendement en huile pour

une durée du temps, depuis le début de 1’extraction et comportent deux parties :
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- une premiere partie, ou la vitesse de d’extraction est relativement élevée, jusqu’a

I’épuisement de I’huile essentielle superficielle, elle concernera donc la distillation de

I’huile essentielle exogeéne de la matiere végétale

- une seconde partie, tendant vers un pallier ou la vitesse de distillation, relativement lente,
est régie par des phénomenes de diffusion de 1’huile endogéne a travers le tissus de la plante.
Dans cette phase du processus a lieu la désorption de I’huile adsorbée a la surface du végétal
au cours de la premiére période.

e Les histogrammes représentent les valeurs du rendement en huile obtenu dans un
intervalle du temps. Ils fournissent des informations concernant la cinétique du processus et la

composition de 1‘huile essentielle. [70]

I11.1.5. Le rendement en huile essentielle
Le rendement R en huile essentielle, exprimé en pourcentage, est le rapport entre la
masse de I’huile essentielle (m+e) obtenue et la masse de matiere végétale M, exprimées dans

la méme unité de masse.

R(%) _ m HEMX 100

Il est d’usage d’exprimer les rendements en huile par rapport a la masse de matiere

végétale séchée, afin de les comparer sur la méme base.

I11.1.6. Avantages et inconvénients du procédé
Le procéd¢ d’extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau a
I’avantage de fournir d’excellents rendements en huile trés pure et de ne demander qu’une
main d’oeuvre minime.
Parmi les inconvenants de ce procédé, le plus souvent sont évoqués les faits que :
e Certaines substances odorantes sont altérées a la température d’ébullition de 1’eau.
e Certains constituants des essences qui sont solubles dans 1’eau [32], ne se retrouveront
pas dans I’essence, ou tout au moins n’y seront que partiellement représentés. Il en résultera
que I’essence obtenue par distillation a la vapeur d’eau n’aura pas toujours exactement 1’odeur

de la matiére premiere.
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II1. 2. L’installation d’extraction de I’huile essentielle

Nous avons mené nos expériences sur une installation d’extraction solide/fluide a
échelle semi-pilote, congue et réalisée au Département de Génie chimique de I’Ecole
Nationale Polytechnique [71]. L’installation est schématisée sur la figure III.1. Elle a été
réalisée avec des éléments de récupération en verre spécial (EIVS) et la taille des différents
équipements a été imposeée par leur disponibilité.

La chaudiére génératrice de vapeur est constituée d’un ballon de capacité 14 1, placé
dans un chauffe ballon. Le chauffage est assuré par trois résistances, de 500 W chacune,
enrobées dans la laine de verre. L'hémisphére supérieur du ballon chaudiére est recouvert
d'une calotte sphérique chauffante amovible, dans le but de diminuer les pertes thermiques et
d'augmenter la puissance de chauffe. Ces résistances sont commandées par des disjoncteurs.

Les essais d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau de I’huile essentielle de
Salvia officinalis L. ont été réalisés en utilisant le « petit extracteur ». Sa capacité est de 6
litres et le rapport hauteur/diametre est de 7,7. Le grand extracteur (R04) a été isolé par un jeu
de vannes, de maniére a envoyer du flux de vapeur dans le petit extracteur uniquement. Ce
dernier passe dans I’extracteur a travers un distributeur de vapeur en téflon, dont le taux de
vide est de 46 % et qui joue le rble de support de la matiére végétale.

Le condenseur est tubulaire a serpentin, constitué de trois tubes enroulés. La surface
d’échange offerte par le systéme ainsi obtenu est de 0,73m?. L’eau de refroidissement circule
entre le serpentin et les parois du condenseur, alors que les vapeurs venant de 1’extracteur sont
envoyées dans le serpentin.

Le décanteur est décanteur a flux inverse, constitué de deux cloches superposées, la
cloche inférieure a une seule ouverture verticale, la cloche supérieure en a deux, une verticale
et une horizontale. La sortie de la cloche inférieure est reliée a un siphon pour fixer le niveau
de soutirage de la phase lourde et maintenir une interface assurant I'évacuation en continu de
la phase légere. Le distillat issu du condenseur s’écoule le long d’un tube fin dont la longueur
permet de fixer le niveau d'introduction du mélange eau-huile dans le décanteur. L’huile
essentielle est évacuée par une sortie transversale et le niveau d’eau dans le décanteur est

controlé a 1’aide d’une vanne.
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Figure 111.1. : Schéma de I’installation d’extraction solide-fluide [71]

Principaux equipements Les jonctions
RO1 : Décanteur 1. Robinet de passage direct 6. Flexible
R02 : Condenseur 2. Robinet de passage d’équerre 7. Conduite
RO03 : Petit extracteur 3. Réduction avec sortie latérale 8. Conduite de diamétre
RO04 : Grand extracteur 4. Réduction inférieur a celui de 7
RO05 : Chaudiére 5. Coude & 90° 9. TubeenT
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Nous avons effectué quelques modifications de I’installation, afin de I’adapter au
protocole expérimental de nos essais et d’améliorer son fonctionnement.
e Le décanteur a été enlevé et remplacé par un simple récipient de récupération du
distillat ou pour, certains essais, un autre décanteur a flux inverse a été utilisé.
e Le flux de vapeurs sortant de ’extracteur a été envoyé dans le serpentin, alors que

I’eau de refroidissement circulait a contre-courant, enveloppant le serpentin.

I11.3. Les essais d’extraction de I’huile essentielle

Nous avons réalis€¢ des essais d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau de
I’huile essentielle de Salvia officinalis L., en étudiant ’influence sur le rendement en huile
des parametres, liés aussi bien au procéde, tels le débit spécifique et la température du distillat
dans le décanteur, qu’a la matiére végétale, en ’occurrence, 1’état de la plante : fraiche,

séchée a I’ombre et au soleil.

I11.3.1. Etude de Pinfluence du débit spécifique sur le rendement en huile essentielle
Afin d’évaluer ’influence du débit spécifique sur le rendement en huile essentielle,
nous avons procédé a l’extraction par entrainement a la vapeur d’eau des échantillons
représentatifs de matiére végétale de Jardins d’essais de masse respectivement 600, 700, 750,
800 et 1000g. Avant I’extraction, le taux d’humidit¢ (H) de chaque échantillon a été
déterminé.

