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INTRODUCTION

1

INTRODUCTION

De manière générale, l’extraction des huiles essentielles préalable à l’analyse

chimique se compose de deux étapes : l’extraction et l’analyse. Alors que l’étape analytique

requiert en général quelques minutes, l’étape d’extraction nécessite plusieurs heures. C’est le

cas de la méthode de Clevenger, inventée en 1928 (Clevenger, 1928), qui est la procédure de

distillation de référence. Cette technique est basée sur l’immersion d’un échantillon solide

dans l’eau portée à ébullition. Bien que très efficace et largement acceptée par la communauté

scientifique, la distillation selon Clevenger présente néanmoins plusieurs inconvénients. Les

plus significatifs sont les longues procédures d’extraction requises et les grands volumes

d’eau consommés.

Depuis l’observation de la barre chocolatée qui avait fondu dans la poche de Percy

Spencer en 1946 pendant ses travaux sur les radars, les effets thermiques potentiels des

micro-ondes ont été largement caractérisés et validés par la communauté scientifique. En

effet, l’énergie électromagnétique a été très exploitée dans de nombreux domaines pour son

chauffage rapide et sélectif : synthèse organique, traitement des déchets radioactifs, procédés

de transformation et de conservation agro-alimentaires, vulcanisation, désinsectisation...

Rapidement, les micro-ondes ont été utilisés comme source d’énergie pour l’extraction de

molécules d’intérêt. Différents procédés d’extraction assistés par micro-ondes ont été

développés dans le but de contrecarrer les limites des techniques d’extraction

conventionnelles. Nous avons développé un nouveau dispositif d’extraction des huiles

essentielles pour les matrices végétales et co-produits alimentaires : l’Hydrodiffusion par

micro-ondes et gravité (MHG). Ce manuscrit de thèse présente les travaux de recherche

effectués pour la conception, l’optimisation et la valorisation de cette nouvelle technique

d’extraction.

Une première partie de ce mémoire est consacrée aux fondements et considérations

théoriques découlant des procédés conventionnels et innovants d’extraction des molécules

aromatiques. Nous avons aussi décrit l’étude des matrices végétales contenant les huiles

essentielles. Ces dernières années un intérêt accru a été porté pour les molécules naturelles

bioactives comme source potentielle pouvant constituer une alternative aux produits de

synthèse. A cet effet, les huiles essentielles de Romarin comptent parmi les plus étudiées.
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Dans un second temps, le matériel utilisé, la démarche expérimentale et les méthodes

employées à l’égard des investigations seront décrits.

La troisième partie de ce manuscrit relève des résultats, de leur discussion, et des

techniques employées afin de proposer une procédure innovante pour la détermination des

huiles essentielles dans les matrices végétales. Cette dernière partie s’articule selon trois

sections distinctes : dans un premier chapitre, la mise au point, l’optimisation et l’application

du nouveau dispositif de laboratoire, permettant un dosage rapide des huiles essentielles dans

les matrices végétales seront discutées. L’originalité de l’appareillage réside en une extraction

rapide, non destructrice et généralisable à une multitude de matrices végétales qui sera

discutée dans un second chapitre. Enfin, la compréhension du phénomène mis en jeu dans

l’extraction des huiles essentielles et l’approche écologique apportée par l’invention, ainsi

qu’une alternative aux méthodes d’extraction usuellement employées pour les huiles

essentielles, fera l’objet d’un troisième et dernier chapitre.



Chapitre I

Procédés d’extraction
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I– 1 –Historique

Depuis longtemps, les hommes avaient cherché le moyen de séparer les éléments

huileux des produits aromatiques. Ils réussirent en soumettant la matière à l’action de la

chaleur. Les substances aromatiques étaient transformées en vapeur ; il suffisait de les

recueillir et de les refroidir pour les obtenir sous forme liquide.

Ce procédé qui se faisait à feu nu, prit le nom de distillation. Il était certainement connu

des Chinois et des Indiens depuis 20 siècles avant J.C. Les Egyptiens et les Arabes ont

prévalu des caractéristiques médicinales et aromatiques des plantes : la conservation des

momies, l’aromatisation des bains, la désinfection des plaies avec les onguents, les

parfums et la fabrication des boissons aromatiques (Möller, 2008).

A l’apogée de leurs conquêtes en Afrique du Nord et en Espagne, les arabes le

firent connaître aux Espagnols, lesquels à leur tour le propagèrent en Europe, à travers les

possessions du Royaume d’Aragon, échelonnées tout le long des Côtes du Nord de la

Méditerranée (Berthier, 1980 ; Möller, 2008).

I–2 –Définitions

Selon Durvelle (1930, 1893), les essences ou huiles essentielles, connues également

sous le nom d’huiles volatiles, de parfums, etc., sont des substances odorantes huileuses,

volatiles, peu solubles dans l’eau, plus ou moins solubles dans l’alcool et dans l’éther,

incolores ou jaunâtres, inflammables qui s’altèrent facilement à l’air en se résinifiant. Elles

sont liquides à température ordinaire ; quelques-unes sont solides ou en partie cristallisées ;

elles n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes dont elles se distinguent par leur

volatilité. Leur odeur plus ou moins forte, suave, piquante ou désagréable. Elles ont la

propriété de ne pas laisser de tache durable sur le papier.

Les huiles essentielles se trouvent, pour la plus grande partie, élaborées par

l’organisme végétal (Charabotet al., 1899) ; mais il en est (telles que les essences

d’amande et de moutarde) qui ne prennent naissance qu’au moment où les parties végétales

sont mises au contact de l’eau (Durvelle, 1930).

D’après Naves (1976), aucune des définitions des HE n’a le mérite d’être claire, ni

précise. Les HE sont des mélanges de divers produits issus d’une espèce végétale, ces

mélanges passant avec une certaine proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans

un courant de vapeur d’eau.
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Cette définition peut être étendue aux HE obtenues par expression à froid de l’écorce

ou zeste des fruits de Citrus, à cause de l’intervention de l’eau dans les procédés

mécaniques pour entraîner le produit libéré des alvéoles oléifères.

La nouvelle Encyclopédie Funk &Wagnalls (2004) décrit les huiles essentielles

comme les « liquides volatils, la plupart du temps insolubles dans l’eau, mais

librement solubles dans l’alcool, l’éther et les huiles végétales et minérales. Elles sont

habituellement non huileuses au contact de la peau. Leurs composants peuvent être

regroupés en six classes selon leur structure chimique :

a) Les hydrocarbures, tel que le limonène dans l’huile de citron;

b) Les alcools, tel que le bornéol dans le camphrier de Bornéo;

c) Les esters, tel que le salicylate de méthylique dans l’huile de wintergreen;

d) Les aldéhydes, tel que l'aldéhyde benzoïque dans l’huile d’amandes amères;

e) Les cétones, telle que la menthone dans l’huile de menthe poivrée;

f) Les lactones et oxydes, telle que la coumarine des haricots de Tonka. »

L’Association Française de Normalisation (AFNOR, Edition 2000), a défini

les huiles essentielles comme étant : des produits obtenus soit à partir de matières

premières naturelles par distillation à l’eau ou à la vapeur d’eau, soit à partir des fruits

de Citrus par des procédés mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des

procédés physiques.

Bruneton (1993, 1999), définit les termes les plus couramment utilisés dans ce

domaine, tels que :

• Pommade florale : Corps gras parfumé obtenu à partir de fleurs, soit par

enfleurage à froid, soit par enfleurage à chaud.

• Résinoïde : Extrait à odeur caractéristique, obtenu à partir d’une matière

première sèche d’origine naturelle, par extraction à l’aide d’un solvant non

aqueux.

• Absolue : Produit ayant une odeur caractéristique, obtenu à partir d’une

concrète, d’une pommade florale ou d’un Résinoïde par extraction à l’éthanol à

température ambiante. La solution éthanolique obtenue est généralement refroidie et

filtrée dans le but de supprimer les cires.

