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Evaluation of extracts recovered during solvent extraction of the leaves of Rosmarinus officinalis L.

Abstrat : The objective of this study is to evaluate the extracts recovered during solvent extraction of the leaves
of Rosmarinus officinalis L. using the ethanol-water mixture (80-20) and follow the Kkinetics. A mass transfer
model based on diffusion, simulates the evolution of the efficiency of total polyphenols was chosen with the help
of the EXDIF software, which was very important to determine the diffusion coefficient. The quantitative
analysis of phenolic compounds isolated by liquid-liquid extraction process was carried out by the Folin-
Ciocalteu method, and aluminum trichloride, to the content of total polyphenols and flavonoids, respectively.
The Evaluation of the antioxidant power was carried out using the trapping method of the free radical DPPH.
Qualitative analysis of phenolic compounds of the various phases of the extracts was performed by thin layer
chromatography.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., extraction,kinetics of extraction, total polyphenols, flavonoids,
antioxidant activity, thin layer chromatography.

Evaluation des extraits récupérés lors de ’extraction par solvant des feuilles du Rosmarinus officinalis L.
Résumé : L’objectif de cette étude est d’évaluer les extraits récupérés lors de I’extraction par solvant des feuilles
du Rosmarinus officinalis L. par le mélange éthanol-eau (80-20) et suivre la cinétique.Un modele de transfert de
matiere, basé sur la diffusion, simule 1’évolution du rendement des polyphénols totaux a été choisi a 1’aide du
logiciel EXDIF, et qui a permis de déterminer le coefficient de diffusion. L’analyse quantitative des composés
phénoliques isolés par le procédé d’extraction liquide-liquide, a été effectuée par les méthodes de Folin-
Ciocalteu, et de trichlorure d’aluminium, pour la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, respectivement.
L’évaluation du pouvoir antioxydant a été réalisée en utilisant la méthode de piégeage du radical libre DPPH.
L’analyse qualitative des composés phénoliques de différentes phases d’extraits a été effectuée par

chromatographie sur couche mince.

Mots clés : Rosmarinus officinalis L., extraction, cinétique d’extraction, polyphénols totaux, flavonoides,

activité antioxydantes, chromatographie sur couche mince (CCM).
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Introduction générale

Depuis la nuit des temps, les humains apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des
plantes. A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques paraissent étranges et relevent de la
magie, d’autres au contraire semble plus fondées, plus efficaces. Pourtant, toutes ont pour
objectifs de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des humains (Verdrager, 1978; Iserin,
2001).

Ces derniéres années, les plantes aromatiques et médicinales ont suscité beaucoup
d’intérét dans différents domaines. En effet, les substances naturelles extraitesde ces plantes
ont permis de grandes avancées en raison de leur valeur ajoutée dans la préparation de
nombreux produits, en particulier dans les domaines nutraceutique, pharmaceutique, la
cosmétique et les parfums, et leur utilisation est encouragée, car les produits équivalents issus
de synthéses chimiques ont mauvaise presse parmi le grand public. Il existe donc un besoin de
production de substances bioactives isolées, concentrées et purifiées, pour une utilisation dans

un large champ d’application.

Le romarin (Rosmarinus Officinalis L.) fait I’objet de récentes recherches dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agro-alimentaires. C’est une herbe aromatique de
la famille des Labiées, appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-oxydantes,
antimicrobiennes, antispasmodiques, emménagogues et anti-tumorales, largement utilisée
dans les produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle (Atik bekkara et al., 2007).
Cette plante peut produire des antioxydants similaires aux antioxydants synthétiques (BHA,
BHT, BTHQ). Et l'activité antioxydante de ses extraits est, en effet, produite par des
composés phénoliques qui sont essentiellement l'acide rosmarinique, camosole, rosmanole et

acide carnosique (Ibanez, 1999).

En effet, Les antioxydants naturels connaissent un intérét croissant pour des applications
dans les industries agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. 1l existe donc un besoin de
production d'extraits riches en antioxydants a partir de différentes sources végétales y compris

a partir de co-produits d'industries agro-alimentaires.

La spécificité des problemes d'isolation de composés bioactifs comme les antioxydants
naturels est liée a la nécessité de conserver leurs fonctionnalités au cours de leur extraction et

purification. Souvent des conditions d'extraction douces sont donc recommandées.

L’objectif de notre étude est, d’isoler les composés phénoliques des extraits du

Rosmarinus officinalis L. par le procédé d’extraction liquide-liquide, afin d’évaluer leur

12



Introduction générale

activités antioxydantes, et d’analyser la composition phénolique des extraits par
chromatographie sur couche mince, ainsi que I’étude cinétique et la deétermination du

coefficient de diffusion de I’extraction solide-liquide en mode batch.

Le premier chapitre de ce manuscrit est une étude bibliographie relative a la matiére
végétale, objet de cette étude, aux extraits végétaux, en générale, et ceux du Rosmarinus
officinalis L., en particulier. Ensuite le mécanisme et la cinétique de I’extraction solide-

liquide. Enfin les méthodes d’analyses chromatographiques.

La préparation de la matiére végétale, préalable a I’extraction de ces cCOmMposés
phénoliques, I’installation d’extraction solide-liquide et de I’extraction liquide-liquide, les
démarches expérimentales adoptées, ainsi que les différentes méthodes d’analyses, les réactifs

et les outils utilisés, font 1’objet du second chapitre.

Le troisieme et dernier chapitre, quant a lui, regroupe les résultats des essais d’extraction
solide-liquide, réalisés dans le cadre de la cinétique d’extraction. Le modeledifusionnel
élaboré pour I’étude cinétique, a 1’aide du logiciel EXDIF, et le coefficient de diffusion du
modele, est également présenté. Ensuite, il s’agit de la quantification des composés
phénoliques par les méthodes de dosage, suite a la purification des extraits du Rosmarinus
officinalis L. par le procédé d’extraction liquide-liquide. Enfin,I’évaluation du pourvoir
antioxydant par la méthode de piégeage du radical libre DPPH, ainsi 1’analyse qualitative par

chromatographie sur couche mince (CCM) des extraits.

13
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Chapitre | Etude bibliographique

I.1La matiere végetale : Rosmarinus officinalis L.

1.1.1 Présentation

Le romarin est I’'une de ces plantes qui inspiraient le respect des anciennes civilisations de par
leurs bienfaits qui leurs valaient d’étre considérées sacrées. Ainsi, le poete latin lyrique et satirique

Horace (65-8 av. J.-C.), le désigne comme étant une plante sacrée douée de vertus fantastiques.

Le romarin fait I’objet de trés nombreuses mentions historiques et 1égendaire. Les anciens lui
vouaient une grande vénération. Symbole des fétes, nuptiales ou funéraires, il était abondamment
utilisé pour confectionner des couronnes. Tout d’abord destinées a parer les jeunes épouses lors de
la cérémonie €tant synonyme d’amour, de fidélité et de bonheur éternel, ces feuilles ont par la
suite orné les tétes des étudiants en Gréce, car le romarin était reconnu pour avoir une action
stimulante sur les fonctions mentales et de récentes recherches scientifiques tendent d’ailleurs a
accréditer ces effets bénéfiques sur I’intellect. Des rameaux ont été trouvés dans les tombes des
premiéres dynasties égyptiennes, on mettait, aussi, des brins de romarin sous les oreillers pour
chasser les mauvais esprits et les cauchemars et au temps des grandes épidémies, on en mettait un
petit sac autour du cou pour s’en protéger. Mais ’histoire la plus célebre a propos de cette plante
est certainement celle de 1’eau de la reine de Hongrie. Celle-ci agée de 72 ans et paralysée,
retrouva la santé et la jeunesse grace a une cure d’alcoolat a base de romarin (Teuscher et al.,
2005).

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) tiendrait son appellation du latin «ros marinus »
(Scheler, 1862), signifiant « rosée de mer » en référence a I’habitat de la plante que I’on trouve,
selon une légende, uniquement dans les régions ou s’étend, au petit jour, la rosée venant de la mer

ou encore du latin Rosa marina qui signifie « Rose de mer » (Escuder, 2007).

1.1.2 Description botanique

Le romarin est un arbrisseau de 50 cm a 1,5 voire 2 métres de hauteur, ligneux, toujours vert,
trés aromatiques, trés feuillé des la base (Figure I-1). Les feuilles persistantes sont coriaces,
sessiles, liniéres, entiéres, aux bords légerement enroulés, beaucoup plus longues que larges, d’un
vert sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous. Leur odeur, trés camphrée, évoque aussi
I’encens (d’ou il tient son nom « encensier » en provencal). La vie du romarin peut durer jusqu'a

trente-trois ans.
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Chapitre | Etude bibliographique

Figure I-1 : Le romarin (Rosmarinus officinalis L.)