Sur la base des résultats des essais préliminaires, la durée d’extraction a été fixée a 3
heures pour I’ensemble des essais.

Le distillat sortant du condenseur a été récupéré dans une recette et maintenu a la
température ambiante de 15+1°. L’huile essentielle a été récupérée des eaux de distillation par
des extractions successives a I’éther diéthylique.

Le débit de vapeur pour chaque essai a €té déterminé par le volume du distillat
récupéré en unité de temps. Il est a noter la difficulté de faire varier le débit de vapeur généré
par la chaudiere ou de le maintenir rigoureusement constant pour 1I’ensemble des essais.

Le débit spécifique et le rendement en huile ont été rapportés a la masse de la matiere
végétale seche.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau I11.1 suivant.
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Tableau I11.1: Variation du rendement R en huile essentielle,
en fonction du débit spécifique Dsp

Masse Taux Débit Débit Rendement
de matiére d’humidité | de vapeur | Spécifique en huile
végétale M( g) H(%0) D(ml/mn) | Dsp(g/g.ml) |  Essentielle

R(%0)
600 76,4 8,5 0,060 0,86
700 65,8 7,8 0,034 0,44
750 65,8 8,7 0,037 0,37
800 73,9 8,6 0.041 0,71
1000 73,9 4.4 0,017 0,08

La variation du rendement en huile essentielle, en fonction du débit spécifique est

présentée a la figure 111.2 suivante.

1,0 -
08 A
0,6 -
04 A

02 A
0,0 —

0,017 0,030 0,033 0,041 0,060
Dsp,g/g.ml

R,%

Figure 111.2: Variation du rendement R en huile essentielle, en fonction du débit
spécifique Dgp

Nous remarquons que le meilleur rendement en huile essentielle est obtenu avec un
débit spécifique de 0,06 g/g.mn.

Le faible rendement, 0,08 %, obtenu pour une masse de matiere végétale de 1000g et
un débit de vapeur de 4,45ml/mn, peut étre attribué aussi bien au débit insuffisant de vapeur,
qu’au tassement excessif de la matiere végétale dans 1’extracteur. Ce dernier est a 1’origine
des chemins préférentiels de la vapeur d’eau. Dans ce cas, le contact intime entre la vapeur et
la totalit¢ du matériel végétal n’est pas assuré et par conséquent, le rendement en huile
diminue.

Les résultats de cette étude nous ont permis de retenir, pour la suite de nos essais, la

valeur de 0,06 g/g.mn pour le débit spécifique.
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111.3.2. Etude de I’influence de la température du distillat dans le décanteur sur les
rendements en huile primaire et secondaire

Pour les besoins de cette étude, nous avons utilisé un décanteur a flux inversé. Ce
dernier est constitué d’une ampoule décanter de capacité 500 ml, dans laquelle le distillat
venant du condenseur s’écoule le long d’un tube, dont la longueur permet d'introduire le
mélange eau - huile environ a la mi-hauteur de I’ampoule. L’extrémité inférieure de
I’ampoule est reliée a un siphon, afin de fixer le niveau de soutirage des eaux de distillation et
maintenir un niveau constant de I’huile essentielle surnageante. L’ampoule a décanter a été
plongée dans un bain thermostaté. La température du bain a été fixée respectivement a 15°,
20°, 25°, 30° et 35°C.

Les essais d’extraction ont été réalisés avec des échantillons représentatifs du lot de la
maticre végétale cultivé au Jardin d’essais et leur taux d’humidité a été mesuré préalablement.
Le débit spéecifique moyen de Ds, = 0,056 g/g.mn, soit un débit moyen de vapeur de 8,3
ml/mn et une masse de matiere vegétale fraiche de 600g, est proche de la valeur optimale,
déterminée précédemment.

Pendant toute la durée d’extraction, fixée a 3 heures, la température des eaux de
distillation et de I’huile essentielle dans le décanteur a été maintenue a une valeur fixe et
constante & + 1°C.

Apres la fin de ’extraction, I’huile décantée dans I’ampoule, ou huile primaire, est
séparée des eaux de décantation et pesée. Les eaux de distillation subissent 2 extractions
successives a 1’¢ther diéthylique, afin de récupérer I’huile secondaire. Sa masse est
déterminée par pesée, apres 1’évaporation de 1’éther.

Les résultats obtenus nous ont permis, d’une part, d’évaluer I’influence de la
température du distillat dans le décanteur sur les rendements en huile primaire et secondaire,

et d’autre part, d’effectuer une évaluation statistique de leur reproductibilité.

111.3.2.1. Evaluation statistique de la reproductibilité des résultats

Etant donné que I’ensemble des cing essais ont été réalisés, en utilisant des
¢chantillons représentatifs d’'un méme lot de matiére végétale, de méme masse, de méme taux
d’humidité et leur huile totale a été obtenue par entrailnement a la vapeur d’eau dans les
mémes conditions opératoires, mise a part la température du distillat dans le décanteur, les
rendements en huile totale devraient étre comparables. On peut, donc, considérer ces essais
comme des essais répétitifs, en négligeant les pertes dues a 1’évaporation de 1’huile aux

differentes températures. Ceci a été rendu possible en réduisant la surface d’évaporation.
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Pour évaluer la reproductibilité, on doit mesurer plusieurs fois le méme grandeur ou
phénomeéne. La différence avec la répétitivité est que I'on reprépare a chaque fois la mesure.
Ceci permet de prendre en compte la totalité de la chaine de mesures et les erreurs humaines
[72].

Pour chaque essai, nous avons mesuré le taux d’humidité de la matiére végétale, le

débit de vapeur et estimé le rendement total en huile essentielle.

Pour chacun des grandeurs, I’intervalle de confiance a été déterminé, pour une

probabilité de se tromper de 5%. Il est exprimé par :
y—-Kk.Sq<y<y+Kk.Sy

ou y est la moyenne arithmétique des résultats des essais répétitifs, k est le critére de Student,

égal a 2,78, pour 4 degrés de liberté, et Sy la déviation standard, calculée par la relation

Sg =ﬁ,/é()ﬁ - y)?

ou n est le nombre d’essais répétitifs et y;, sont les résultats des essais répétitifs [72]

suivante:

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau I11.2 suivant.