• Epices : Produits végétaux naturels ou mélanges de ceux-ci, sans matières

étrangères, qui sont utilisés pour donner de la saveur et de l’arôme et pour

assaisonner les aliments ; le terme s’applique à la fois au produit entier et au

produit en poudre.
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• Concrète : Extrait à odeur caractéristique obtenu à partir d’une matière

première fraîche d’origine végétale, par extraction au moyen d’un solvant non

aqueux, suivie de l’élimination de ce solvant par des procédés physiques.

I–3 – Choix de la méthode d’extraction

La diversité et la complexité des huiles essentielles rendent le choix des processus

d’obtention délicat. La méthode choisie ne doit pas conduire à la discrimination entre

les composés polaires et apolaires, ni induire de réactions biochimiques, de

dégradations thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de changement de

pH ou entraîner une perte de composés volatils. Pour cela, différents paramètres et

propriétés sont à prendre en compte (Fernandez et Cabrol-Bass, 2007).

I–3.1 –Principaux paramètres d’extraction

Les principaux paramètres à prendre en compte dans les opérations fondamentales

d’extraction de matières premières naturelles aromatiques sont :

• La volatilité ;

• La solubilité ;

• La taille et la forme des molécules constitutives ;

• L’adsorption.

Le Tableau 1 résume les techniques les plus couramment utilisées et quelques types de

produits fabriqués. Ces techniques d’extraction mettent en œuvre, en ligne la plupart

du temps, plusieurs types d’opérations fondamentales. Les principales opérations

industrielles ont été résumées dans la Figure 1 (Peyron, 1992).
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Tableau 1 : Paramètres mise en œuvre dans les opérations d’extraction.

(Source Peyron, 1992).

Techniques Propriétés Produits fabriqués
Evaporation

Déshydratation - Séchage
Concentration de miscella (S/pres. atm. ou

réduite) Concentration de jus de fruits

Volatilité

Résinoïdes, concrètes
Oléorésines

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

Distillation sèche
Isolats, déterpénés

Huile empyreumatique

Co-distillation
Avec eau (S/pres. atm. ou en surpression)

Hydrodistillation et à vapeur humide
Vapeur sèche

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

Huiles essentielles
Eaux

Aromatisées

Alcoolats
Distillats moléculaires

Extraction liquide / solide
Solvant conservé : Corps gras

Alcool
Solvant éliminé : Fluide liquide

Fluide liquéfié (ou supercritique)

Solubilité

Pommade
Infusion – Teinture

}Concrète, résinoïde

Extraction liquide / liquide
Discontinue

Continue
Essences déterpénées

Cristallisation après concentration partielle
etrefroidissement Menthol – Anéthol

Broyage – tamisage Formes et
taille
des

particules

Huiles essentielles
d’agrumes

Expression – Filtration
Glaçage – Filtration

Séparation au moyen de membranes
Séparation chromatographique

Décoloration
Adsorption

Huiles essentielles
Absolues

(Source : Peyron, 1992).



Chapitre I Procédés d’extraction des huiles essentielles et des molécules aromatiques

7

Distillation
Distillation moléculaire

entrainement
a la vapeur

Distillation Expression
séche Filtration

Corps                    Extraction                 Solvants
gras                         Solvants                    divers

Alcool
Extraction       Distillatiques
alcool moléculaires

Fig. 1 : Principales opérations industrielles d’extraction (Peyron, 1992).

I–3.2 – Paramètres influençant l’extraction

I–3.2.1 -Matière végétale

• Choix des plantes : Seules les plantes saines de l'espèce recherchée doivent être

récoltées.

• Mode de cueillette : On peut cueillir les fleurs, feuilles, bourgeons et petites baies en les

arrachant simplement de la plante à la main. Puis on récolte les tiges, les racines et écorces

de préférence avec un petit couteau ou un sécateur. Cette méthode est plus écologique et

permet d'obtenir des huiles essentielles de meilleure qualité.

• Provenance (région d'origine) : Le sol dans lequel pousse la plante et le climat

qui règne dans une région donnée déterminent et différencient en grande partie

la qualité de l'essence que produit cette région par rapport à l’essence de la

même plante provenant d’une autre région.

• Stade végétatif : La récolte doit avoir lieu pendant le stade végétatif quand la

plante est plus riche en essence. Ce moment varie d'une plante à une autre.

huiles
empyreumatiques

Pommades
d'enfleurage

Résinoides, Alcoolats DécoloréesAbsolues

Oléorésines
Concrètes

Végétal

Huiles
Essentielles

HE Agrumes

ISOLATS
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• Période de la journée : La qualité de l'essence d'une plante varie en fonction de

la période de la journée où elle est récoltée. C’est dès l’aube, lorsque la rosée

s’évapore, que la concentration des huiles essentielles est la plus élevée dans les

plantes, car les gouttelettes de rosée empêchent encore l’évaporation des huiles.

A défaut, on peut récolter en fin d’après-midi ou en début de soirée, au moment

où les plantes exhalent le moins leur parfum.

• Partie de la plante distillée : Les diverses parties d'une même plante (fleur,

feuille, tige, écorce, racine, etc.) peuvent produire des essences différentes

(Sallé, 2004 ; Möller, 2008).

I–3.2.2 – Nature et état du solide et du soluté

La nature et l’état physique du soluté ont une importance primordiale et déterminent le

mécanisme de transfert de matière. Le soluté contenu dans ces corps est soit un solide,

soit un liquide, stable ou non à la chaleur ou à l’atmosphère. Il est réparti uniformément

en des teneurs variables dans le solide.

Si le soluté est dispersé uniformément dans le solide, les parties superficielles sont

dissoutes en laissant derrière elles un solide poreux. Le solvant doit ensuite pénétrer

cette couche extérieure avant d’atteindre le soluté situé en profondeur. Le chemin du

solvant est rendu de plus en plus difficile, traduisant ainsi une diminution de la vitesse

superficielle.

Lorsque la teneur en soluté est importante dans le solide, la structure poreuse peut

être détruite par broyage. La dissolution ultérieure du soluté devient plus facile. Dans

les matières végétales, le soluté est généralement occlus dans des cellules d’où il est

extrait par un mécanisme de dialyse ou de diffusion capillaire à travers des parois

cellulaires. L’ordre de grandeur expérimentale de la diffusivité d’une huile est de 10
-

9
m²/s dans le solvant libre et de 10

-14
m²/s dans le tissu cellulaire intact (Leybros et

Frémeaux, 1990).

I–3.2.3 –Nature, concentration et volume du solvant

Le choix du ou des solvants est très important. Il doit être d’une grande pureté et

avoir un faible point d’ébullition pour pouvoir être éliminé facilement en limitant la perte

de composés volatils. Il ne doit pas interférer avec la méthode d’analyse utilisée. Il doit

pouvoir extraire les composés polaires et apolaires ou bien être sélectif. Le choix est

fonction de la matrice et des composés à étudier. Il faut tenir compte de la polarité des

composés, de leurs températures d’ébullition et de la miscibilité avec les autres solvants

(Cicile, 2002 ; Fernandez et Cabrol-Bass, 2007).
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I–3.2.4 –Méthode, durée, température et pression

La réduction de la pression de marche provoque un abaissement des températures

d’ébullition et de condensation. Inversement, toute augmentation de pression entraîne une

élévation de ces températures (Cicile, 2002).

L’élévation de la température permet l’accroissement de la solubilité et de la diffusivité du

soluté et la diminution de la viscosité. Elle doit être limitée pour éviter les risques

d’extraction des composés nuisibles et la dégradation thermique du soluté (Leybros et

Fremeaux, 1990).

La durée de l’extraction (longue ou prolongée) permet de recueillir l'ensemble des fractions

«de tête» et «de queue» dans le cas de la distillation. Elle dépend du procédé d’extraction

utilisé et de l’objectif de l’extraction.