Ses fleurs sont souvent bleuatres, plus rarement blanches, ponctuées a 1’intérieur de taches
violettes (pour le R. officinalis albiflorus), bilabiées, rapprochées en petites grappes axillaires et
terminales disposées au sommet des rameaux. Leur calice, en cloche, est velu a dents bordées de
blanc, bilabié, pulvérulent, nu a la gorge, a lévre supérieure ovale et enti¢re, I’inférieure a deux
lobes lancéolés. La corolle bilabiée, a tube saillant, possede une leévre supérieure a casque bifide et
une lévre inférieure a trois lobes dont le médian est tres large et concave. Les deux étamines, a
filets saillant, munies vers la base d’une petite dent, sont insérées a la gorge de la corolle. Les
antheres sont linéaires et a une loge. Comme pour la plupart des lamiacées, le fruit est un tétrakene
(de couleur brune) a quatre carpelles obovales et lisses, dissimulés au fond du calice (Ducerf,
2007).

La floraison du romarin est possible pendant toute 1’année, lorsqu’il se trouve en situation

optimale (Escuder, 2007).

1.1.3 Répartition géographique

Le romarin couvre un domaine géographique relativement vaste. Il pousse naturellement sur
tous types de terrains avec une préférence pour les sols calcaires bien drainés, argileux ou argileux
limoneux, situés dans les endroits ensoleillés chauds, secs et abrités du vent et ayant idéalement un
pH compris entre 6,5 et 7. Le romarin n’apprécie pas une sécheresse trop importante et peut se
contenter de I’humidité du littoral, d’ailleurs, on le rencontre entre le niveau de la mer et une
altitude de 650 voire jusqu’a 1500 métres, et bien que ce soit une plante aimant les climats chauds,

il supporte les gelées si le sol ne conserve pas I’humidité.
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Le romarin pousse spontanément sur la plupart des maquis, garrigues et rocailles et il
accompagne le thym, la sauge, 1’origan et le pin d’Alep (Gilly, 2005) dans les régions du bassin
méditerranéen, ou il est cultivé pour ces nombreuses vertus: comme herbe condimentaire et
mellifére (le miel du romarin est tres réputé) (Site web [1, 2]), ou pour en extraire son huile
essentielle, notamment au voisinage du littoral de la Corse, Italie, Tunisie, Maroc, Egypte,
Portugal et Algérie ou il s’étend sur une superficie de plus de 100000 hectares (Bensebia et al.,
2009).

Plante commune du bassin méditerranéen, son aire de répartition s’étend jusqu’au sud-ouest
de I’Asie (Rombi et Robert, 2007) et sa production a été introduite en Inde par CIMAP (Central
Institute of Medicinal an Aromatic Plants) vers la fin des années 80 notamment dans les Nilgrie et

autour du Bangalore.

1.1.4 Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques
Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :
e Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres
respiratoires (Lemonica et al., 1996 ; Souza et al., 2008) ;

e Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives (Ibanez et al.,

2000 ; Pérez et al., 2007 ; Wang et al., 2008) ;
e Anti-inflammatoires, antimétastasiques (Cheung et Tai, 2007) ;

e Inhibition de la genese des tumeurs mammaires (Singletary et Nelshoppen, 1991) et la

prolifération des tumeurs cutanées (Huang et al.,1994) ;

e D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases

d'initiation et de promotion de cancérogéenese (Offord et al., 1995) ;

e Carnosol du romarin possede une activité antivirale contre le virus du SIDA (HIV)
(Aruoma et al., 1996) alors que 1’acide carnosique a un effet inhibiteur trés puissant contre
la protéase de HIV-1 (Paris et al., 1993).

» Principes actifs :
Les principaux constituants du romarin responsables des différentes propriétés sont :

e Les acides phénoliques : acide vanillique, acide caféique, acide p-coumarique (Ibanez
et al, 2003 ; Ramirez et al., 2004 ; Cavero et al., 2005 ; Herrero et al., 2005 ; Muchuweti et
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al., 2007 ; Pérez et al., 2007), les flavonoides : genkwanine, cirsimaritine (Ibanez et al.
,2000; Cavero et al., 2005), ériocitrine, hesperédine, diosmine, lutéoline (Okamura et al.,
1994 ; Del Bano et al., 2004), apigénine (Yang et al.,2008).

1.2 Les extraits végétaux

L’histoire des extraits a commencé bien longtemps. Déja au XVIeme siccle, le
célebremédecin Paracelse expérimentait en essayant d'extraire avec différents solvants ce qu'il

appelait«principe actif » ou « force » des plantes.

Aujourd'hui, l'utilisation des plantes seches et pulvérisées en capsule s'est
populariséenotamment dans les grandes villes grace a leurs stabilités. Cependant, étant donné que
ces plantesn’ont pas subi d’extraction, leurs principes actifs restent séquestrés dans les cellules

vegétales.

C’est pourquoi le monde tourne actuellement vers les extraits qui renferment tout le

potentielcuratif des plantes et permettent d’isoler les composés a haute valeur ajoutée.

1.2.1 Définition

Les extraits végétaux sont des préparations obtenues par |’action extractive d’un
solvantapproprié sur une plante ou une partie de plante, le plus souvent séche et broyée. lls

contiennentles composes de la plante solubilisés par le solvant utilisé (Site web[1]).

1.2.2 Appellations

Pour une méme plante, les conditions et les méthodes employées amenent a différentstypes
d’extraits. Le tableau I-1 rassemble quelques appellations d'extraits en fonction des procédéset des
propriétés caractéristiques mises en ceuvre. On remarque qu'un méme procédé d'extractionn'améne

pas toujours a la méme appellation.

Il existe également sur le marché de nombreuses appellations technico-commerciales
enfonction des propriétés biologiques (extrait diurétique), de la composition (extrait titré
enpolyphénols), des solvants utilisés (extrait hydro-alcoolique), de l'origine botanique (extrait

deGinkgo) ou en combinaison (extrait hydro-alcoolique de ginkgo par exemple) (Site web[1]).
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Tableau I-1 :Paramétres mis en ccuvre dans les opérations d’extraction et appellations (Peyron,
1992).

Techniques

Propriétés

Produits fabriqués

Evaporation

Déshydratation - Séchage

Concentration de miscella (S/pres. atm. ou réduite)
Concentration de jus de fruits

Distillation
Rectification (S/pres. atm. ou réduite)
Distillation séche

Co-distillation

Avec eau (S/pres. atm. ou en surpression)
Hydrodistillation et a vapeur humide
Vapeur seéche

Avec un autre fluide (S/pres. atm. ou réduite)
Alcool
Polyols

Volatilité

Résinoides, concrétes
Oléorésines

Isolats, déterpénés
Huile empyreumatique

Huiles essentielles Eaux
aromatisées

Alcoolats
Distillats moléculaires

Extraction liquide / solide
Solvant conservé : Corps gras
Alcool
Solvant éliminé: Fluide liquide
Fluide liquéfi€ (ou supercritique)

Extraction liquide / liguide
Discontinue
Continue

Cristallisation aprés concentration partielle et
refroidissement

Solubilité

Pommade
Infusion — Teinture

} Concrete, résinoide

Essences déterpénées

Menthol — Anéthol

Broyage — tamisage

Expression — Filtration

Glagage — Filtration

Séparation au moyen de membranes

Formes et taille
des particules

Huiles essentielles
d’agrumes

Séparation chromatographique
Décoloration

Adsorption

Huiles essentielles
Absolues

1.2.2.1 Les oléorésines : concreétes et résinoides

Les extraits obtenus a l'aide de solvants organiques volatils sont plus complets que leshuiles
essentielles car ils contiennent non seulement les composés volatils mais aussi d'autres
constituants qui n'étaient pas entrainables par la vapeur d'eau (triglycérides, cires, colorants de
nature lipidique et composés sapides). Les oléorésines regroupent deux types de produits selon

I’état de la matiére végétale utilisée :
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e Les concrétes : extraits a odeur caractéristique, obtenus a partir d’'une matiére premiére
fraiche d’origine végétale, par extraction au moyen d’un solvant non aqueux, suivie de
I’¢limination de ce solvant par des procédés physiques.

e Les résinoides : extraits a odeur caractéristique, obtenus a partir d’'une mati¢re premiere

seéche d’origine naturelle, par extraction a 1’aide d’un solvant non aqueux.
Le terme "oléorésine™ désigne indifféremment I'un ou l'autre de ces deux extraits (Bousbia, 2011).