Tableau 111.2: Evaluation statistique de la reproductibilité des résultats

Température Taux Débit de la Rendement
Essai d’humidité | vapeur d’eau en huile
T(°C) H (%) D(ml/min) totale,
R(%)
1 15 76,4 8,50 0,86
2 20 76,4 7,50 0,37
3 25 76,4 7,71 0,71
4 30 76,4 7,97 0,73
5 35 73,9 9,08 0,83
Moyenne 75,2 8,32 0,70
Déviation standard, Sd 1,06 1,33 0,21
Intervalle de confiance 73,3+77,1 7,39+9,25 0,43+0,97

Au vu des valeurs de ce tableau, on constate que le rendement obtenu par 1’essai 2
n’appartient pas a l’intervalle de confiance. Il s’agit, de toute évidence, d’une erreur de

manipulation. Aussi, nous avons décide de ne pas tenir compte de cet essai, car, dans le cas
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contraire, cela peut nous conduire a des interprétations erronees.

111.3.2.2. Interprétation des résultats

maintenant la température du mélange eau - huile dans le décanteur a différentes

températures, nous avons calculé les proportions des masses des huiles primaire et secondaire

En tenant compte des masses d’huile primaire, secondaire et totale, obtenus en

par rapport a celle de I’huile totale obtenue. Le tableau I11.3 regroupe les résultats obtenus.

Tableau 111.3: Masses d’huile primaire et secondaire obtenus a différentes températures

du distillat dans le décanteur

T(°C) Masse HE, g Proportion HE, %
HEprim HEsec | HEtotale | HEprim/HEtotale HEsec/HEtotale
15 1,1379 0,0866 1,2245 92,92 7,08
25 0,9309 0,0655 0,9964 93,42 6,58
30 1,0151 0,0188 1,0339 98,18 1,82
35 1,2578 0,0461 1,3039 96,46 3,54

maximale pour la température de 15°. En effet, 7% de I'huile totale sont solubilisés dans la
phase aqueuse et ne peuvent étre récupérés par décantation. Ce résultat est en accord avec des

données de la littérature [70], relatives a la solubilité dans 1’eau de I’huile essentielle de Salvia

L’examen des valeurs de ce tableau montre que la proportion d’huile secondaire est

officinalis L.

Le pourcentage d’huile secondaire solubilisée dans les eaux de distillation, par rapport

a I’huile totale récupérée a différentes températures du distillat dans le décanteur, présente un

minimum a 30°, comme le montre la figure 111.3 suivante.
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Figure 111.3 : Evolution de la proportion d’huile secondaire par rapport a I’huile totale
obtenue a différentes températures du distillat ans le décanteur

Le minimum observé a 30° suggére que, dans I’intervalle de températures allant de 15
a 30°C, de la solubilité de I’huile est essentiellement du type colloidale : celle-ci diminue
avec I’augmentation de la température. Au-dela de cette valeur, la solubilité de I’huile est due
a la solubilité moléculaire de ses constituants dans 1’eau, qui augmente avec 1’élévation de la
température.

Les résultats de cette étude montrent que la solubilité de ’huile essentielle dans 1’eau
est affectée de fagon non négligeable par la température du distillat, d’ou la nécessité de
rechercher la température optimale du distillat pendant son séjour dans le décanteur, afin
d’éviter de faire appel a d’autres procédés de récupération de 1’huile secondaire, tels le

cohobage ou I’extraction liquide-liquide.

I11.3.3. Etude de I’influence du séchage de la matiere végétale sur le rendement en huile
essentielle

Nous avons procédé a I’extraction par entralnement a la vapeur d’eau des
échantillons, de mati¢re végétale provenant de trois lots différents, a 1’état frais, séché a
I’ombre et au soleil.

L’étude a porté sur la sauge provenant du Jardins d’essais. En raison des contraintes de
disfonctionnement du systéme de chauffage de la chaudiére, deux séries d’essais ont été
réalisées :

e Série 1: extraction de la plante fraiche et sechée a ’ombre avec un débit de vapeur

moyen de 7,5 ml/mn
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e Série 2 : extraction de la plante fraiche et sechée au soleil avec un débit de vapeur
moyen de 4,7 ml/mn.
Les rendements, exprimés par rapport a la matiere seche, sont présentés dans le
tableau I11.4 suivant.

Tableau 111.4: Influence du séchage de la matiére végétale de Jardins d’essais sur le

rendement en huile essentielle

Serie 1 Série 2
Etat de la plante Fraiche Séchée a Fraiche | Séchee
I’ombre au soleil
Taux d’humidité H(%0) 65,8 16,9 73,9 59
Rendement en huile , R(%) 0,39 1,25 0,08 0,57

Nous constatons que, quelque soit le mode de séchage, a ’ombre ou au soleil, il
provoque une augmentation du rendement en huile essentielle. Ce fait a été observé pour
d’autres especes végétales et serait dii au métabolisme secondaire des sucres de 1’organisme
végétal. Ce dernier a lieu en absence d’oxygeéne dans les tissus végétaux et conduit, entre
autres, a la formation de terpenes. Le phénomene est connu sous le nom de respiration
terpénique. [70]

Les meilleurs rendements en huile, 1,25% et 0,57%, obtenus respectivement, a partir
de I’échantillon de la plante séchée a I’ombre et de la plante séchée au soleil, nous ameénent a
déconseiller I’extraction de la plante fraiche, si toutefois, la qualité de I’huile essentielle n’est
pas affectée.