I–4 – Techniques conventionnelles d’extraction

D’après Guenther (1949), les huiles essentielles sont obtenues le plus souvent par

distillation.

I–4.1 – Distillation – Evaporation

La différence entre distillation et évaporation, est l’intérêt porté aux produits séparés.

Dans la distillation, c’est la phase vapeur qui a de la valeur car elle contient le ou les

constituants à séparer, alors que dans l’évaporation, c’est le résidu solide ou liquide obtenu

par vaporisation du solvant, qui est le produit intéressant (Peyron, 1992).

I–4.1.1 – Co-distillation avec vapeur d’eau

C’est probablement sur le plan tonnage, que la codistillation avec vapeur d’eau est la

principale technique de production des huiles essentielles. Trois groupes de techniques sont

utilisés :

• La distillation à la vapeur, ou hydrodistillation (Figure 2, A), dans laquelle le

végétal est en contact direct avec l’eau bouillante, ce qui évite d’agglutiner les

charges végétales comme le fait l’injection de vapeur. Quelques utilisations

actuelles : rose, fleurs d’oranger, amande pulvérisée.

• La distillation à la vapeur saturée : le végétal est supporté dans l’alambic par une

plaque perforée située à une certaine distance au-dessus du fond rempli d’eau

(Figure 2, B). Le végétal est en contact avec la vapeur d’eau saturée, mais pas avec

l’eau bouillante.

• La distillation à la vapeur directe, saturée ou surchauffée, souvent à des pressions

supérieures à l’atmosphérique, est identique à la précédente, sans eau dans le fond

de l’alambic, la vapeur étant introduite au-dessous de la charge végétale (ou en
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dessus dans le système d’hydrodiffusion). Technique la plus utilisée actuellement,

elle évite le contact prolongé du végétal avec l’eau en ébullition et la formation de

certains artefacts (Peyron, 1992 ; Garnero, 1996).

Fig. 2 : Schéma des appareils d’Hydrodistillation (A), et d’entraînement à la vapeur d’eau

(B).

D’une façon générale, l’hydrodistillation, de même que l’entrainement à la vapeur,

engendrent des réactions d’isomérisation, de saponification ou de polymérisation. Par

ailleurs, le temps de distillation affecte la composition de l’huile essentielle dans la mesure

où l’hydrodiffusion des composés volatils présents dans les tissus végétaux à travers les

parois cellulaires constitue l’étape limitante du processus. Le mélange huile essentielle–eau

est recueilli par un col de cygne et refroidi dans un condenseur : la séparation se fait le plus

souvent par simple décantation dans un vase florentin (Crouzet, 1998).

I–4.1.2 –Co-distillation avec un fluide autre que l’eau

L’alcool a été anciennement utilisé pour fabriquer les alcoolates. L’emploi de

liquides entraîneurs convenablement choisis (polyols, polyesters et autres composés

chimiques à point d’ébullition élevé) s’est généralisé depuis quelques décennies, en co-

distillant le végétal lui-même, ce qui est rare, mais surtout un de ses extraits primaires

(huile essentielle, concrète…) sous pression élevée ou très réduite (distillation

moléculaire : vide élevé, court trajets des vapeurs). On obtient ainsi d’excellents

produits commerciaux, peu colorés, sans odeur empyreumatique (Peyron, 1992 ;

Pellerin, 2001).
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I–4.1.3 – Evaporation – concentration

Les miscella évacués des extracteurs, soit par gravité, soit au moyen d’une pompe

centrifuge de circulation, sont envoyés dans un décanteur, séparant la phase aqueuse, de

la phase huileuse qui est filtrée puis concentrée pour récupérer le solvant.

Notons que « la qualité d’un extrait est en raison inverse de la température maximale

mise en œuvre pour son obtention et de la durée d’application de cette température, en

particulier dans la concentration du solvant d’extraction » (Peyron, 1992).

I–4.1.4 – Rectification (fractionnement)

Cette opération de distillation sous vide consiste à séparer plusieurs constituants

d’un mélange liquide par échange de matière entre une phase vapeur et une phase

liquide, au moyen d’une série de vaporisations et de condensations entre ce liquide et

cette vapeur qui chemine à contre-courant dans une colonne. Elle permet de séparer des

composants de mélanges liquides dans un état de grande pureté, voire éliminer les traces

d’eau, les matières solubles ou résineuses et les colorants (Cicile, 1994, 2002 ; Crouzet,

1998).D’une façon générale, l’hydrodistillation, de même que l’entrainement à la

vapeur, engendrent des réactions d’isomérisation, de saponification ou de

polymérisation. Par ailleurs, le temps de distillation affecte la composition de l’huile

essentielle dans la mesure où l’hydrodiffusion des composés volatils présents dans les

tissus végétaux à travers les parois cellulaires constitue l’étape limitante du processus.

Le mélange huile essentielle–eau est recueilli par un col de cygne et refroidi dans un

condenseur : la séparation se fait le plus souvent par simple décantation dans un vase

florentin (Crouzet, 1998).

I–4.1.5 –Distillation sèche

En chauffant en milieu clos, certains bois (cade, bouleau,…) à des températures

élevées, on fabrique des huiles empyreumatiques (cade, bouleau, arôme fumé…)

d’importance assez limitée, mais riches en hydrocarbures aromatiques polycycliques

cancérigènes (Peyron, 1992 ; Garnero, 1996).

I–4.2 – Extraction au moyen de solvants

Certains organes de végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne

supportent pas les traitements par entraînement à la vapeur d’eau ou l’hydrodistillation.

C’est le cas des fleurs de jasmin, d’œillet, de tubéreuse… Il faut donc, pour ces végétaux,

recourir à d’autres méthodes d’extraction des composés odorants volatils telles que

l’extraction par les solvants fixes (extraction par les corps gras ou enfleurage) et volatils

(extraction par l’hexane) (Garnero, 1996).
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Ces matières végétales renferment souvent à côté d’une très faible quantité de composants

aromatiques, un ballast énorme, solide ou liquide, qu’il faut séparer. Pour séparer ces

aromatiques du ballast, deux types d’extraction ont été utilisés :

• L’extraction solide/liquide, c’est-à-dire l’opération de transfert ou d’échange de

matière entre une phase solide (la matière à extraire), et une phase liquide (le

solvant d’extraction). Elle est réalisable :

• soit par simple contact (à étage unique). L’extraction dans ce cas est souvent

incomplète même avec un très bon solvant ;

• soit par contacts multiples, à co-courants parallèles ou à contre-courant (extraction

méthodique), cette dernière est plus économique (Leybros et Frémeaux, 1990).

• L’extraction liquide/liquide, c’est-à-dire l’opération de transfert ou d’échange de

matière entre deux phases liquides, la solution et le solvant. Il s’agit d’une

extraction systématique en continu, utilisée pour extraire un constituant particulier

ou pour en éliminer d’autres, en utilisant deux solvants non miscibles à pouvoir

dissolvant plus spécifique de chaque groupe (Moulin et al., 2002).

I–4.2.1 –L'enfleurage à froid

Ce processus d’extraction, n'es plus trop utilisé, est réservé aux huiles florales de très

grande qualité. Les senteurs particulièrement délicates peuvent également être capturées

par enfleurage dans de la graisse froide. Pour ce faire, le mieux est de suspendre

simplement les plantes dans un linge immergé dans de l’huile froide et de changer celui-ci

après 12 à 24 heures.

Pour pouvoir utiliser la fragrance à la fin, il convient de la délaver de la graisse avec

de l’alcool puis de distiller finalement cet alcool selon ses besoins afin de concentrer

davantage la senteur. L’enfleurage constitue en quelque sorte la part royale dans le

domaine de la confection de parfums, car il permet également de préserver des senteurs

particulièrement délicates dans leur haute qualité et leur pureté. La macération dans

l’alcool est sensiblement plus simple et moins dispendieuse ; toutefois, cette méthode n’est

en rien comparable à l’extraction des senteurs par enfleurage au niveau de la qualité

(Möller, 2008).