1.2.3 Composition chimiques

L'extraction consiste a solubiliser des molécules d'intéréts dans des solvants. Lescomposés
organiques ainsi extraits appartiennent a différentes familles de molécules comme lesglucides
(oligosides, monosides et dioses), les peptides, les acides aminés. D’autres composésappartiennent

au métabolisme secondaire de la plante, les plus cités sont :

Les alcaloides : Le mot alcaloide vient de I'arabe "Al kali " : potasse et du grec eidos :forme.
Un alcaloide est une substance organique d'origine végétale, azotée, généralementhétérocyclique,
et a caractere alcalin. La morphine était le premier alcaloide isolé dans lI'opium(vers 1805). Puis la
strychnine (1818) et la caféine (1819) (Site web [2,3]). 12 000 alcaloides destructures différentes
ont été identifiés, leurs activités biologiques sont diverses (toxiques outhérapeutiques) :

anticancerux (le taxol), poison (strychnine), stimulant (caféine)... (Dehak, 2013).

Les polyphénols : Les polyphénols constituent une famille de molécules largementprésente
dans le régne végétal. Ils sont caractérisés par la présence d’un ou de plusieurs cyclesbenzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles et sont généralement & massemoléculaire élevée.
Ces composés présentent des propriétés redox qui leur permettent d’agir soitcomme agents
réducteurs (donneur d’hydrogéne), piégeur de I’oxygene ou des chélateurs demétaux (N’Gussan et
al., 2011). Ills sont aussi impliqués dans les réactions de défense de la plante, dans
lacommunication interbiotique interspéecifique (plante/insectes,
plante/microorganismes,plante/plante) ou intraspécifiques (communication entre les plantes,
signaux d'alertes...) ou encoredans la protection de la plante contre les effets déléteres des UV
(Bertrand et al., 2013).

Les terpenes et dérivés : Les terpénes sont une classe d'hydrocarbures, produits parde
nombreuses plantes, leur formule de base est (CsHg)n. 1ls peuvent étre acycliques, polycycliques,et
aussi aromatique. Leurs propriétés chimiques, physiques et biologiques dépendent de la taille

deleurs structures et les groupes fonctionnels présents (Site web [4]).
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La famille des terpénes comprend des hormones (acide abscissique), des
pigmentscaroténoides (caroténe et xanthophylle, des stérols, des dérivés de stérols. le latex qui est
a la basedu caoutchouc naturel), ainsi qu’une grande partie des huiles essentielles. De nombreux
composesterpéniques possedent & la fois une valeur commerciale considérable et des roles

physiologiquesimportants (Hopkins, 2003).

1.2.4 Utilisation

Les extraits de plantes ont I’avantage de concentrer toute la richesse d'une plante en unvolume
réduit. De plus, les substances présentes peuvent étre titrées et dosées ce qui apporte
auxconsommateurs une certitude des principes actifs présents (Site web[5]). De ce fait, le marché
desextraits végétaux a vu une croissance continue notamment ces derniéeres années, il est constitué

detrois segments principaux :

La pharmacologie (50% du marché des extraits végétaux) :Le marché mondial des
médicaments a base de plantes a été estimé a 33 milliards $ USen 2013, enregistrant un taux de
croissance annuel de 11 %. Plus de 2618 substances chimiquespures sont extraites a partir des

plantes et ont été testées pour leurs propriétés pharmacologiques[6,7] Site web.

Les médicaments phytothérapeutiques sont preparés de plus en plus a partir
d’extraitsvégétaux, ces derniers peuvent étre utilisés tel qu’ils sont pour la préparation des
médicamentsliquides (teintures, gouttes ou sirop), ou traités par évaporation pour éliminer le
solvant, apres quoil’extrait sec sera transformé en comprimés ou en capsules ou incorporé dans

des pommades ou dessuppositoires.
L'agro-alimentaire (30% du marché des extraits végétaux) :

Les extraits sont trés utilisés dans 1’industrie alimentaire pour 1’élaboration de couleurs
etd’aromes naturels mais aussi pour leurs richesses en polyphénols (Anthocyanes, tanins,
acideshydroxybenzoiques et  hydroxycinnamiques,  vanilline,  thymol,  tocophérols,

tocotrienols,quinones...) dont les propriétés intéressent vivement ce secteur.

IIs sont responsables du brunissement, impliqués dans les sensations dastringence et
dansl'amertume, mais egalement molécules aromatiques et colorées, les polyphénols exercent un

effetmajeur sur les caracteres organoleptiques des produits.

Par leurs propriétés antiseptiques, antibactériennes, antifongiques..., les polyphénolspeuvent

avoir une incidence sur la conservation des produits alimentaires.

Les propriétés antioxydantes ou anti-inflammatoires des polyphénols participeraient a
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lapréservation de la qualité des produits alimentaires (Sarni-Manchado, Cheynier, 2006).
La cosmétologie (20% du marché des extraits végétaux) :

Les extraits de plantes jouent un role fondamental en cosmétologie naturelle, du fait deleur
richesse en agents actifs, les extraits sont employés dans presque toute la gamme de produitsde
soin pour le corps (des crémes aux shampooings).Voici quelques exemples d’extraits de plantes

utiliseés frequemment en cosmétologie :

e L’aloe vera pour hydrater et adoucir la peau ;

e Le bleuet pour ses puissantes vertus anti-inflammatoire et décongestionnantes ;

e Larose pour resserrer les pores ;

e La sauge pour ses vertus antiseptiques et astringentes (Site web[8, 9]) ;

Les extraits vegétaux sont aussi utilisés dans dautres secteurs comme la

nutrition(compléments alimentaires), la chimie verte, les biomatériaux, inhibiteurs de corrosion.

Les extraits : Inhibiteurs de corrosion.

De nombreuses études se sont intéressees derniérement au caractere anticorrosif desextraits de
plantes. Les résultats obtenus ont montré clairement que les extraits peuvent étre unesource
d’inhibiteurs, écologiques (biodégradables et non toxiques) qui garantissent une efficacitéélevée.
Ils protégent les métaux dans I'environnement acide et peuvent remplacer les produitschimiques

toxiques utilisés actuellement (Benmessaoud Left et al., 2013 ;Selles, 2012).

L’extrait du Rosmarinus officinalis L.

Il était établi que I'extrait de romarin inhibe la formation de substances polaires, les polyméres
et la décomposition des triglycérides polyinsaturés, en particulier dans le cas de I'huile de colza, et
améliore la qualité des frites (Reblova et al., 1999). Pour extraire les différents composés
antioxydants du romarin, plusieurs solvants ont été utilisés comme I'hexane, benzene, éthyle
I'éther, le chloroforme, le dichlorure d'éthylene, le dioxanne et de methanol (Chang et al., 1977).
Ces extraits ont été testés a 0,02% lors de I'oxydation de lard a 60 ° C dans l'obscurité. Il a été
établi que c'est I'extrait méthanolique qui a eu l'activité laplus forteet il a été purifié d'avantage
pour étudier l'effet antioxydant d'une fraction dans la friture des croustilles dans I'huile de

tournesol a 60 ° C a lI'obscurité pendant 60 jours.

D'autres extraits de romarin ont montré une activité antioxydante dans le saindoux, le colza et
le tournesol a 100°C a 0,005% (Marinova et al., 1991 et Pokomy et al., 1998). L'extrait

éthanolique du romarin a éte utilisé pour enrichir le beurre et stabiliser les huiles comestibles a la
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friture en particulier en présence d'acide ascorbique et de palmitate. Dans I'huile de soja, il était
utilise avec le BHT (Barbut et al., 1985).

En effet, I'extrait de romarin, a des concentrations de I'ordre de 2500 ppm, a montré une plus
grande capacité antioxydante que le BHT et BHA, dans les saucisses de porc fraiches et congelées.
Dans I'huile de soja, l'activité antioxydante de I'extrait de romarin a 4% de composes phénoliques
diterpenes en comparaison avec de I'a-tocophérol est meilleur d'apres des tests de Rancimat. Dans
certaines études, l'extrait de romarin a aussi montré une activité antioxydante plus élevée que le

carnosol et lI'acide rosmarinique. (Edwin et al., 1996 ; Basga et al., 1997)

1.3 Etude cinétique de I’extraction solide-liquide

1.3.1 Principe et mécanisme de I'extraction solide-liquide

L'extraction solide-liquide est une opération physique de transfert de matiére entre une phase
solide, qui contient la substance a extraire et une phase liquide, le solvant d'extraction (Leybros et
Frémeaux 1990). Suite au contact entre le solvant et le solide hétérogéne, les substances ayant une
affinité pour le solvant sont solubilisées et passent de la phase solide dans la phase liquide. Au
cours de l'extraction, leurs teneurs (fractions) dans la phase solide diminuent et leurs
concentrations dans la phase liquide augmentent. Le transfert de matiere se réalise par diffusion
moléculaire et par convection. L'extraction est un processus non stationnaire qui s'arréte au
moment ou s'établit un équilibre entre les deux phases. Cependant si le solvant est continuellement

renouvelé, la diffusion se poursuit jusqu'a épuisement de la phase solide (Dibert 1989).