Nous avons voulu confirmer ces résultats on procédant a l’extraction de I’huile
essentielle des échantillons représentatifs de la plante fraiche, séchée a I’ombre et au soleil des
lots 1 et 2. Les rendements en huile obtenus n’ont pas pu étre comparés, car une forte
variation du débit de vapeur a eu lieu, suite a un disfonctionnement du systeme de chauffage

de la chaudiere. Cette étude pourrait faire objet a des travaux futurs.
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111.4. Etude de la cinétique d’extraction
I11.4.1. Influence de séchage sur la cinétique d’extraction

Dans un premier temps, nous avons suivi 1’évolution du rendement en huile essentielle,
en fonction du temps, lors de ’entrailnement a la vapeur d’eau de 3 échantillons de la
plante provenant du Jardins d’essais:

e fraiche, de taux d’humidité 73,9%

e séchée a I’ombre, de taux d’humidité 43,6%

e séchée au soleil, de taux d’humidité 5,9%

L’extraction des échantillons de la plante fraiche et séchée au soleil a été réalisée avec
un débit spécifique de 0,017g/g.mn, celle de la plante séchée a ’ombre, avec un débit
specifique de 0,020 g/g.mn, a cause de la difficulté de maitriser le débit de vapeur
rigoureusement constant.

Au cours de I’extraction, des fractions du distillat ont été recueillies a des intervalles
précis de temps. Ayant constaté qu’au terme de 3 h d’extraction, la matiere végétale fraiche
n’est pas épuisée de son huile essentielle, nous avons prolongé ’extraction des deux autres
échantillons, respectivement, de 10 et 30 minutes. La masse de I’huile essentielle de chaque
fraction, récupérée par extraction a I’éther diéthylique, a été déterminée par pesée, apres
I’évaporation de ce dernier. Le rendement en huile a été exprimé, en %, par rapport a la
matiere seche.

Les rendements obtenus sont rapportés dans le tableau I11.5 suivant.
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Tableau I11.5: Evolution du rendement en huile, en fonction du temps, lors de
I’extraction des échantillons de plante provenant du Jardins d’essais
fraiche et séchée a I’ombre et au soleil

Rendement en huile R (%0)
t( mn) Plante fraiche Plante séchée Plante séchée
a I’ombre au soleil

0 0,00 0,00 0,00

5 - 0,06 0,002
10 0,003 0,13 0,07
20 0,02 0,28 0,15
30 0,02 0,33 0,24
45 0,04 0,54 0,24
60 0,06 0,60 0,32
90 0,07 0,61 0,38
120 0,07 0,64 0,44
150 0,07 0,65 0,51
180 0,08 0,66 0,57
190 - 0,66 -
210 - - 0,57

Sur la base de ces résultats, nous avons tracé et présenté, sur les figures 111.4, 111.5 et
I11.6, les courbes cinétiques totales, donnant I’évolution du rendement, en fonction du temps.

Les allures de ces courbes nous permettent d’observer des évolutions que 1’on peut lier
a la structure sécrétrice de la plante et aux étapes du processus d’entrainement a la vapeur
d’eau, rapportées dans la littérature [70].

En effet, pour que I’huile puisse €tre 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’entrailnement a la vapeur d’eau. Aussi, selon le
mécanisme proposé [70], en début du processus, au contact avec la surface de la matiére
végétale, la vapeur s’y condense et I’eau de condensation pénetre par osmose dans les
trichomes sécréteurs. L'eau étant devenue abondante dans le trichome, la pression exercée de
I'intérieur de la cellule vers le milieu opére, alors, sur la paroi primaire (cuticule). Ce
phénomene est appelé pression de turgescence. [73]. Par ailleurs, la turgescence provoque le
gonflement du trichome et un élargissement des pores de la cuticule. Dans ces conditions, on
assiste a la thermodiffusion ou exsudation thermique de I’huile [74], jusqu’a 1’établissement
d’un équilibre des températures a 1’extérieur et a intérieur du trichome. La température élevée
provoque la coagulation du protoplasme du trichome et par conséquent ce dernier, mais aussi
la cuticule perdent leur perméabilité. Arrivée a 1’extérieur du trichome, ’huile essentielle

rencontre une couche d’eau de condensation qui enveloppe le matériel végétal. Il s’ensuit une
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hydrodiffusion a travers cette couche, jusqu’a une interface huile-vapeur. Le contact direct
huile-vapeur étant assuré, I’huile s’évapore et est entrainée par le flux de vapeur.

Ce mécanisme semble refléter correctement I’allure des courbes cinétiques des figures
1.4, 1115 et 111.6.

En examinant la courbe cinétique, relative a I’extraction de I’huile essentielle de la

plante fraiche, (figure 111.4), on distingue les trois étapes suivantes:

0,09 -
R (%)0,08 _
0,07 +
0,06 +
0,05 4
0,04 +
0,03 +
0,02 -
0,01 4

0,00 @ T T T i
0 50 100 150 200

t(min)

Figure 111. 4: Evolution du rendement d’huile essentielle, en fonction du temps, lors de

I’extraction d’un échantillon de matiére végétale fraiche provenant du Jardins d’essais

e Une premiére étape relativement lente, au début du processus, au cours de laquelle
aurait lieu, I’exsudation thermique de 1’huile produite par les trichomes sécréteurs, migrant
lentement, a travers leur cuticule, vers I’interface huile -eau de condensation d’ou elle
s’évapore et est entrainée par la vapeur. Simultanément, intervient 1I’extraction de I’huile libre,
provenant de I’éclatement des trichomes, suite aux agressions environnementales.

® La seconde étape, entre 30 et 90 minutes, pourrait correspondre a I’entrainement de
I’huile libérée des trichomes sécréteurs, arrivée a I’interface huile -vapeur.

e La troisieme étape, au-dela de 90 minutes, pourrait étre attribuée, a notre avis, a
I’extraction de 1’huile provenant des poches endogenes, dont on a supposé I’existence a 1’issu

des observations, au microscope photonique, des coupes de la tige et de la feuille.
Si ces trois étapes, se traduisant par 1’apparition de pseudo paliers, sont bien distinctes

dans la courbe cinétique, relative a 1’extraction de 1’échantillon de la plante fraiche, elles se

confondent dans les courbes cinétiques de la plante séchée a I’ombre et au soleil.
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Figure I11. 5: Evolution du rendement d’huile essentielle, en fonction du temps,
lors de ’extraction d’un échantillon de matiére végétale provenant du Jardins d’essais
séchée a ’ombre
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Figure I11. 6: Evolution du rendement d’huile essentielle, en fonction du temps,
lors de I’extraction d’un échantillon de matiére végétale provenant du Jardins d’essais
sécheée au soleil

En effet, on constate, sur la Figure I11.6, que la quantit¢ d’huile superficielle libre,
récupérée pendant les 5 premieres minutes, est trés faible, certainement, a cause de son
évaporation rapide sous I’effet de la chaleur pendant le séchage. La plus grande vitesse
d’extraction entre 5 et 30 minutes observée, par référence a I’extraction de I’huile essentielle
de la plante fraiche ( figure 111.4), pourrait étre attribué au fait qu’au cours de séchage, les
cuticules des trichomes sécréteurs se déshydratent, deviennent plus fragiles et plus
perméables. L’huile essentielle atteint plus rapidement la surface et est entrainée par la vapeur

au terme de 45 minutes du début du processus. Au dela d’une heure d’extraction, on
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remarque, une évolution ascendante et monotone du rendement en huile, se terminant par un
palier. Cette allure particuliére pourrait étre due, a notre avis, a I’entrainement de 1’huile
diffusant lentement des poches endogénes vers la surface du végétal.