I–4.2.2 –L'enfleurage à chaud

Alternativement à la macération, il est également possible de procéder par

l’enfleurage à chaud dans la graisse. Pour cela, il convient de chauffer une graisse animale

clarifiée (à défaut de la vaseline ou de la paraffine, substances plus modernes) dans une

chaudière en cuivre à 60 degrés. Les plantes y sont incorporées et détrempées pendant 12 à
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24 heures. Afin d’obtenir un résultat de qualité, il faut pressurer les plantes et remplir de

nouveau la chaudière. Ce processus est répété autant de fois que nécessaire pour assurer le

passage d’un maximum d’arômes dans la graisse. Ensuite une opération de filtration est

nécessaire pour séparer la graisse des fleurs. Une pâte parfumée appelée « pommade » qui

va être traitée avec la même technique d’extraction que pour un enfleurage à froid (Möller,

2008).

I–4.3 –Méthodes d’extraction à froid

La pression à froid est le moyen le plus simple mais aussi le plus limité. Cette

technique d'extraction est utilisée pour obtenir des essences d'agrumes contenues dans les

zestes. Autrefois, les fruits étaient frottés manuellement sur des parois garnies de picots

d'une écuelle de bois. L'huile exprimée était recueillie à l'aide d'une éponge. Elle était

ensuite soigneusement filtrée. Quatre à cinq heures sont nécessaires pour traiter une

centaine de kilo d'écorces, sans compter les pertes de rendement.

Afin d'augmenter le rendement et de réduire les coûts, de nombreux essais ont été

effectués pour mécaniser le procédé. En 1908, Perroni-Paladini suivi de Lo Castro,

Marisca et, plus tard, Spéciale et Indelicato ont inventé des machines ayant une

capacité de traitement supérieure (environ 1 tonne/heure). De concepts mécaniques

différents, ces machines consistent en deux rouleaux sur lesquels tourne une chaîne

spéciale, avec des éléments déformables. Après extraction du jus par "birillatrice", les

écorces sont entraînées en tournant entre la chaîne et un plateau horizontal nervuré fixe.

Des jets d'eau permettent de récupérer l'essence et l'émulsion est ensuite centrifugée. Ces

machines (Figure 3) sont appelées « Sfumatrice ».

En appliquant des systèmes plus performants, Speciale et Indelicato ont mis au point

de nouvelles machines telles que la ''Super-Sfumatrice'' et, plus récemment ''AZS-204 ''

permettant l'extraction automatique et simultanée du jus et de l'huile essentielle, avec des

capacités supérieures à 2 tonnes/heure. Le fruit est coupé en deux par une lame fixe et les

moitiés tombent dans des coupelles dans lesquelles elles sont pressées par des têtes

rotatives pour récupérer le jus. Elles sont ensuite entraînées entre un rouleau et un plateau

fixe où l'essence est récupérée avec des jets d'eau. L'émulsion eau - essence est séparée par

centrifugation (Dugo et Di Giacomo, 2002).
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Fig. 3 : Schéma des différents Sfumatrices

Poursuivant leurs recherches pour améliorer l'extraction de l'essence à partir du fruit

entier, Ando, Avena, et plus récemment Speciale et Indelicato, ont développé une nouvelle

méthode d'extraction appelée « Pelatrice » largement diffusée dans le monde (Figure 4).

Les fruits sont envoyés dans une machine comportant trois couples de rouleaux en acier

inox percés de trous comme une râpe, tournant en sens contraire et forçant les fruits à

tourner sur eux-mêmes afin d'en râper toute l'écorce. Des jets d'eau récupèrent l'essence

formant une émulsion. Celle-ci est séparée puis clarifiée dans plusieurs centrifugeuses

(Kimball, 1999 ; Dugo et Di Giacomo, 2002).

Fig. 4 : Photos à gauche d’une Pelatrice et à droite d’une centrifugeuse séparatrice

de l’essence de citrus des eaux résiduelles.

La société américaine FOOD MACHINERY CORPORATION (F.M.C.), est ensuite

arrivée sur le marché avec sa ''FMC- IN-LINE'', qui extrait simultanément le jus et
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l'essence (Figure 5). Les extracteurs sont équipés de quatre têtes d'extraction, chacune

d’elles étant constituée d'un bol inférieur et d'un bol supérieur mobile qui compriment le

fruit. Des couteaux supérieurs et inférieurs tranchent le fruit pendant le mouvement de

descente du bol supérieur. Le jus est ainsi pressé dans un tuyau tamiseur qui se comprime

pendant le mouvement ascendant synchronisé du tuyau d'écoulement. Parallèlement,

l'essence obtenue est écoulée latéralement lorsque les cellules du zeste (flavedo) éclatent

lors de la descente du bol supérieur (Kimball, 1999).

Fig. 5 : Schéma représentatif de l’extraction par FMC in line.

Il convient de mentionner une autre technique utilisée avec succès par l'industrie. Elle

consiste en deux vis qui forcent les écorces à libérer l'essence à une pression donnée

(Figure 6). L'émulsion est envoyée dans un filtre-presse pour éliminer les principaux

résidus (Dugo et Di Giacomo, 2002).

Fig. 6 : Schéma représentatif de l’extraction par pression.

I–4.4 –Méthode d’hydrodiffusion
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L’hydrodiffusion (Figure 7), est une co-distillation descendante. Dans ce procédé, le

végétal est disposé dans un parallélépipède métallique grillagé. On soumet donc le végétal

à une pulsion de vapeur d’eau, saturée et humide, mais jamais surchauffée de haut en bas.

La forme de l’appareillage permet une meilleure répartition des charges. La vapeur d’eau

emporte avec elle toutes les substances volatiles. L’huile essentielle est recueillie grâce à

un collecteur qui permet un équilibre avec la pression atmosphérique. On peut aussi

préciser qu’il y a un procédé de cohobation qui renvoie dans la chaudière toutes les eaux

qui sont séparées des huiles (Wijesekara et al., 1997).

Fig. 7 : Schéma du procédé d’hydrodiffusion.

I–5 –Extraction par des techniques innovantes

Plusieurs méthodes d’extraction vont être décrites ci-dessous y compris celles par

fluide supercritique, par ultrasons et enfin par micro-ondes. Ce sont des techniques qui

répondent à bon nombre d’exigences actuelles en termes de durabilité, de répétabilité et de

respect de l'environnement, de vitesse et d'automatisation.

I–5.1 –Extraction par des solvants supercritiques

C’est une nouvelle technologie utilisée industriellement qui fait encore l’objet de

nombreuses recherches. L’originalité de cette technique repose sur le comportement du

solvant utilisé sous des conditions particulières puisque au-delà d’un certain point, dit point

critique, caractérisé par une température (Tc) et une pression (Pc), les corps purs se

trouvent dans un état particulier dit supercritique. Dans leurs conditions d’utilisation, les

fluides supercritiques ont une masse volumique voisine de celle des liquides, une viscosité

proche de celle des gaz et une diffusivité intermédiaire leur polarité est modifiée par

rapport à l’état liquide.
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Leur pouvoir dissolvant dépend fortement de la température et de la pression (Perrut,

1999).

Le fluide supercritique le plus utilisé est le dioxyde de carbone (Pellerin, 1991, 2001). Le

CO2 est thermodynamiquement stable, insipide, inodore et incolore, il est ininflammable

mais peut être asphyxiant à haute concentration. Son point critique est de Pc = 73,6 bar et

Tc = 31,4 °C.

Dans cet état, l’extrait devient insoluble dans le CO2 et précipite au fond de l’enceinte. Le

gaz carbonique est ensuite liquéfié et peut être à nouveau utilisé (Figure8).