Généralement, I'extraction n'est pas trés selective. En plus des molécules d'intérét, d'autres
substances sont également co-extraites a partir de la phase solide vers le solvant. La solution
obtenue est appelée extrait. La matiere solide obtenue aprés évaporation du solvant est aussi
appelée extrait ou extrait sec. La source solide épuisée aprés l'extraction contient tres peu ou pas

de soluté. Elle est appelée raffinat ou résidu.

Dans certains cas, la matiére végétale est prétraitée avant l'extraction pour améliorer le contact
entre les phases. Le séchage, le broyage et le morcellement sont souvent utilisés connue opérations
de prétraitement. Parfois, des prétraitements enzymatiques sont également utilisés pour faciliter la
dissolution des molécules d'intérét dans le solvant. La rupture des parois cellulaires sous l'action

de pectinases et cellulases favorise I'extraction des polyphénols (Bonilla et al., 1999).

Apres l'extraction, I'extrait obtenu est séparé du solide épuisé par sédimentation, filtration ou

centrifugation. Finalement, un extrait sec peut étre obtenu par un séchage approprié (atomisation
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ou lyophilisation, par exemple). Les extraits secs peuvent étre conservés longtemps et utilisés

comme des ingrédients dans des industries alimentaire, cosmétique ou pharmaceutique.

Au cours de I'extraction plusieurs étapes successives peuvent étre distinguées :

e Pénétration du solvant dans la matrice solide ;

e Dissolution du soluté dans le solvant ;

e Diffusion du soluté vers I'extérieur de la matrice solide ;

e Transfert du soluté vers le cceur de la phase liquide (par diffusion ou convection).

La durée de l'extraction solide-liquide est déterminée par I'étape la plus lente qui contréle la
vitesse de l'opération. Le plus souvent il s'agit de I'étape de diffusion interne dans la matrice

végeétale.

1.3.2 Cinétique de I'extraction solide-liquide

La vitesse d'extraction peut étre exprimée en termes de masse de solutés dissous par unité de

temps ou par la variation de la fraction de ces molécules dans le solide par unité de temps.

La vitesse de transfert, mesurée par le flux de matiére transférée par unité de temps et par
unité de surface d'interface, dépend directement des écarts a I'équilibre, appelés potentiels de
transfert globaux ou potentiels d'échange. Le potentiel de transfert propre a chaque phase
s'exprime par la différence positive entre la concentration moyenne du soluté dans la phase

considérée et sa concentration a l'interface.

A toute expression définissant le potentiel d'échange correspond un coefficient de transfert,
qui dépend des propriétés physico-chimiques du systeme et des conditions hydrodynamiques
(Poirot 2007).

La description mathématique de l'extraction solide-liquide est trés complexe a cause de
nombreuses difficultés :

e Laforme irréguliére de la source solide ;

e La polydispersion de la phase solide (particules de tailles différentes) ;

e La structure spécifique de chaque source solide ;

e L'anisotropie du solide dans certains cas

Le changement de la structure au cours de l'extraction (gonflement considérable de
la matrice végétale suite a la pénétration du solvant) : les variations de la teneur de la substance
d'intérét dans la source solide : I'extraction simultanée compétitive d'autres substances du solide :
I'influence du traitement préliminaire mécanique ou thermique. Il est donc pratiquement

impossible a prédire exactement la vitesse d'extraction dans un systeme non étudié. Deux solutions
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sont envisageables :

» Proposer une modélisation mathématique avec plusieurs hypothéses simplificatrices

(souvent un tel modéle ne correspond pas vraiment a la situation réelle d'extraction) :

> Réaliser une approche expérimentale pour chaque couple solide-liquide afin de trouver
les meilleures conditions opératoires en variant les paramétres opératoires du procédé
(I'expression de la concentration en fonction du temps de contact entre les deux phases

permet de décrire la cinétique d'extraction).

Plusieurs modeles ont été développés pour simuler les situations réelles et représenter au
mieux les caractéristiques du transfert de matiere entre les deux phases. Etant donné que
généralement c'est la diffusion interne qui est I'étape limitant la vitesse d'extraction, c'est le modéle

diffusionnel qui est souvent utilisé (Cacace et Mazza, 2003 ; Cissé etal., 2012).

1.3.2.1 Modele difusionnel

Le concept de vitesse de diffusion a l'intérieur d'une matrice solide est difficile a étudier. Dans
les situations pratiques, les conditions ne sont pas stationnaires, avec une concentration du soluté
qui varie avec le temps et la position dans la particule. Cette diffusion est généralement décrite par

la seconde loi de Fick :

9X _ D, 7% X(1-1
at_ X (')

ou X est la teneur en soluté du solide et Dx le coefficient de diffusion moléculaire du soluté.

Cette équation est valide pour la diffusion d'un soluté dans un corps poreux rigide a condition
que la structure soit considérée connue quasi homogéne et macroscopiquement isotrope. Dans le
cas de la matiere végétale, le coefficient de diffusion moléculaire utilisé habituellement est un
coefficient de diffusion apparent qui tient compte de la porosité et de la tortuosité de la matrice
solide (Wongkittipong et al., 2004).

Une résolution analytique est accessible lorsque le transfert est supposé monodirectionnel et
le coefficient de diffusion constant. Par contre, dans le cas ou celui-ci est variable, des résolutions

numériques sont nécessaires.

Ce modéle physique est bien adapté pour décrire I'extraction a partir de| particules de forme et
taille uniformes. Cependant il est difficile d'utiliser un tel modele dans les cas de taille et forme
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irrégulieres des particules et lorsque la structure, la forme et la taille des particules changent
considérablement au cours de l'extraction pour différentes raisons : gonflement de la matrice
végetale sous l'action du solvant, agglomération des particules ou réduction de leur taille et
modification de leur structure provoquées par lI'application d'ultrasons ou par des collisions dans le
cas d'agitation importante etc. Dans des cas aussi complexes, il savere plus pratique d'utiliser des

équations empiriques.

1.4 Méthodes d’analyses des extraits

1.4.1 Méthodes chromatographiques

La chromatographie est une méthode séparative qui permet I’identification et le dosage des
différents composés d’un mélange.Le principe est basé sur les différences d’affinité des composés
du mélange avec la phase stationnaire et la phase mobile.Le chromatogramme traduit la variation
du soluté dans 1’¢luant en fonction du temps.Il existe différents types de chromatographie suivant
la méthode de séparation utilisée : d’adsorption, de partage, d’échange d’ions, dexclusion. On
distingue trois grandes familles de chromatographie: chromatographie sur couche mince (CCM),

chromatographie en phase gazeuse(CPG) et chromatographie liquide haute performance(HPLC).

1.4.1.1 Chromatographie sur couche mince CCM

La Chromatographie sur Couche mince ou CCM est une méthode analytiqguecouramment
utilisée dans les laboratoires de phytochimie pour la séparation etl’identification rapides des
constituants d’un extrait donné. Elle repose principalement sur desphénoménes d’adsorption ; la
phase mobile est un solvant ou un mélange des solvants ; qui progressele long d’une phase
stationnaire qui peut étre soit une couche mince de gel de silice ; I’alumine ; oucellulose.Celle-ci
doit étre uniformément étalée sur un support en aluminium, sur une feuillesemi-rigide de matiere
plastique ou sur une plaque de verre (Benguerba, 2008). Le schéma (Figure 1-2) présente le

principe général de la méthode.
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Figure 1-2 : Schéma simplifiéde la chromatographie sur couche mince (Site web [10])

1.4.1.2 Chromatographie en phase liquide a haute performance HPLC

La chromatographie en phase liquide a haute performance (I’abréviation anglaiseHPLC -
High Performance Liquid Chromatography est plus fréqguemment utilisé) est unetechnique de
séparation analytique basée sur 1'hydrophobicité des molécules d'un composé oud’un mélange de
composés. L’échantillon a analyser est poussé par un éluant liquide (appeléeaussi phase mobile)
dans une colonne remplie d'une phase stationnaire composée de grainssolides trés fins. Le débit
d'éluant est assuré par une pompe a haute pression. Dans la colonne,les divers composés de
I’échantillon sont séparés I'un de 1’autre en raison de leurs diversesaffinités a 1’égard des deux
phases — stationnaire et mobile. A la sortie de la colonne lescomposés sont détectés a 1’aide d’un
détecteur (pouvant étre UV, IR etc.).Le schéma (Figure I-3)présente le principe général de la
méthode (Penchev, 2010).