Par ailleurs, pour les mémes raisons, mais aussi, probablement a cause du plus grand
débit spécifique, utilisé lors de 1’extraction de cet échantillon, la vitesse d’extraction de 1’huile
de la plante séchée a I’ombre (figure I11.5) est plus élevée par rapport a celle de la plante
fraiche au début du processus. De méme, I’extraction de I’huile endogéne commence plutot

que dans le cas de I’extraction de la plante fraiche.

111.4.2. Cinétique d’extraction et composition chimique de I’huile essentielle
Des travaux antérieurs [70] rapportent que I’allure des histogrammes peut fournir des
renseignements sur la composition qualitative de 1’huile essentielle :
e un maximum observé au début d’extraction, correspondrait a une teneur élevée
en monoterpénes et leurs dérivés ;
e une forte teneur en sesquiterpénes et leurs dérivés se traduirait par un
maximum au milieu de I’histogramme ;
e lorsque le maximum est situé en fin de I’histogramme, il indiquerait une teneur
élevée en composeés lourds, tels les diterpénes.
L’examen des histogrammes, présentés sur la figure IIL.7, relatifs a la cinétique
d’extraction de I’huile des échantillons de la plante du Jardin d’essais, fraiche, séchée a
I’ombre et au soleil, laisse envisager, en effet, la prédominance dans I’huile des dérivés

sesquiterpéniques, le maximum étant situé au milieu de I’histogramme.
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Figure 111.7: Evolution du rendement d’huile essentielle, en fonction du temps,
lors de ’extraction d’un échantillon de matiére végétale fraiche, séchée a ’ombre
et au soleil, provenant du Jardin d’essais

L’allure de I’histogramme, correspondant a 1’échantillon de la plante séchée au soleil,
suggere, en outre, une plus faible teneur en monotepénoides et une teneur plus élevee en

composes lourds.
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L’¢tude de la cinétique d’extraction d’huile essentielle des échantillons de la plante

fraiche des trois lots nous ont permis présenter sur la figure I11.8 les histogrammes

correspondants.
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Figure 111.8: Evolution du rendement d’huile essentielle, en fonction du temps,
lors de I’extraction de la matiere végétale fraiche provenant des trois lots
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L’examen des allures de ces histogrammes suggere, d’une part, une composition
différente des huiles essentielles des trois lots et, d’autre part, laissent envisager:
e la prédominance des sésquiterpénes et de leurs dérivés, dans 1’huile essentielle de la
plante du Jardin d’essais (maximum au milieu de I’histogramme);
e les monoterpenes et leurs dérivés oxygenes seraient majoritaires dans I’huile du Lot 2
(maximum au début de I’histogramme);
e une composition plus complexe de I’huile du Lot 1, avec une prédominance des

dérivés monoterpéniques par rapport aux sesquiterpénoides.

111.4.3. Influence de débit spécifique sur la cinétique d’extraction

Afin d’apprécier I’influence du débit spécifique sur la cinétique d’extraction, nous
avons comparé les allures des courbes cinétiques I11.9, obtenues lors de I’extraction de 1’huile
essentielle de deux échantillons de la matiére végétale fraiche du Jardin d’essais, avec

différents débits spécifiques, respectivement, de 0,017g/g.mn et 0,030g/g.mn.

Débit spécifique 0,030 g/g,m| 010 débit spécifique 0,017g/g.mn
R(%) 05 1 R (%) o,os
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Figure 111. 9: Evolution du rendement en huile essentielle, en fonction du temps, lors de
I’extraction de deux échantillons de la matiére végétale fraiche du Jardin d’essais avec
différents debits spécifiques

Nous constatons que la vitesse d’extraction de 1’huile essentielle est nettement plus
¢levée, lorsque le débit spécifique est grand. En effet, 90 % de I’huile totale sont récupérés au
terme de 90 minutes, avec un débit spécifique de 0,030g/g.ml, alors que ce pourcentage n’est
atteint qu’au bout de 150 minutes, avec un débit spécifique de 0,017g/g.ml.

Par ailleurs, on observe que le débit spécifique affecte la vitesse des deux premiéres
¢tapes, mais semble ne pas influer sur la vitesse de récupération de 1’huile en fin du processus.

Dans I’hypothése que cette huile proviendrait des cites endogenes, ceci peut étre attribué au
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fait que la vitesse d’extraction de cette étape est régie par la lenteur de la diffusion de 1’huile

vers la surface du végétal.
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Chapitre IV
Etude de I’huile essentielle de
Salvia officinalis L.
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IV.1. Composition chimique de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.
Nous avons procédé a 1’analyse de I’huile essentielle Salvia officinalis L, obtenues des
échantillons de plante fraiche des trois lots étudiés, par chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométre de masse, afin d’¢lucider sa composition chimique.

IV.1.1 Le couplage chromatographie en phase gazeuse — spectrométrie de masse

Le couplage chromatographie en phase gazeuse—spectrométrie de masse, CG-SM, est
aujourd’hui une des techniques les plus utilisées dans la chimie analytique. Cette association
des deux techniques, 1’une séparative, 1’autre, d’identification, permet la séparation des
mélanges complexes et I’indentification de leurs constituants présents a 1'état de traces, de
quelques nano grammes de mélange. [75]

La technique est aujourd’hui a son apogée et trouve des applications dans des
domaines aussi varies, tels que I’industrie agroalimentaire, la médecine, la pharmacologie ou
I’environnement [76].