Fig. 8 : Schéma de principe d’une extraction par CO2supercritique (Pellerin, 2001).

L’extrait récupéré ne contient aucune trace de solvant résiduel qui est facilement éliminé

sous forme gazeuse. Le CO2 est ensuite recyclé et ramené à l’état supercritique. Afin

d’extraire les composés les plus volatils dont la composition est de type « huiles

essentielles », on utilise des pressions d’extraction modérées (entre 80 et 100 bar). A des

pressions plus élevées (200 à 280 bar), on extrait également des composés plus lourds dont

la composition est de type « concrètes ». Evidemment selon les conditions opératoires, on

peut en théorie obtenir tous les extraits intermédiaires. Le rendement est alors beaucoup

plus élevé. Les extractions sont rapides ; il faut compter environ 90 min pour extraire 500 g

de matière végétale (Pellerin, 2001). Le CO2 étant une molécule apolaire, il extrait

préférentiellement les composés apolaires. Cependant, à des pressions élevées, la polarité

du CO2 augmente et il va extraire des composés de plus en plus polaires (Anklam et al.,

1998). Étant donné que l’on chauffe très peu la matière première, les composés

thermosensibles et hydrolysables ne sont pas dégradés. Cependant, le CO2 présente une

certaine acidité, il peut se former de l’acide carbonique, pouvant entraîner une légère
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hydrolyse acide. L’extrait obtenu par extraction au CO2 supercritique est un des extraits

qui se rapproche le plus de la matière première (Pellerin, 1991).

L’extraction au CO2 supercritique entièrement « verte » semble être viable avec l’ajout

de co-solvants qui sont introduits à l’aide d’une pompe à débit constant. L’éthanol et l’eau

sont les plus utilisés à cause de leurs polarités comme co-solvants/réactifs intermédiaires,

et l'eau dans le domaine compris entre le point d'ébullition et les conditions supercritiques.

Ainsi, l’extraction est moins sélective, plus de composés sont extraits, le rendement en est

amélioré. D’autres solvants peuvent être utilisés. Cependant, leur utilisation supprime

certains avantages majeurs rencontrés lors de l’utilisation du CO2. En effet, avec un co-

solvant, il est possible de perdre des composés volatils lors de l’étape de concentration

(Anklam et al., 1998 ; King, 2004).

L’appareillage est assez coûteux car il doit pouvoir supporter des pressions allant

jusqu’à 300 bar en toute sécurité et permettre ainsi un éclatement des poches à essence et

un entraînement des substances aromatiques.

L’extraction aux fluides supercritiques, le plus souvent du CO2, permet d'extraire

des substances odorantes peu volatiles et plus particulièrement les matières sèches qui sont

récalcitrantes aux méthodes d'extraction traditionnelles. De ce fait, elle a été utilisée pour

extraire les composés aromatisants de nombreux aliments comme des épices (Duarte et al.,

2004), du riz (Bhattacharjee et al., 2003), diverses boissons (Senorans et al., 2003) et du

café (Sarrazin et al., 2000).

Autre avantage, ce gaz ne pollue pas et est inoffensif car il est recyclé à l'intérieur

du système. Les huiles essentielles extraites de cette manière ont l'avantage d'éviter la

dégradation thermique associée à la distillation à pression atmosphérique. L'avantage, bien

sûr, c'est qu'aucun résidu de solvant ne reste, puisque, aux pressions et températures

normales, le CO2 revient simplement à l'état gazeux et s'évapore.

L'extraction aux fluides supercritiques est donc une technique intéressante qui

apporte de nouvelles notes olfactives (méthode d'extraction plus complète et moins

dégradante). Le développement de cette technologie continue à s'appuyer sur des

traitements et/ou des produits qui n'affectent pas l'environnement et les consommateurs. Le

changement des températures et/ou des pressions réduites des fluides critiques offre une

profusion d'opportunités, dont un excellent exemple est constitué par l'état critique relatif

de l'eau. Par exemple, l'eau sous-critique fournit, légèrement au-dessus de son point

d'ébullition, un milieu unique imitant celui des solvants organiques polaires, qui a même
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été utilisé pour l'extraction des solutés thermiquement labiles ou dans la chimie

réactionnelle (King, 2004 ; Turner, 2006).

I–5.2 –Extraction par Détente Eclair (Flash–Détente)

La Flash–Détente brevetée par l’INRA en 1993, fut mise au point pour extraire les

arômes de bananes, de mangues ou de lichis. La flash détente (Figure 9), est un procédé

multi-usages, multi-effets (Brat, 2001). Cette technique se réalise en deux étapes, la

première consiste à étuver la matière végétale à 85 – 90°C par l’utilisation d’une vis à

injection de vapeur. La seconde est une détente avec introduction brutale sous vide

(environ 30 mbar) du matériel végétal (fruits, légumes, plantes, etc.). La température

d'ébullition de l'eau dans ces conditions de vide se situe entre 27 et 30°C. Cette mise sous

vide instantanée provoque donc l'évaporation brutale d'une partie de l'eau de constitution

du matériel végétal étuvé (environ 10 % de la masse humide initiale) et une chute brutale

de la température du milieu. Cette perte d'eau instantanée engendre un broyage fin dû à la

création de micro-canaux intercellulaires. Ce bouleversement et cette explosion cellulaire

confèrent aux produits des qualités physico-chimiques, rhéologiques et organoleptiques

bien particulières. Les eaux d'évaporation sont récupérées séparément par condensation :

ces eaux, particulièrement riches en composés volatils aromatiques, sont appelées eaux

aromatiques et pourront être réintroduites dans les produits après l’extraction par Flash-

Détente.

Fig. 9 : Schéma de l’extraction par Flash Détente.

Des essais ont été effectués par le CIRAD (Centre de coopération Internationale en

Recherche Agronomique pour le Développement – France ) pour l’extraction des huiles
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première consiste à étuver la matière végétale à 85 – 90°C par l’utilisation d’une vis à

injection de vapeur. La seconde est une détente avec introduction brutale sous vide

(environ 30 mbar) du matériel végétal (fruits, légumes, plantes, etc.). La température

d'ébullition de l'eau dans ces conditions de vide se situe entre 27 et 30°C. Cette mise sous

vide instantanée provoque donc l'évaporation brutale d'une partie de l'eau de constitution

du matériel végétal étuvé (environ 10 % de la masse humide initiale) et une chute brutale

de la température du milieu. Cette perte d'eau instantanée engendre un broyage fin dû à la

création de micro-canaux intercellulaires. Ce bouleversement et cette explosion cellulaire

confèrent aux produits des qualités physico-chimiques, rhéologiques et organoleptiques

bien particulières. Les eaux d'évaporation sont récupérées séparément par condensation :

ces eaux, particulièrement riches en composés volatils aromatiques, sont appelées eaux

aromatiques et pourront être réintroduites dans les produits après l’extraction par Flash-

Détente.

Fig. 9 : Schéma de l’extraction par Flash Détente.

Des essais ont été effectués par le CIRAD (Centre de coopération Internationale en

Recherche Agronomique pour le Développement – France ) pour l’extraction des huiles
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essentielles d'écorces d'agrumes (pomelo, orange, mandarine, citron), préalablement

étuvées dans la chambre de vide, provoquant l'explosion des glandes à huiles essentielles

contenues dans le flavedo. Les huiles seront donc vaporisées simultanément avec une

partie de l'eau présente dans les écorces. Après condensation, les huiles seront récupérées

sous forme d'émulsion aqueuse, puis purifiées par centrifugation. Les rendements

d'extraction obtenus à partir d'écorces de citron, d'orange, de mandarine et de pomelo sont

respectivement égaux à 44 %, 29 %, 33 % et 27 %. Après déterpénation, les huiles

essentielles extraites par le procédé de Flash-Détente sont de qualité supérieure à celles des

huiles fraîchement pressées et ce, avec des proportions relatives supérieures en aldéhydes

mono- et ses qui terpéniques.