27



Chapitre | Etude bibliographique

Figure 1-3 : Schéma principal de la chromatographie en phase liquide a haute performance
(Penchev, 2010)

1- Réservoirs des solvants, 2 - Dégazeur, 3 - Valve de gradient d'élution, 4 - Doseur de phase
mobile (ou éluant), 5 - Pompe a haute pression, 6 - Vanne d'injection en position "inject", 6' -
Vanne d'injection en position "load", 7 - Boucle d’injection de ['échantillon, 8 — Précolonne
(éventuelle), 9 - Colonne analytique, 10 — Détecteur, 11 - Acquisition du signal, 12 -
Décharge déchets

1.4.1.3 Chromatographie en phase gazeuse CPG

Comme I’HPLC, la chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une techniquepermettant de
séparer les composés d'un mélange. Elle sapplique principalement auxcomposés gazeux ou
susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Ladifférence principale par
rapport a I’HPLC vient du fait que dans la CPG la phase mobile estgazeuse. Le mélange a analyser
est vaporisé a l'entrée de la colonne. La phase stationnairedans la colonne peut étre solide (notre
cas) ou liquide. Le mélange est transporté a traverscelle-ci a l'aide d'un gaz porteur (ou gaz
vecteur). Les différentes molécules du mélange seséparent et sortent de la colonne les unes apres
les autres aprés un certain laps de tempsdépendant de l'affinité de la phase stationnaire avec ces
molécules. A la sortie de la colonne,les composés rencontrent un élément essentiel - le détecteur.
Il évalue en continu la quantitéde chacun des constituants séparés au sein du gaz porteur gréace a la
mesure de différentespropriétés physiques du mélange gazeux et envoie un signal électronique

Vers un enregistreur.

Parmi les détecteurs les plus utilisés on cite, le déetecteur a ionisation de flamme (FID). Le
principe defonctionnement de ce type de détecteur est le suivant : une tension de l'ordre de la
centaine devolts est maintenue entre la buse de la flamme hydrogéne-air et une électrode entourant

laflamme. Lorsque les molécules traversent la flamme, elles deviennent ionisées, ce quiprovoque
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un courant électrique entre les électrodes qui est ensuite amplifie (Penchev, 2010). Le

schémaprincipal de la CPG est présenté sur la figure 1-4.

Injecteur
d’échantillon

- e

Contrdleur du déhit
—————+  Déchets
Détecteur
Gaz vecteur Four

Figure 1-4 :Schéma simplifié de la chromatographie en phase gazeuse(Penchev, 2010)
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1.1 Etude cinétique de I’extraction solide liquide en mode batch

Le transfert de soluté dans le liquide exige un certain temps pour étre complet. Il est donc
essentiel de déterminer la vitesse globale du phénoméne. Au sein d’un substrat végétal, nous
avons vu au Chapitre | que cette notion de vitesse de transfert de matiere était difficile d’acces car
il est impossible de définir exactement les cheminements suivis par la matiere. Cependant, il est
possible d’obtenir une approximation de la grandeur de la vitesse de transfert grace a la seconde
loi de Fick qui décrit la cinétique d’extraction au moyen d’un coefficient de diffusion effectif.

Cette grandeur permettra d’évaluer le temps de contact nécessaire a I’extraction.

Dans cette étude, on ne cherche pas a optimiser la cinétique, on vise juste a identifier le
coefficient de diffusion.

11.1.1 Matiere végétale

Rosmarinus Officinalis L. a été récoltée, au moment de leur floraison le mois de mars, dans la
région d’Alger, du nord d'Algérie. La plante a été identifiée au Département Botanique de I’Ecole

Nationale Supérieur d’Agronomie d’Alger, comme étant le Rosmarinus Officinalis L.

La partie récoltée est la partie arienne « fleurs, feuilles, tiges ». Les feuilles ont été isolées des
tiges, ces dernicres ont été séchées a ’ombre pendant deux semaines, a température ambiante, afin
de préserver au maximum I’intégrit¢ de leurs molécules. La plante a subi un traitement

préliminaire, le broyage et le tamisage.

Le broyage a était réalisé dans un broyeur électrique a hélice, puis avec le mortier et pilon en
petites particules de diamétres inférieurs a 1,12 mm, 1’échantillon obtenu était conservée dans un

grand flacon en verre et bien fermés (sans humidité).

Le taux d’humidit¢ de la matiere végétale utilisée a ¢été déterminé dans notre travail

d’ingéniorat (Khair, 2016).

11.1.2 Protocole expérimental

Les cinétiques d’extraction est, dans la plupart des cas, trés dépendante des
conditionsopératoires. Les essais sont réalisés en utilisant le dispositif expérimental schématisé sur
la figure 11-1. Une masse de 10 g de matiere végetale broyéede diametre moyen del,12mm est
introduite dans le ballon pour unvolume de 200 mL de solvant (éthanol-eau, 80%).Les essais sont

réalisés a une temperature de 30 °C sur une durée de 3 h,qui semble de prime abord suffisante.
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Figure 11-1 : Dispositif expérimental de 1’extraction solide-liquide

Des prélévements liquides sont effectués réguliérement dans le temps a 1’aide d’une pipette de

1 mL.Le ratio S/L est légérement supérieur a celui utilisé habituellement afin de s’assurer que

I’ensemble des volumes prélevés pour ’analyse soit petit par rapport a celui engagé initialement.

Ainsi, on peut faire I’hypothése que le volume total prélevé n’influe pas sur le procédé. L’analyse

des polyphénols totaux des extraits a été réaliséepar la méthode de dosage de Folin-Ciocalteu

décrite dans notre travail d’ingéniorat (Khair, 2016).

11.1.3 Logiciel EXDIF

EXDIF, est un logiciel de traitement des phénomeénes de transfert de matiére dans un solide, il

permet de déterminer 1’ordre de grandeur du coefficient de diffusion des composés phénoliques

dans la matiere végétale (Aoucher, 2010).

La résolution analytique, a 1’aide du logiciel EXDIFa été utilisée dans notre étude. Afin de

décrire le transfert, les hypothéses émises sont les suivantes :

e Les particules sont sous une forme sphérique ;
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e Ladiffusion est unidirectionnelle. Elle a lieu dans la direction radiale de la particule ;

e Chaque particule est un milieu pseudo-homogéne ;

e Le coefficient de diffusion est constant au cours de I’expérience. La concentration du
soluté dans le solide ne dépend que de la position et du temps ;

e Le solvant dans le dispositif de I’extraction solide-liquide en mode batch est suffisamment
agité pour que la résistance au transfert a I’interface solide/liquide soit négligeable. La
concentration du soluté en phase liquide ne dépend que du temps ;

e Un équilibre a I’interface solide-liquide ;

e |l n’yapas de réaction chimique.

11.2 Distillation sous vide

Afin d’éliminer le solvant et récupérer 1’extrait, nous avons procédé a la distillation sousvide
en utilisant un évaporateur rotatif. Dans cet appareil on réalise une évaporation sous vide
enutilisant une pompe a vide. Pendant 1’évaporation le ballon est mis en rotation et plongé dans
unbain liquide chauffé. L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon-collecteur de
condensat.La rotation du ballon crée une surface d’échange plus grande et renouvelée permettant

doncd’effectuer une évaporation rapide.
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Figure 11-2 : Photo de 1’évaporateur rotatif

L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant a température réduite, évitantainsi
la dégradation thermique éventuelle des composés. C’est une méthode d’évaporation simple,utile,
douce et rapide.

1.3 Extraction liquide-liquide

L'extraction liquide-liquide est une technique de séparation largement utilisée en laboratoire

et a I'échelle industrielle, dans des domaines trés variés incluant I'industrie agroalimentaire.

Elle permet la séparation de deux ou plusieurs constituants d'un mélange en mettant a profit
leurs différentes affinités pour deux solvants non ou tres peu miscibles. En pratique, on met en
contact intime une solution d'alimentation contenant les constituants a séparer (solutés) avec un
solvant non-miscible qui extrait préférentiellement un ou plusieurs des solutés. A 1'équilibre, le
rapport des concentrations du soluté dans l'extrait et le raffinat, appelé rapport (ou coefficient) de
distribution, donne une mesure de l'affinité relative du soluté pour chacune des deux phases. Les
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deux liquides (extrait et raffinat) sont ensuite séparés, généralement sous l'effet de la gravité,
auquel on peut dans certains cas ajouter I'effet d'autres forces: force centrifuge, champ électrique,
etc (Mafart et Béliard 1992 ; Ronze et al., 2008).