La chromatographie en phase gazeuse est réservée a I’analyse des COmMpOSEs
relativement volatils et thermiquement stables. Le rdle du chromatographe, dans cette
technique, est de séparer les constituants du mélange. Il est constitué de trois modules : un
injecteur, une colonne capillaire, placée dans un four, et un détecteur.

Le spectrometre de masse, quant a lui, permet 1’identification et la quantification des
composeés pures. I comporte trois éléments : une source, un analyseur et un détecteur [76].

Les limites de la GC-MS sont celles de la chromatographie en phase gazeuse. Le
facteur limitant étant la volatilité des constituants du mélange, cette technique est réservée a
I’analyse de molécules aisément vaporisables et thermiquement stables, c’est a dire, en
premiere approximation, de composés de poids moléculaire faible a moyen. Ces limites
admises, la GC-MS est un formidable outil d’analyse. La diversité des modes d’injection et
des colonnes capillaires (géométrie, nature de la phase stationnaire) autorise la séparation des
mélanges extrémement complexes, tels les huiles essentielles, les métabolites,

hydrocarbures... [77].

IV.1.2. Conditions opératoires d’analyse
L’huile essentielle a été analysée, a 1’aide d’un appareil HEWLETT-PACKARD, série
5973A, dans les conditions opératoires suivantes :
¢ Colonne capillaire: en silice fondu, de longueur 60m et diamétre inférieur 0,25mm

¢ Phase stationnaire : DB5, épaisseur du film 0,25um
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e Gaz vecteur : hélium

e Détecteur : MSD

e Débit de gaz vecteur : 0,5ml/mn

e Température de colonne : 60 a 220°C a raison de 3°C/mn
e Température de I’injecteur : 220°C

e VVolume injecté : 1l

e Mode d’injection : split 1/25

e Température de la source : 230°C

¢ Energie d’ionisation : 70 eV

¢ Vide : 35 mtorrs

Un mélange, constitué de n-alcanes, contenant 9 a 22 atomes de carbone, a été analysé

dans les mémes conditions opératoires.

IV.1.3. Identification des constituants
L’identification des constituants de I’huile essentielle a été réalisée par deux méthodes:
e comparaison de leurs indices de rétention, calculés suivant la formule de Van den
Dool et Kratz [78] a ceux publiés dans la littérature [79].
e comparaison de leurs spectres de masse a ceux, de la banque de données de 1’appareil,

en I’occurrence, NIST, et a ceux publiés dans la littérature [79].
IV.1.4. Résultats

Les chromatogrammes des huiles essentielles sont présentés sur les figures 1V.1, IV.2

et I\V.3 suivantes, ou sont indiqués les noms de quelques uns des constituants identifiés.
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Figure IV.1 : Chromatogramme de 1’huile essentielle de Salvia officinalis L. du Jardin
d’essai.
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Figure 1V.2 : Chromatogramme de 1’huile essentielle de Salvia officinalis L. du Lot 1.
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Figure 1V.3 : Chromatogramme de 1’huile essentielle de Salvia officinalis L. du Lot 2.
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La composition qualitative des huiles essentielles des trois lots de Salvia officinalis L
s’est avérée identique: les 73 composés, identifiés au total, sont présents dans les trois
¢chantillons d’huile essentielle analysés. Parmi ces composés, 68 sont des terpénes, 4 sont des
dérivés aromatiques et 1 dérivé aliphatique. Les composés identifiés représentent 97,9% de
I’huile essentielle extraite de la plante du Jardin d’essais, 96,5% de celle du Lot 1 et 99,6% de
I’huile du Lot 2.

Le tableau IV.1 regroupe I’ensemble des composés identifiés, repartis selon leur

appartenance a une classe de terpenes.

Tableau 1V.1: Composés identifiés dans I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Monoterpénes Sesquiterpénes Diterpénes Composés
et dérivés et dérivés et dérivés non
terpéniques

salvene a-cubébene phytone Aromatiques
tricycléne a-ylangene néophytadiéne p-cymene
a-thuyéne a-copaene néophytadiéne(1) thymol
a-pinéne B-bourbonéne néophytadiene(2) a-calacorene
camphéne y-caryophyllene ent-pimara-8,5-diéne | calaménéne
sabinéne [-caryophylene atisirene Aliphatiques
B-pinéne B-gurjunene épimanool acide
myrcene aromadendréne manool palmitique
a-phellandrene a-humulene longiborn-9-ene
a-terpinéne alloaromadendréne phytol
limonene y-muurolene
1,8-cinéol germacrene-D
cis-ociméne B-selinéne
trans-ocimene sativene
y-terpinéne viridifloréne
cis-hydrate de sabinéne | aristoléne
a-terpinoléne a-muuroléne
a-thuyone y-cadinene
B-thuyone d-cadinene
camphre 1,4-cadinadiéne
bornéol a-cadinéne
trans-pinocamphone viridiflorol
cis-pinocamphone a-cubénol
terpinen-4-ol oxyde de caryophylléne
a-terpinéol 1,2-époxy-humuléne
myrténal a-muurolol
myrténol a-cadinol
acétate de bornyle kongol
acetate de terpényle sativene
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Cependant, du point de vue quantitatif, la répartition de ces composés dans I’huile

essentielle de chaque lot est différente comme montreé sur la figure 1V.4 suivante.

70 -
T, % 60 A
50 4
40 -
30 - W
Monoterpénes Sesquiterpénes Diterpénes
B8 JE Blotl Olot?2

Figure 1V.4. Teneurs, en %, en mono-, sesqui- et di-terpénes dans les huiles
essentielles des trois lots étudiés

Nous avons constaté que dans ’huile essentielle de la plante de Jardin d’essais (JE)
prédomine la fraction sesquiterpénique (46,89% des constituants identifiés), les monoterpenes
(63,08%) sont majoritaires dans I’huile de la plante du lot 2, tandis que I’huile du lot 1
contient plus de diterpénes (16,03%) que les autres. Cette tendance est en accord avec les
informations sur la composition des huiles, fournies par les histogrammes de la figure 111.10.