En plus de l’extraction des huiles essentielles d’agrumes, cette technique permet, de

produire simultanément de la purée de fruits (aux propriétés sensorielles renforcées) avec

un rendement avoisinant les 75 %. Donc de 1000 kg de fruits introduits nous recevons 750

kg de purée de fruits, 330 kg de drêches de citrons et 100 kg d’eaux aromatiques de citron

et d’huiles essentielles. La Flashe Détente présente ainsi d’une part un intérêt

technologique et économique en améliorant et en développant les propriétés sensorielles et

nutritionnelles des produits qui en sont issus ; et d’autre part un intérêt environnemental

par la réduction des volumes transportés, la diminution de la charge organique des

effluents et la valorisation de l’alimentation du bétail (digestibilité améliorée et durée de

vie accrue).

I–5.3 – Détente Instantanée Contrôlée

Cette méthode d'extraction est née des études théoriques menées par le Professeur

Allaf (1989) sur l’expansion par extrusion et suivies de travaux expérimentaux. La Détente

Instantanée Contrôlée est fondée sur la thermodynamique de l’instantanéité et des

processus d’auto-vaporisation couplée à l’évolution hydro-thermo-mécanique de nombreux

polymères à usages alimentaire, cosmétique, pharmaceutique, etc… (Allaf et al., 1994 ;

Rezzoug et al., 1998).

Le traitement par "Détente Instantanée Contrôlée D.I.C." est utilisé en vue

d'extraire les arômes et les huiles essentielles à partir de végétaux adéquats naturels ou

préalablement séchés. En effet, appliquée aux végétaux, la D.I.C. permet la modification

de leur structure, provoquant ainsi leur texturation et facilitant alors les opérations de

transfert de matière. L'auto–vaporisation qui accompagne la détente implique la séparation

liquide-solide et permet donc l'extraction de composés spécifiques. Cette opération se
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distingue par un traitement thermique très localisé, durant un temps réduit (quelques

dizaines de secondes).

Comparée aux autres procédés traditionnels, la D.I.C. (Figure 10), est relativement

rapide, et donc nettement plus flexible. D'un rendement supérieur, la méthode est

comparable à l'extraction par CO2 supercritique au niveau de la qualité de l'extrait, alors

que la consommation énergétique est inférieure à celles de la distillation et par

entraînement à la vapeur. Les différents aspects de la qualité sont ainsi couplés : ceux du

produit fini, ceux du procédé et ceux de son impact environnemental :

• Vecteur qualité : Améliorer la qualité de l'extrait obtenu par élimination de la

dégradation thermique et de la présence de solvants résiduels.

• Vecteur environnemental : Réduire les rejets de solvants, d'eau usée et de

matières résiduelles.

• Vecteur énergétique : Réduire la consommation énergétique nécessaire à

l'extraction des huiles essentielles.

Fig. 10 : Schéma d’une unité de Détente Instantanée Contrôlée (DIC) et son cycle de

traitement.

La Détente Instantanée Contrôlée (DIC) trouve des applications diverses dans le

séchage des fruits et légumes, et dans la décontamination microbienne. Elle offre

également des avantages économiques (vitesse, coût), et qualitatifs (stérilisation, qualités

organoleptiques, contenu en vitamines) (Rezzoug et al., 2005).
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I–5.4 –Extraction par ultrasons

L’extraction des composés bioactifs par ultrasons (20 – 100 kHz) est une technique

émergente qui offre beaucoup de reproductibilité en peu de temps, trois fois plus rapide

qu’une extraction simple par solvant. Elle est facile à mettre en œuvre et peu

consommatrice de solvant et d’énergie (Chemat et al., 2008). En effet, la matière première

est immergée dans l’eau ou dans le solvant, et en même temps elle est soumise à l’action

des ultrasons. Cette technique peut être utilisée pour l’extraction des composés aromatique

ou des essences de plantes, mais elle a surtout été développée pour l’extraction de certaines

molécules ayant un intérêt thérapeutique (Salisova et al., 1997 ; Vinatoru et al., 1997 ;

Hromadkova et al., 1999 ; Vinatoru et al., 1999 ; Vinatoru, 2001 ; Chemat et al., 2003

; Chemat et al., 2004
a

; Luque de Castro et al., 2007).

Fig. 11 : Schéma démonstratif de la cavitation ultrasonore.

Pendant la sonication, les ondes sonores utilisées induisent des vibrations

mécaniques dans le solide, le liquide ou le gaz, à travers une succession de phases

d’expansion et de compression, comme au cours d’un phénomène de cavitation. Les bulles,
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formées par l’expansion, vont se développer puis dégonfler. Si ces bulles se situent près

d’une surface solide, alors le dégonflement sera asymétrique, ce qui produira des jets de

liquide ultra-rapides (Figure 11). D’après Vinatoru (2001), les mécanismes d’extraction

impliquent deux phénomènes physiques :

• Les molécules peuvent parfois traverser la paroi cellulaire par simple diffusion ;

• Le contenu des cellules peut être « lessivé» après destruction des parois cellulaires,

afin de récupérer l’ensemble des composés d’intérêt.

• Les ultra-sons permettent d’améliorer ces deux phénomènes. Ils pourraient

augmenter le rendement, diminuer la quantité de solvant nécessaire et/ou le temps

de traitement (Mason et Cintas, 2002).

Pendant la sonication, les ondes sonores utilisées induisent des vibrations

mécaniques dans le solide, le liquide ou le gaz, à travers une succession de phases

d’expansion et de compression, comme au cours d’un phénomène de cavitation. Les bulles,

formées par l’expansion, vont se développer puis dégonfler. Si ces bulles se situent près
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• Le contenu des cellules peut être « lessivé» après destruction des parois cellulaires,

afin de récupérer l’ensemble des composés d’intérêt.

• Les ultra-sons permettent d’améliorer ces deux phénomènes. Ils pourraient

augmenter le rendement, diminuer la quantité de solvant nécessaire et/ou le temps

de traitement (Mason et Cintas, 2002).

I–5.5– Extraction assistée par Micro-ondes

Les rayonnements micro-ondes sont des ondes électromagnétiques qui se propagent

dans le vide à la vitesse de la lumière. Elles sont caractérisées par une fréquence comprise

entre 300 MHz et 30 GHz, c'est-à-dire par une longueur d’onde comprise entre 1 m et 1

cm. Sur le spectre électromagnétique (Figure 12), elles sont situées entre les

radiofréquences et les infrarouges (Kingston et Haswell, 1997).
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Fig. 12 : Spectre électromagnétique.

Les fréquences utilisables par les applications industrielles des micro-ondes sont

réglementées pour éviter le risque d’interférence avec la radiocommunication et les radars,

qui sont les principales utilisations des micro-ondes. La fréquence de 2,45 GHz (λ = 12,2

cm) est généralement utilisée. Le transfert de chaleur par micro-ondes représente une

propriété intéressante et est donc utilisé dans le domaine de l’extraction des huiles

essentielles. En effet, contrairement à un chauffage classique, c’est le produit traité qui est

la source de chaleur. Le dégagement de chaleur s’effectue de l’intérieur vers l’extérieur,

tout le contraire d’un chauffage classique. Il n’est alors plus nécessaire de faire chauffer le

récipient. Le matériel végétal est chauffé de manière directe. Cela est rendu possible par la

rotation dipolaire. Le champ magnétique haute fréquence (2,45 GHz) appliqué dans le four

micro-ondes permet un échauffement, un frottement entre les dipôles, qui conduit ensuite à

un dégagement de chaleur.