Concernant les applications de I'extraction liquide-liquide pour la séparation des substances
bioactives a partir des extraits natifs, elle est utilisée pour la purification des extraits d'alcaloides
(Lazarova et Dimitrov, 2009), mais rarement appliquée pour séparer des composés phénoliques
des autres substances des extraits végétaux (Krishnan et Maru, 2006). Cependant elle est souvent
utilisée comme un moyen d'analyser les composés phénoliques dans des extraits végétaux (Nave
et al., 2007 ; Van Beek et al., 2009). Dans ces cas sont utilisés les meilleurs solvants qui sont

habituellement plus ou moins toxiques.

11.3.1 Choix des solvants

Dans notre étude nous avons choisi de travailler avec trois solvants organiques de différentes
polarités : Méthyléthylcétone (MEC), I’acétate d’éthyle et 1’éther de pétrole. Leurs caractéristiques

sont présentées dans le tableaull-1 :

Tableau I1-1 : Caractéristiques des solvants utilisés

MEC Acétate d’éthyle Ether de pétrole
Masse moléculaires, g/mol 72,11 88,10 -
Point d’ébullition, °C a 1 79,59 77,11 35 -60
atm
Tension de vapeur, Kpa a 13,3 12,6 Supérieura 300 (3
25°C 50°C)
Classement  selon la Polaire Moyennement Apolaire
polarité polaire

11.3.2 Protocole expérimental

On introduit la solution a extraire et le solvant d'extraction dans I'ampoule a l'aide d'un
entonnoir a liquide. Apres avoir bouché I'ampoule, on la tient retournée, a deux mains, et on agite
énergiquement. Or si on laisse le contenu de I'ampoule sans agitation, l'interface entre les deux
phases est tres faible et la diffusion du soluté d'une phase vers l'autre est lente. L'agitation
énergique de l'ampoule permet daugmenter cette interface et datteindre I'équilibre plus

rapidement.
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L’ampoule est dégazée entre chaque agitation pour éviter une surpression dans I'ampoule. En
effet, I'équilibre de mélange peut étre exothermique et entrainer une légére augmentation de
température dans I'ampoule. Cela provoque une vaporisation du solvant le plus volatil qui met
I'ampoule sous pression. Dans le cas de I'éther de pétrole, trés volatil, I’ampoule est dégazée avant

méme la premiére agitation.

Aprés un temps de décantation, on récupere les deux phases séparement : la phase aqueuse est
en générale plus dense que les phases organiques, a l'exception des solvants chlorés. On
recommence l'extraction de la phase aqueuse avec un autre solvant. Une fois l'extraction terminee,
les phases organiques sont évaporéesdans 1’évaporateur rotatif, pour éliminer le solvant. Ces
phases organiques, ainsi la phase aqueuse résiduelle sont analysées par les méthodes de Folin-
Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium (AICl3)décrites dans notre travail d’ingéniorat (Khair,
2016), afin de déterminer la teneur en polyphénols totaux et la teneur en flavonoides

respectivement.

11.3.3 Affrontement par éther de pétrole

L’affrontement par I’éther de pétrole permet d’extraire les impuretés (composés non
phéenoliques)en éliminant les pigments chlorophylliens et caroténoides (Macheix et al.,
2005).Surtout les lipides qui risquent de compliquer les épreuves chromatographiques. La phase

organique est supérieure et la phase aqueuse est inférieure.

Figure 11-3 : Dispositif de I’extraction liquide-liquide par éther de pétrole

11.3.4 Affrontement par acétate d’éthyle
Entraine les aglycones, le mono-O-glycosides etpartiellement les di-O-glycosides présents

36



Chapitre 11 Matériels et méthodes

dans les extraits.La phase d’acétate est supérieure et 1’aqueuse estinférieure(Benkiki, 2006)

Figure 11-4 : Dispositif de I’extraction liquide-liquide par acétate d’éthyle

11.3.5 Affrontement par MEC
Cet affrontement permet d’extraire les composés organiques et les di-O-glycosidesLa phase

organique est supérieure et phase aqueuse est inférieure.

Figure 11-5 : Dispositif de 1’extraction liquide-liquide par MEC

Les phases éther de pétrole ne renfermant pas des composés phénolique sont rejetées
.Lesautres phases, sont évaporées dans 1’évaporateur rotatif et enfin on récupére les deux extraits.

Le protocole d’extraction est résumé dans 1’organigrammesuivant :
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Figure 11-6 : Protocole d’extraction des composés phénoliques
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1.4 Analyse chromatographique sur couche mince

11.4.1 Protocole expérimental

Le principe de la chromatographie repose sur 1’entrainement d’unéchantillon dissous par une

phase mobile a travers une phasestationnaire(Benguerba, 2008).

e Préparation de la phase mobile : La phase mobile est constituée par un mélange des
solvants organiques. Pour cela, différents systemes des solvants ont été essayés pour
définir ceux qui donnent les meilleures séparations.

e La phase stationnaire : La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des
plaques d’aluminium constituées de gel de silice. L'échantillon est déposé sur les plaques
de gel de silice a I’aide d’une pipette Pasteur ; on laisse sécher puis on place les plaques

dans des cuves contenant 1’un des systéemes de solvants donnés dans le tableau I1-1:

11.4.2 Systémes utilisés pour les extraits du Rosmarinus officinalis L.

Dans la présente étude, les échantillons sont analysés en utilisant des plaques

commerciales prétes a étre utiliser, de gel de silice. Trois systemes de solvants ont été essayés :

Tableau 11-2 : Les différents systemes solvants utilisés pour la CCM de gel de silice des extraits
du Rosmarinus officinalis L. ;

CCM sur gel de silice
Systemes solvants Proportions (V/V)
Systemes essayés Acétate d’éthyle/Méthanol/H,0 (100/13,5/10)
H,O /Méthanol/MEC (7/3/1)
Acétone/ H,0O (26/23)
Systeme choisis Acétate d’éthyle/Méthanol/H,0 (100/13,5/10)
(Males et al., 1998)

Les systemes solvants choisis sont utilisés comme éluant des phases stationnairesleurs vapeurs

doivent saturer I’atmosphere de la cuve ceci impose d’utiliser une cuve bienfermée.

e Le dépbt : le dépbt se fait avec des pipettes Pasteur en verre a usage unique d’une fagon
perpendiculaire et linéairement. Chaque phase doit étre déposée en solution diluée dans le
méthanol, on peut effectuer plusieurs dépdts successifs du méme analyte au méme endroit,

cette pratique permet de concentrer I’analyte (Sine, 2003)
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Développement des plaques : chaque plaque est déposée en position verticale ou
Ieégerement inclinée dans la cuve préalablement saturée par les vapeurs du systéme solvant
approprié, I’échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par la progression par
capillarité de la phase mobile vers le haut de la plaque (Sine, 2003).

Révélation : si les constituants sont colorés, ils seront directement visible sur la plaque,
sinon la révélation peut se faire soit aux UV ou bien par des méthodes chimiques.
Révélation par des méthodes chimiques : ces méthodes consistent & mettre en contact de
la plague un réactif plus ou moins spécifique qui donne un produit coloré par réaction
chimique avec les substances a réveéler (Latifou, 2005).

Identification des composés phénoliques : le comportement d’une molécule particuliére
dansun systéeme donné est exprimépar son Rf (lerapport de la distance parcourue par cette
molécule sur celle parcourue par la phasemobile c’est a dire le front du solvant) qui est

compris entre O et 1.

Dans notre cas la révélation des constituants a été directement visible sur la plaque pour
certains constituants colorés.

Calcul du rapport frontal (Rf)

Ou

Dc:

Ds

Rf = Dc/Ds(11-4)

distance parcourue par le composé (mesuré aucentre de la tache)

: distance parcourue par le front du solvant.
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I1.5 Produits chimiques utilisés

Réactif de Folin-Ciocalteu (2M, Sigma-Aldrich)
Carbonate de sodium (99,5%, BDH Chemicals Ltd)
Chlorure d’Aluminium (99,0%, Merck)

Méthanol (99,7%, Sigma-Algrich)

Ethanol (96%, Riedel-de Haén)

Xyléne (99,9%, Cheminova PRS)
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle ou DPPH (Sigma-Aldrich)
Acide gallique (97%, Sigma-Aldrich)

Quercétine (95%, Sigma)

Ether de pétrole (rectapur, Prolabo)

Acétate d’éthyle (99,9%, Sigma-Aldrich)
Méthyléthylcétone, MEC (99,0%, Merck)

Acétone (99,0%, Fluka)

Catéchine (98%, Sigma-Aldrich)
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.1 Etude cinétique

111.1.1 Rendement d’extraction en polyphénols totaux

Nous avons suivi la cinétique de ’extraction au point (10 g/200mL, 30°C), le tableau IlI-1

donne 1’évolution du rendement des polyphénols totaux en fonction du temps d’extraction.