Dans le tableau IV.2 suivant sont réunies les teneurs relatives des constituants

majoritaires, représentant pres de 60% dans 1’huile de chaque lot.

Tableau IV.2 : Teneurs relatives Te, %, des principaux constituants des huiles
essentielles de S. officinalis L

Lot Jardin d’essais Lotl Lot2

Composé Te, % Composé Te, Composé Te,

% %
Principaux Viridiflorol 17,79 Manool 13,42 a-thuyone 17,26
constituants a-thuyone 11,99 Viridiflorol 13,21 1,8-cinéol 13,54
a-humuléne 11,59 a-thuyone 12,33 | R-caryophylléne | 12,24
R-caryophylléne | 10,47 Camphre 10,27 Camphre 10,20

Manool 9,21 | R-caryophylléne | 9,94 a-humuléne 9,74
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En se reférant aux compositions des huiles essentielles de Salvia officinalis L.
rapportées par les travaux antérieurs [46, 50, 51], nous constatons que ces compositions
quantitatives sont inédites et pourront donner lieu a la définition de trois nouveaux

chémotypes.

IV.2. Propriétés organoleptiques et physico-chimiques
Les huiles essentielles extraites des échantillons de la matiére végétale des trois lots
¢tudiés, séchée a l’ombre et au soleil ont été caractérisées par leurs propriétés

organoleptiques, leurs densités et indices de réfraction.

IV.2.1. Propriétés organoleptiques
Les huiles essentielles de Salvia officinalis L. des trois lots sont des liquides mobiles et

limpides. Leurs propriétés organoleptiques sont regroupées dans le tableau V.3 suivant.

Tableau 1V.3 : Propriétés organoleptiques des huiles essentielles Salvia officinalis L
obtenues des échantillons de la plante des trois lots étudiés

Lot Jardin d’essais Lot 1 Lot 2
Etat de | Fraiche Séchée a Séchée au | Fraiche Séchée a | Séchée Fraiche Séchée a
la plante I’ombre soleil I’ombre au soleil I’ombre
Jaune Marron Marron Jaune Marron Marron Jaune Marron
Couleur | verdatre clair clair clair foncé foncé clair clair
Odeur agréable agréable agréable agréable désagré désagré | agréable | agréable
camphrée | camphrée | camphrée | camphrée able able camphrée | camphrée

On observe une sensible variation des propriétés organoleptiques des huiles, selon I’état

de la matiére végetale et sa provenance.

1VV.2.2. Densité

La densité des huiles essentielles, déterminée a 1’aide d’un pycnomeétre de Sml, a la

température de 20°C, variant entre 0,912 et 0,934, est conforme a la norme AFNOR [26].

1VV.2.3. Indice de réfraction
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L’indice de réfraction des huiles essentielles, obtenues des échantillons de la plante
fraiche séchée a I’ombre et au soleil a ét¢ mesuré a la température de 20°C, en utilisant la raie

D de sodium. Les valeurs obtenues sont réunies dans le tableau 1V.4 suivant.

Tableau V.4 : Indice de réfraction des huiles essentielles de Salvia officinalis L.
obtenues des échantillons de la plante des trois lots étudiés

Lot Jardin d’essais Lot1 Lot 2
Etat de | Fraiche | Séchée a Séchée | Fraiche | Séchée a | Séchée Fraiche | Séchée a
la plante I’ombre | au soleil I’ombre | au soleil I’ombre
nDZO 1,4668 1.4657 1,4772 1,4774 1,4460 1,4775 1,4700 -

On constate que I’indice de réfraction de I’huile varie en fonction de 1’état et de
provenance de la matiere végétale, toutefois ces valeurs sont conformes a la norme AFNOR

[26], a I’exception de celle de 1’huile extraite de la plante du lot 1 séchée a 1’ombre.

IV.3. Propriétés antimicrobiennes

1V.3.1. La méthode de I’antibiogramme

La méthode de I’antibiogramme, appelée aromatogramme, méthode par diffusion en
milieu gélosé ou encore méthode des disques, est une technique utilisée en bactériologie
médicale [80].

La technique consiste a imprégner de disques de papier Wattman de diamétre de 6 mm
d’une quantit¢ donnée d’huile essentielle a tester. Une suspension de chaque germe est
préparée dans de I’cau distillée stérile et ajustée a 10® bactéries/ml. La gélose nutritive,
spécifique a chaque microorganisme, est versée dans une boite de Petri et est ensuite
uniformément ensemencée avec une suspension de la bactérie a étudier. La boite de Petri est
incubée, dans une étuve, a 37°C, pendant 24 heures.

L’huile essentielle diffuse a partir du disque au sein de la gélose. Les bactéries se
dévéloppent sur toute la surface de la gélose, sauf la ou elles rencontrent une concentration
d’huile suffisante pour inhiber leur croissance. On observe, ainsi, autour des disques une zone
circulaire indemne de colonies, appelée zone d’inhibition (Figure IV.5 [81]). L’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle est appréciée par la valeur du diametre de la zone

d’inhibition y compris le diamétre du disque.
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Figure 1V.5: lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boites de Pétri [81]

Les résultats sont exprimeés selon trois niveaux de sensibilité des microorganismes :
e résistant : d<6 mm
e sensibilité intermédiaire : 6 <d <13mm

e sensible : d>13 mm

IV.3.2. Résultats et discussion

Nous avons évalué, par la méthode d’antibiogramme, ’activité antimicrobienne de
quatre échantillons d’huile essentielle de Salvia officinalis L. :

e Echantillon 1, obtenu a partir de la matiére végétale fraiche du Jardin d’essais, ayant
un taux d’humidité de 73,9%

e Echantillon 2, obtenu & partir de la matiere végétale du Jardin d’essais, séchée a
I’ombre de taux d’humidité de 16,9%.

e Echantillon 3, obtenu a partir de la matiére végétale fraiche du lot 1

e Echantillon 4, obtenu a partir de la matiére végeétale fraiche du lot 2.

En se basant sur des travaux antérieurs [82], nous avons fixé la concentration de
I’huile a 2,5ul/disque. Seize souches bactériennes, appartenant a trois familles, cocci,
entérobactéries et BGN oxydatif, ont été testées. Certaines proviennent des prélevements
cliniques (PC), d’autres, sont des souches de référence ATCC (American typing culture
collection). Le tableau 1V.5, réunit les microorganismes testes, leur origine et les diamétres,

en mm, des zones d’inhibition.
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Tableau 1V.5: Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Salvia officinalis L.