I–5.5.1 – Extraction par solvant assistée par micro-ondes

La méthode d’extraction par solvant assistée par micro-ondes a été mise au point par

l’équipe canadienne de Paré et al. (1990). Celle-ci a déposé le premier brevet européen sur

« l’extraction de produits naturels assistée par micro-ondes ». Ces auteurs proposaient de

traiter sous micro-ondes un solide, sec ou humide, en contact avec un solvant partiellement

ou totalement transparent aux micro-ondes qui permettent d’accélérer la cinétique

d’extraction et de réduire le ratio solvant/charge.

Des essais effectués par cette nouvelle technique - notamment sur la menthe -, ont

souligné le gain de temps ainsi que la similutide de la qualité des produits à ceux obtenus

par entraînement à la vapeur classique. De nombreux brevets seront déposés alors par Paré
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et son équipe tant au niveau américain qu’au niveau européen (Paré et al., 1990 ; Paré et

al., 1991 ; Paré, 1994). Le procédé original sera par la suite quelque peu modifié et enrichi

et sera dénommé : MAP
TM

(MicrowaveAssistedProcess). Il a pour vocation d’être une

méthode d’extraction utilisable pour un grand nombre de matrices solides ou liquides telles

que les végétaux mais aussi les tissus animaux, les sols, les cosmétiques ou les eaux

polluées. Actuellement l’extraction assistée par micro-ondes (MAE : MicrowaveAssisted

Extraction) est actuellement très généralement citée dans la littérature (Eskilsson et

Bjorklund, 2000). En réalité, la MAE et MAP
TM

sont toutes deux des techniques

d’extraction par solvant assistée par micro-ondes. A titre d'exemple, un pilote d’extraction

des épices et aromates par la technique MAP
TM

est présenté dans la Figure 13.

Fig. 13 : Schéma du procédé d’extraction MAPTMen continu (A) et photo d’une unité

pilote du même procédé (B)

I–5.5.2 – Entraînement à l’air assisté par micro-ondes

En 1989, Craveiro et al. (Craveiro et al., 1989), ont proposé une technique originale

d’extraction de l’huile essentielle de Lippiasidoides par chauffage micro-ondes sans

solvant en utilisant un compresseur à air. L’huile essentielle extraite en 5 minutes sous

chauffage micro-ondes était présentée comme qualitativement identique à celle obtenue en

90 minutes par entraînement à la vapeur. Le système proposé est inspiré du procédé

d’entraînement à la vapeur d’eau classique. Il se compose en fait de trois parties : un

compresseur envoyant de l’air dans le ballon où se trouve la matière végétale placée dans

un four micro-ondes domestique, comme le montre la Figure 14.
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Fig. 14 : Schéma du procédé d’extraction par entrainement à l’air assisté par micro-ondes.

I–5.5.3 – Hydrodistillation par micro-ondes sous pression réduite

Le procédé « VMHD » ou Vacuum MicrowaveHydroDistillation a été élaboré et

breveté par la société Archimex dans les années 1990, avant d’être racheté par

l’équipementier Pierre Guérin (Mengal et Monpon, 1994). Cette technique d’extraction,

dont l’origine est l’hydrodistillation classique, est basée sur l’utilisation conjointe des

micro-ondes et d’un vide pulsé. Le matériel végétal traité, frais ou sec (auquel cas on lui

rajoute la quantité d’eau requise) est soumis d'une part aux micro-ondes dont le rôle est

d’assurer le transfert de matière, puis d'autre part à un vide pulsé qui permet l’entraînement

azéotropique des substances volatiles à une température inférieure à 100°C. Cette opération

peut être répétée plusieurs fois selon le rendement souhaité. D’après les concepteurs du

VMHD (Figure 15), l’extraction serait, pour un rendement équivalent et un extrait de

composition identique, dix fois plus rapide que l’hydrodistillation. Les notes « crues », les
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Fig. 14 : Schéma du procédé d’extraction par entrainement à l’air assisté par micro-ondes.
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I–5.5.4 –Hydrodistillation assistée par micro-ondes

Récemment, Stashenko et al. (2004
a,b), utilisent un procédé d’hydrodistillation par

micro-ondes. Ce procédé basé entièrement sur le principe de l’hydrodistillation classique

consiste à placer une partie du montage d’hydrodistillation dans le four à micro-ondes

(Figure 16). Le matériel végétal est donc placé en présence d’une quantité d’eau suffisante

dans un ballon disposé dans l’enceinte du four à micro-ondes. Le système de réfrigération

ainsi que la partie prévue pour la récupération des essences sont situés à l’extérieur du four.

Les avantages cités par ces auteurs sont la rapidité et la similitude de la composition de

l’huile par rapport à une hydrodistillation classique.

Fig. 16 : Schéma de l’hydrodistillation assistée par micro-ondes.

I–5.5.5 –Procédé d’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM)

En 2004, une méthode originale d’extraction des produits naturels assistée par

micro-ondes à pression atmosphérique, sans solvant et sans eau a été développée et

brevetée par Chemat et al. (2004
b,c

). Basée sur un principe relativement simple, cette

méthode décrit une distillation sèche assistée par micro-ondes qui consiste à placer le

matériel végétal dans un réacteur micro-ondes sans ajouter ni eau ni solvant

organique. Le chauffage de l’eau contenue dans la plante permet la rupture des

glandes contenant l’huile essentielle. Cette étape libère l’huile essentielle qui est

ensuite entraînée par la vapeur d’eau produite à partir de l’eau de la matière végétale.

Un système de refroidissement à l’extérieur du four micro-ondes permet la

condensation de façon continue du distillat, composé d’eau et d’huile essentielle, et

le retour de l’excès d’eau à l’intérieur du ballon afin de maintenir le taux d’humidité

propre au matériel végétal (Figure 17). La distillation sèche assistée par micro-ondes,
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a été appliquée à deux types de plantes, les épices (Lucchesi et al., 2004
a
) et les

herbes aromatiques (Lucchesi et al., 2004
b
). Pour les plantes aromatiques, après

seulement 30 minutes d’extraction les rendements en huiles essentielles obtenus par

ESSAM sont identiques à ceux obtenus après 6 heures d’hydrodistillation. D’un

point de vue qualitatif, on retrouve dans les huiles essentielles obtenues par ESSAM

une proportion plus importante de composés oxygénés, les plus valorisables sur le

plan olfactif.

Fig. 17 : Schéma du procédé d’extraction sans solvant assistée par micro-ondevs

(ESSAM).

I–6 – Situation économique des huiles essentielles

Les quantités d'huiles essentielles produites dans le monde varient considérablement. La

production annuelle de quelques huiles essentielles dépasse 35 000 tonnes tandis que

d’autres ne peuvent atteindre que quelques kilogrammes. Certains chiffres d’estimation de

la production, en tonnes, basées sur l'année 2004 sont indiqués dans le Tableau 2. De

même, de grandes variations se produisent également pour la valeur monétaire des

différentes huiles essentielles. Les prix varient de 1,80 $ US/kg pour l'huile d'orange à 120

000,00 $ US/kg pour l'huile d'iris. La valeur annuelle totale du marché mondial est de

l'ordre de plusieurs milliards de dollars US.

La production d'huiles essentielles à partir des plantes sauvage ou des plantes cultivées est

possible presque partout, sauf dans les pays les plus froids du monde et les régions

couvertes de neige en permanence. Le nombre global des espèces végétales est de l'ordre
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de 300 000. Environ 10% d'entre elles contiennent des huiles essentielles et pourraient être

utilisées comme bases pour leur production. Tous les continents possèdent leurs propres

flores caractéristiques. Parfois, ces plantes peuvent être limitées à une zone géographique

particulière, comme Santalumalbum en Inde et au Timor en Indonésie, Pinusmugodans les

Alpes européennes, ou Abiessibirica à la CEI [Communauté des Etats Indépendants (ex-

Russie)]. Pour de nombreux pays, principalement en Afrique et en Asie, la production

d'huile essentielle est leur principale source d'exportation. Pour l'Indonésie, le Sri Lanka, le

Vietnam, et même l'Inde, les chiffres d'exportation d’HE sont très élevés.