Tableau I11-1 : L’évolution du rendement des polyphénols totaux en fonction du temps

d’extraction

t(min) |0 5 10 15 20 40 60 100 160 180

R (%) 0 447 1472 |65 738 (970 |12,80 |12,91 |13,03 |13,03

Le rendement en polyphénols totaux est estimé par le rapport de masse de polyphénols totaux

et de la matiere végétale seche. Il est exprimeé en pourcentage (%).

M

R = —2x 100 (11-1)
Ms

Tel que :

Mp :la masse des polyphénols totaux, en g EAG ;

Ms : la masse de la matiére séche,en g, est calculée par la formule suivante :

Ms=Mx(1-H) (111-2)
Tel que :
M : la masse de la matiére végétale utilisée, en g ;

H : le taux d’humidité, en %.

111.1.2Modélisation mathématique de la cinétique d’extraction

La teneur en polyphénol totaux a été suivie dans chaque essai réalisé. La cinétique
d’extraction solide-liquide en mode batch a étémodélisée par le logiciel EXDIF (Figure I11-1et I11-
2). La cinétique a été relevée pour une masse de matiére végétale broyée, le rendement augmente
trés rapidement. En 60 min, iladéja atteint sa valeur maximale. Aprés 60 min le rendement tend a

se stabiliser vers la valeur du potentiel plante.
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L’équation mathématique pour le calcul du coefficient de diffusion est la suivante :

2.2
D t
M, men

6 1 —
—=1-=YY> _ = R%Z (3
Mo 2 din=1 2 (1-3)

Mt : le rendement d’extraction a I’instant t ;
M : le rendement d’extraction maximal

D : le coefficient de diffusion.

R : le rayon de la sphere

t : le temps d’extraction

A ce stade d’étude, on pourrait dire que 1’extraction a des faibles valeurs de la température et
du temps (30 - 40 min) concernerait préférentiellement les composés phénoliques libres, présents

sous forme non conjugués avec les sucres contenus dans la plante.

La valeur maximale du rendement en polyphénols totaux est atteinte au bout de 60 min. Ceci
peut s’expliquer par le contact prolongé entre 1’cau et la plante qui provoquerait I’hydrolyse des
liaisons O-glycosique que forment les acides phénoliques (aglycone) avec des sucres (glycones),
(Bravo, 1198 ; Gomez, 2014), libérant I’ose et les composés phénoliques hydrosolubles qui seront

a leur tour extrait.

111.1.3 Détermination du coefficient de diffusion

Afin de déterminer le coefficient de diffusionde 1’extraction, la forme sphérique a été choisie
pour décrire les particules. Le rayon utilisé pour les calculs est choisi selon deux hypotheses ;
Premiére hypothese : le diametre maximal, I’ouverture du tamis 1,12 mm ;

Deuxieme hypothese : comme les fines particules sont inexistantes, la taille des particules est
supérieure a 1’ouverture du tamis 0,224 mm, nous avons calculé la valeur moyenne arithmétique

des deux ouvertures de tamis, ce qui nous a donné un diamétre moyen de 0,67 mm.

Les figures 111-1 et I11-2, représentent les simulations dans le cas de la cinétique obtenue a
partir des feuilles broyées du Rosmarinus officinalis L.Le modéle diffusionnel mené a 1’aide du
logiciel EXDIF, a montré qu’il décrit correctement le phénoméne d’extraction. La valeur
identifiée pour le coefficient de diffusion effectif est comprise entre 1, 30 107" m?s™" et 2, 88
107" m%™ ce qui nous parait d’un ordre de grandeur tout & fait acceptable. On constate que la
variation de la taille des particules influesur le coefficient de diffusion.
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111.2 Quantification des composés phénoliques

111.2.1Teneur en polyphénols totaux

Afin de déterminer la teneur en polyphénols totaux, on a utilisé la courbe d’étalonnage

réalisée dans notre travail d’ingéniorat (Khair, 2016).
L’équation de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique est la suivante : A = 12,045*Cac

Les résultats du dosage, exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique (EAG), par

gramme de matiere séche (mg EAG/g Ms) sont réunis dans le tableau I11-2 suivant :

Tableau I11-2 : Résultats du dosage des polyphénols totaux dans les extraits du Rosmarinus
officinalis L.

Phase acétate d’éthyle | Phase MEC Phase eau résiduel

TPP (mg EAG/g Ms) 54,43 45,26 6,51

e La teneur en polyphénols totaux dans les trois phases récupérés aprés la decantation
liquide varie visiblement : entre 6,51 et 54,43 mg EAG /g Ms.
e La phase acétate d’éthyle a fourni la valeur maximale en teneur de polyphénols totaux,

égal a 54,43 mg EAG/g Ms.

111.2.2Teneur en flavonoides
Afin de déterminer la teneur en flavonoides, on a utilisé la courbe d’étalonnage réalisée dans

notre travail d’ingéniorat (Khair, 2016).

L’équation de la courbe d’étalonnage de la quercétine est la suivante : A =0,0113*Cq
Les résultats du dosage, exprimés en milligrammes équivalent de quercétine (EQ), par

gramme de matiere séche (mg EQ/g Ms) sont réunis dans le tableau I11-3 suivant :
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Tableau I111-3 : Résultats du dosage des flavonoides dans les extraits du Rosmarinus officinalis L.

Phase acétate d’éthyle | Phase MEC Phase eau résiduel

TF (mg EQ/g Ms) 19,67 10,27 2,17

e La teneur en flavonoides dans les trois phases récupérés apres la décantation liquide varie
visiblement : entre 2,17 et 19,67 mg EQ /g Ms.
e La phase acétate d’éthyle a fourni la valeur maximale en teneur de flavonoides, égal a

19,67 mg EQ/g Ms.

On constate donc que 1’acétate d’éthyle est un solvant efficace pour I’extraction des composés
phénoliques, ila permis d’extraire une quantité assez importante de ces composés, ce qui est déja
trouvésdans les travaux de (Aoucher 2010 ; Madjour, 2014). En effet I'acétate d'éthyle est un
solvant de polarité intermédiaire, la plupart des phénols se retrouvent alors dans ce solvant, qu'il
est ensuite aisé d'éliminer sous vide afin de transférer finalement la fraction phénolique
correctement purifiée(Macheix et al., 2005). Cette fraction qu’on récupére sera ensuite utilisée

pour les analyses qualitatives.

La quantitt des composés phénoliques des extraits de la plante étudiée dépend
essentiellement : de leur origine (Ebrahimzadehet al., 2008), la variété, la saison de culture, la
saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales, la localisation géographique,
les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante (Park et Cha,

2003)et la durée de conservation.

I11.3Evaluation du potentiel antioxydant des extraitsdu Rosmarinus officinalis
L.

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits
pourrait mener a des résultats dispersés selon I'essai utilisé. Par conséquent, une approche avec des
analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus instructif et méme

nécessaire (Ozturk et al., 2007).

Dans ce travail, nous avons procédé a I’évaluation de la capacité de piégeage du radical libre
DPPH, de I’ensemble des échantillons dedifférentes phases d’extraits du Rosmarinus officinalis L.

obtenus par le procédé d’extraction liquide-liquide.
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L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits a été comparée avec d’autres molécules
antioxydantes de références, le BHT, la vitamine E et la vitamine C étudiés par (Amari et Dergam,

2010), les résultats sont donnés dans le tableau 111-4.

Le protocole expérimental de la méthode DPPH est décrit dans notre travail d’ingéniorat
(Khair, 2016). Afin de déterminerle pourcentage d’inhibition AA, %, des extraits, nous avons
prépares des solutions aqueusesdes échantillons d’extraits, de méme concentration. Les mesures
de I’absorbance de la solution méthanolique du DPPHpur et en présence de 1’échantillon a tester
ont été effectuées pendant le temps nécessaire a la stabilisation de la valeur de 1’absorbance. Nous
avons calculé les pourcentages d’inhibition AA, %, correspondant aux différentes phases. Ces
données expérimentales nous ont permis de tracer les histogrammes, donnant le pourcentage

d’inhibition, AA, de chaque extrait pour la méme concentration (Figure 111-2).

Tableau I11-4 : Pourcentage d’inhibition de radical DPPHpar différentes antioxydants

Molécule (ug/mL) Pourcentage d’inhibition (AA, %)
Extrait d’acétate d’éthyle 95,56
Extrait de MEC 72,31
Extrait d’eau résiduel 57,78
Vitamine E(Amari et Dergam, 2010) 80,90
Vitamine C(Amari et Dergam, 2010) 91,46
BHT(Amari et Dergam, 2010) 95,75
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Figure I11-3 : Pourcentage d’inhibition de radical DPPHpar les antioxydants

e La figure montre que le pourcentage d’inhibition de radical DPPH, de I’extrait acétate
d’éthyle est situé entre deux antioxydants de références, le BHT et la Vitamine C, ce qui
signifie un pouvoir antioxydant trés élevé de 1’extrait du Rosmarinus officinalis L. purifié
par I’acétate d’éthyle.

e Nous remarquons que l'extrait d’acétate d’éthyle montre une activité antioxydante plus

¢levée que l'extrait MEC et 1’extrait eau résiduel.