Microorganisme Origine Diamétre de la zone d'inhibition d,

Cocci 1 2 3 4
Staphylococcus aureus  P.C. Pus de fistule <6 <6 <6 <6
Staphylococcus aureus  P.C. Pus de fistule <6 <6 <6 <6
Staphylococcus aureus ATTC 25923 <6 15 17 <6
Staphylococcus aureus  P.C. ECBU* <6 <6 <6 <6
Enterococcus faecalis  P.C. 215 ECBU 20 18 18 <6
Enterococcus faecalis  P.C. 270 ECBU <6 16 15 <6
Entérobactéries

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

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

*ECBU : examen cytobactériologique des urines
** P.V. : prélevement vaginal
L’examen de ces résultats suscite les remarques suivantes :

e Seules les cocci sont sensibles a I’action de I’huile essentielle extraite de la plante du
Jardin d’essais et du lot 1. L’activité de ces huiles est tres €élevée, 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 du Jardin
d’essais et a ’huile extraite de la plante fraiche du lot 1, alors que I’huile essentielle du lot 2
ne présente aucune activiteé.

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

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.
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Conclusion
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Ce travail a porté sur I’extraction de I’huile essenticlle de Salvia officinalis L.
provenant de trois lots différents, par entrainement a la vapeur d’eau, I’¢lucidation de leur
composition chimique, la détermination de leurs propriétés physiques et organoleptiques et
I’évaluation de leur activité antimicrobienne.

Les essais d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau de I’huile essentielle ont
¢été effectués a 1’échelle semi-pilote, dans une installation, congue et réalisé au département
Génie chimique de 1’Ecole Nationale Supérieure Polytechnique. Ces essais ont permis
d’étudier I’influence sur le rendement en huile des paramétres liés aussi bien au procédé lui-
méme, qu’aux propriétés de la matiere végétale.

Parmi les paramétres du procede, influencant le rendement en huile, une attention
particuliere a été portée sur le débit spécifique de vapeur d’ecau. Les résultats d’une série
d’essais d’extraction des échantillons représentatifs de la matiére végétale provenant du
Jardins d’essais, réalisés avec différents débits spécifiques, ont montré que le meilleur
rendement en huile est obtenu avec un débit spécifique de 0,06g/g.min. Par ailleurs, il a été
constaté que ce dernier affecte la cinétique d’extraction de sorte que 90% de I’huile totale
sont récupérés au terme de 90 minutes, avec un débit spécifique de 0,030g/g.min, alors que la
méme quantité n’est récupérée qu’au bout de 150 minutes, avec un débit spécifique de
0,017g/g.min.

Le fait que I’installation, telle qu’elle a été congue, ne permet pas d’effectuer la
cohobation des eaux de distillation et I’intérét d’éviter un traitement supplémentaire de celles-
ci pour la récupération de I’huile solubilisée, nous ont incités a entreprendre une étude relative
a I’influence, de la température du distillat pendant son séjour dans le décanteur sur les
rendements en huile primaire et secondaire. Pour les besoins de cette étude, un dispositif
expérimental, constitué d’un décanteur a flux inversé et un bain thermostaté, a été mis en
ceuvre. Les résultats des essais d’extraction des échantillons représentatifs de la matiere
végétale, realise avec un débit spécifique optimal et a différentes températures du distillat
dans le décanteur, ont permis, d’une part, de constater que pour une température de 30°C le
rapport des masses d’huile secondaire et d’huile totale est minimal, et d’autre part, d’effectuer
une évaluation statistique de leur reproductibilité.

Parmi les parametres liés aux propriétés de la matiere végétale, nous nous sommes
intéressés a la structure sécrétrice de ’huile essentielle de Salvia officinalis L. et a I’influence,
sur le rendement, de I’état de la matic¢re végétale : fraiche, s€chée a I’ombre et au soleil.

Les observations microscopiques des différents organes, des coupes de la tige et de la

feuille de la plante, ont confirmé le caractere exogéne de la structure sécrétrice de Salvia
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officinalis L. et ont révélé la présence des cavités, qui pourraient étre assimilées a des poches
endogénes, renfermant éventuellement de 1’huile essentielle.

L’allure des courbes cinétiques totales, donnant 1’évolution du rendement, en fonction
du temps, lors de I’extraction par entrainement a la vapeur d’eau des échantillons de la plante
fraiche, séchée a I’ombre et au soleil, ont mis en évidence la présence trois €tapes cinétiques
que I’on peut lier a la structure sécrétrice de la plante.

L’étude de I’influence sur le rendement en huile, de I’état de la plante : fraiche, séchée
a ombre et au soleil, a montré que, quelque soit le mode de séchage, il provoque une
augmentation du rendement en huile essentielle. Le meilleur rendement en huile 1,25% a été
obtenu a partir de la plante provenant du Jardins d’essais séchée a I’ombre, ayant un taux
d’humidité de 16,9%.

L’analyse des huiles essentielles extraites a partir de la matiére végétale provenant des
trois lots, par CG-SM, a permis I’identification de 73 composés, tous présents dans les trois
¢chantillons d’huiles essentielles analysées. Cependant, du point de vue quantitatif, leurs
compositions sont différentes. Ces compositions sont inédites et pourront donner lieu a la
définition de trois nouveaux chémotypes.

Les propriétés physiques des huiles essentielles, notamment, leurs densités et leurs
indices de réfraction, varient selon 1’état de la matiere végétale et sa provenance. Elles sont
conformes a la norme AFNOR.

L’activité antibactérienne des huiles essentielles, vis-a-vis de seize souches,
appartenant a trois familles, cocci, entérobactéries et BGN oxydatif, a été évaluée par la
méthode d’antibiogramme. Pour la concentration en huile par disque utilisée, seules les cocci
sont sensibles a ’action de I’huile essentielle extraite de la plante séchée a I’ombre du Jardins
d’essais et a I’huile extraite de la plante fraiche du lot 1, alors que I’huile essentielle de lot 2
ne présente aucune activiteé.

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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