On constate que I’activité antioxydante est plus élevée dans la phase la plus riche en
composés phénoliques (phase d’acétate d’éthyle), nos résultats montrent que le potentiel
antioxydant est ddessentiellement aux composés phénoliques, ce qui est conforme a 1’étude de
(Ibanez, 1999).

I11.4 Analyse chromatographique de I’extrait du Rosmarinus officinalis L. sur
couche mince

Pour avoir les empreintes des composeés phénoliques de nos extraits, et avoir une idée sur
leurs compositions chimiques, une chromatographie sur couche mince a été réalisée en utilisant
des systemes solvants moyennement polaires. Sans aucun moyen de révélation les taches des
produits qui se présentent sur les plaques de gel de silice ont été délimitées par un crayon (Figure
11-3).
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Phase acétate d’éthyle Phase MEC Phase eau résiduel

Figure 111-4 : Chromatographie sur couche mincededifférentes phases des extraits du Rosmarinus
officinalis L. et les étalons utilisés dans le systeme solvants (Acétate d’éthyle/Méthanol/H,O:
100/13,5/10)(Males et al., 1998).

Afin de déterminer les rapports frontaux de différentes phases d’extraits et celle des étalons
utilisés, on a délimité les taches colorées par un crayon. Les Rf calculés suite a I’analyse par
chromatographie sur couche mince, sont représenté dans le tableau I11-5:

Tableau I11-5 :Rapports frontaux des extraits du Rosmarinus officinalis L. sépares par CCM dans
le systeme solvants (Acétate d’éthyle/Méthanol/H,O: 100/13,5/10).

Extrait d’acétate Extrait MEC Extrait eau résiduel
Rf 0,10<Rf<0,31 0,35 0,13<Rf<0,29
couleur Marron foncé Jaune doré Miel

Tableau I111-6 : Rapports frontaux des composés phénoliques separés par CCM des étalons
utilisés dans le systeme solvants (Acétate d’éthyle/Méthanol/H,O :100/13,5/10).

Acide gallique Quercétine
Rf 0,67 0,87
0,71 0,85
0,73 0,93

Couleur transparent Jaune clair
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Structure-Rf :

La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur polarité :
e Les polyhydroxyflavones ont des faibles valeurs de Rf (0,00-0,25).
e Les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones ont des valeurs de Rf comprisesentre (0,3-
0,5).
e Les flavanones, les flavonols, méthoxyflavones ont les valeurs les plus élevées deRf (0,5-
0,75) (Bandyukova et Shinkarenko, 1973 ; Zeghad, 2009).

La chromatographie résultant de I’analyse des extraits du Rosmarinus officinalis L.montre la

présence de certains composés phénoliques.

Selon les Rf obtenus, on remarque que la phase d’acétate d’éthyle et eau résiduel donnent des
Rf compris entre (0.00-0.25) et (0.3-0.5), ces composés sont: Les polyhydroxyflavones, les
oligohydroxy et les oligomethoxyflavones selon (Bandyukova et Shinkarenko, 1973 in Zeghad,
2009), la diminution des Rfest expliquée, selon le méme auteur, par l'augmentation des
groupements (OH) dus principalement a l'introduction de nouveaux groupement de ces derniers

(glycolation)

La phase MEC, donne un Rf entre (0,3-0,5), cette phase renferme,les oligohydroxy et les

oligométhoxyflavones.

La chromatographie obtenue dans notre travail,ne montre pas la présence de composés
flavonoidiques de types (flavanones, les flavonols et méthoxyflavones), ce qui ne veut pas dire
que nos extraits ne renferme pas ces composés, il peut y avoir des taches incolore pour les
différentes phases d’extraits, mais le manque de moyen n’a pas permis de révéler les constituants

incolores.

51



CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES



Conclusion genérale et perspectives

Conclusion générale et perspectives

Notre société contemporaine s’intéresse de plus en plus aux produits a base d’extraitsvégétaux
pour son bien-étre et sa santé. C’est pourquoi, I’extraction solide-liquide,suivie éventuellement de

purification, sont des opérationscouramment employées de nos jours dans différentes industries.

L’oxydation constitue probablement ’'un des parameétres majeurs a ’origine de 1’altération
desproduits alimentaires et cosmétiques. Les dégradations oxydatives qui en résultent affectent
lesqualités nutritionnelles et sensorielles des produits et peuvent avoir des répercussions sur la
santédu consommateur. Dans ce contexte, différents moyens de prévention sont disponibles
pourlimiter ces phénomenes. Parmi eux, la valorisation d’antioxydants d’origine végétale a des
finsalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques représente un enjeu majeur pour la recherche
etl’industrie. En effet, leur utilisation en tant que conservateurs naturels pourrait constituer
unealternative attractive aux antioxydants synthétiques qui souffrent d’une moindre acceptation
par leconsommateur.Parmi les antioxydants naturels, les composés phénoliques, et plus

particulierement les acidesphénoliques et les flavonoides, suscitent un intérét grandissant.

L’étude cinétique de 1’extraction solide-liquide, menée a 1’aide du logiciel EXDIF, a donné un
modéle de transfert de matiere basé sur la diffusion. La simulation de la cinétique est suivie par
I’évolution du rendement de la teneur en polyphénols totaux de I’extraitdu Rosmarinus officinalis
L. Ce modele diffusionnel, a montré qu’il décrit correctement le phénoméne d’extraction. Ainsi la
valeur identifiée pour le coefficient de diffusion estcomprise entre 1, 30 10 "' m% ' et 2, 88 10 "°

m?s”', ce qui nous parait d’un ordre de grandeur tout 4 fait acceptable.

L’analyse quantitative des composés phénoliques a eté effectuée par la méthode de Folin-
Ciocalteu, et d’AlCls, pour la teneur en polyphénol totaux et en flavonoides, respectivement.
L’extrait d’acétate d’éthyle obtenu par le procédé d’extraction liquide-liquide de I’extrait du
Rosmarinus officinalis L., a donné la teneur en composés phénoliques (polyphénols totaux,

flavonoides) plus élevée que I’extrait MEC et 1’extrait eau résiduel.

Le potentiel antiradicalaire des extraits du Rosmarinus officinalis L. a été déterminée par la
méthodede piégeage du radical libre DPPH, les résultats montrent que 1’extrait d’acétate d’éthyle a
manifesté uneactivité antioxydante tres élevée, proche du BHT. Enrevanche l'extrait d’acétate
d’éthyle a présenté une bonne activité antioxydante que les deux extraits MEC et I’extrait d’eau
résiduel.On peut donc considérer que 1’extrait du Rosmarinus officinalis L.purifié, rentre dans la
catégorie des agents antioxydants de premiere classe et peuvent étreemployées pour des
applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent demaniére tres efficace a la

prévention des maladies telles que le cancer, et les maladiescardiovasculaires.
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D’autre part, I’analyse dedifférentes phases d’extraits (acétate d’éthyle, MEC, eau résiduel)
du Rosmarinus offficinalis L. par la chromatographie surcouche mince de gel de silice, a montré
sous I’étude directe, sans aucun moyen de révélation,la présence decertains composés
phénoliques. La révélation de tous les composés phénoliques présents dans nos phases d’extrait du
Rosmarinus officinalis L. n’a pas pu étre réalisée, par manque de moyen de révélation de ces
composés. Apres le calcul des rapportsfronteaux on constate que cette plante, est riche en

polyhydroxyflavones, les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones.
Il sera essentiel a I'avenir de mener plusieurs axes de recherche a savoir:

> La mise en place de nouveaux procédés, innovants et écologiques pour I’extraction des
composés phénoliques, ainsi la récupération sélective des molécules actives pourrait
étre envisagée.

> De préciser la composition qualitative et quantitative de chacun des composés
phénoliques, afin de les tester individuellement. Cela doit permettre dabord de
comprendre le mode d'action de chacun d'eux, et ensuite d'évaluer toute les activités
biologiques qui se présentent dans cette plante médicinale, ainsi que leur
biodisponibilite.

» De mener une étude approfondie sur le Rosmarinus officinalis L., afin d'isoler et
identifier les principes actifs de cette plantes en utilisant des techniques plus modernes
comme, la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC), ou

chromatographie en phase gazeuse (CPG) coupler a la spectrophotomeétrie de masse.
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