Tableau 2 : Production mondiale (2008) des plus importantes huiles essentielles

Huiles essentielles
Production en

Tonnes
Principaux pays

producteurs

Huile d’Orange 51 000
Etats-Unis, Brésil,

Argentine
Huile de Menthe des champs

(Menthaarvensis)
32 000 Inde, Chine, Argentine

Huile de Citron 9 200 Argentine, Italie, Espagne

Huile d’Eucalyptus 4 000
Chine, Inde, Australie,

Afrique du Sud
Huile de Menthe Poivrée 3 300 Inde, Etats-Unis, Chine

Huile de Feuilles de Clous de Girofle 1 800 Indonésie, madagascar

Huile de Citronelle 1 800 Chine, Sri Lanka
Huile de Menthe Verte 1 800 Etats-Unis, Chine

Huile de Cèdre 1 650 Etats-Unis, Chine

Huile de Listée (Listeacubeba) 1 200 Chine

Huile de Patchouli 1 200 Indonésie, Inde
Huile de Lavandin Grosso 1 100 France

Huile d’Eucalyptus citronné
(Corymbiacitriodora)

1 000
Chine, Brésil, Inde,

Vietnam

(Source :Lawrance, 2009).

Les principaux pays producteurs se trouvent dans tous les continents. En Europe,

le cœur de production se trouve dans les pays méditerranéens : Italie, Espagne, Portugal,

France, Croatie, Albanie et Grèce, qui produisent tous des huiles essentielles en

quantités industrielles. Sans oublier de mentionner les pays d'Europe centrale tels que, la

Bulgarie, la Roumanie, la Hongrie et l'Ukraine, l'immense Fédération de Russie, répartie

sur une grande partie de l'Europe de l'Est et de l'Asie du Nord, a non seulement des

ressources de plantes sauvages presque infinies mais aussi de vastes zones de terres

cultivées. Le continent asiatique avec la diversité de ses climats semble être le plus
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important producteur d'huiles essentielles. La Chine et l'Inde jouent un rôle majeur

suivies de l'Indonésie, le Sri Lanka et le Vietnam.

Beaucoup d’huiles essentielles uniques et insolites proviennent de l'immense

continent australien et de ses voisins : la Nouvelle-Zélande et la Nouvelle-Calédonie.

Les principaux pays producteurs d’HE en Afrique sont le Maroc, la Tunisie, l'Egypte,

l'Algérie et la Côte d'Ivoire. Les pays qui jouent un rôle mineur sont l'Afrique du Sud, le

Ghana, le Kenya, la Tanzanie, l'Ouganda et l'Ethiopie. Les plus importantes îles

productrices d’épices : Madagascar, les Comores, Mayotte, la Réunion sont situées le

long de la côte Est du continent africain. Le continent américain est également l'un des

plus grands producteurs d'huiles essentielles. Les États-Unis, le Canada et le Mexique

possèdent une richesse en matières végétales naturelles et aromatiques. En Amérique du

Sud, les huiles essentielles sont produites au Brésil, en Argentine, au Paraguay, en

Uruguay, au Guatemala, et dans l'île d'Haïti. Outre les principaux pays producteurs

d’huiles mentionnés ci-dessus, il y en a beaucoup d'autres, moins importants, comme

l'Allemagne, Taiwan, le Japon, la Jamaïque, et les Philippines. La Figure 18 montre les

principaux pays producteurs d'huiles essentielles à travers le monde (2008).

Fig. 18 : Répartition des taux de production d'HE (en parties estimées) par pays à

travers le monde durant l’année 2008 (Lawrence, 2009).
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La culture des plantes aromatiques a changé de site géographique au cours des deux derniers

siècles. De 1850 à 1950, les centres de la culture commerciale des plantes à huiles essentielles

étaient la Provence en France, l'Italie, l'Espagne et le Portugal. Avec l'augmentation du coût de

la main d'œuvre, la culture s’est déplacée vers les régions méditerranéennes de l'Afrique du

Nord.

Comme la récolte manuelle s'est avérée d'un coût trop élevé sous les conditions

européennes, et que des améliorations très nettes ont été apportées dans la conception de

machines de récolte, seules les cultures pour les HE qui se prêtaient à la récolte mécanique ont

continué à être poursuivies en Europe. Au début des années 1990, même les récoltes en plantes

aromatiques en Afrique du Nord se sont avérées très coûteuses et les centres de ça cultures ont

dû être délocalisés en Chine et en Inde. A l'heure actuelle, les méthodes manuelles ont tendance

à s'avérer trop coûteuses même en Chine. De ce fait, actuellement, seule l'Inde demeure un

centre de développement des cultures de plantes à parfum (Lawrence, 2009)
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II –1 – Introduction

Le romarin (Rosmarinusofficinalis L.) est un arbrisseau de la famille des Labiées,

répandu sur toutes les rives de la méditerranée (Gildemeister et Hoffmann, 1912). Il est

dominant dans les communautés arbustives post-feu, principalement dans les sols calcaires. Il

s'agit d'un germoir à semences obligatoire et à floraison abondante. Son caractère ensoleillé et

son effort de reproduction élevé lui permettent de coloniser les paysages découverts (Sardans

et al., 2005).

Le romarin fait l’objet de très nombreuses mentions historiques et légendaires. Les

Anciens Grecs lui vouaient une grande vénération. On s'en servait généreusement dans toutes

les fêtes, qu'il s'agisse de cérémonies nuptiales, funéraires ou de célébrations profanes. Les

mariées portaient des couronnes de romarin, symboles d’amour et de fidélité, tandis que les

invités recevaient des branches enjolivées de rubans de soie multicolores. On mettait aussi des

brins de romarin sous les oreillers pour chasser les mauvais esprits et les cauchemars.

Les Égyptiens plaçaient des rameaux de romarin dans la tombe des pharaons afin de

fortifier leur âme. Le romarin est un symbole du souvenir et de l’amitié. Les étudiants grecs

s'en confectionnaient des couronnes, qu'ils portaient durant les examens pour stimuler leur

mémoire.

Les Romains considéraient également le romarin comme une plante sacrée, comme

l'atteste le poète Horace (-65/8 av. notre ère) dans ces vers : "Si tu veux gagner l'estime des

dieux, apporte leur des couronnes de romarin et de myrte".

Durant les épidémies de peste, le romarin était très populaire : On en faisait brûler des

rameaux pour purifier l’air et on portait des sachets sur soi, que l’on respirait lorsqu’on passait

dans les endroits touchés par cette terrible maladie. L'histoire veut aussi que la reine de

Hongrie, qui souffrait de rhumatismes chroniques, ait été délivrée de ses problèmes grâce à un

remède à base de romarin lorsqu’elle était âgée de 72 ans.

Dans certaines régions rurales, on fait tremper du romarin dans du vin rouge pour

obtenir une boisson fortifiante. On utilise aussi le romarin sous forme d'extrait à base d'alcool

pour les plaies et sous forme d'onguent ou de baume pour soulager les rhumatismes et les

névralgies, tant chez les humains que chez les animaux.

Ajouté à l'eau d'un bain, le romarin stimule la circulation sanguine. Des recherches récentes

(Weerakkody et al., 2010 ; Romano et al., 2009) ont démontré que l'huile de romarin avait
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certaines propriétés antibactériennes. De nos jours, le romarin est surtout utilisé en cuisine,

entre autre, avec les viandes, comme l'agneau et le porc, mais aussi en cosmétique comme

dans les shampooings ou encore pour son odeur légère de pin dans les savons, parfums ou

eaux de toilette.

L'huile essentielle de romarin est largement utilisée comme composant aromatique

dans l'industrie des cosmétiques (savons, parfums, crèmes, etc.), mais aussi dans l'industrie

alimentaire (boissons alcoolisées, desserts, bonbons, conservation des lipides, etc.).

II –2 –Taxonomie

Le romarin tien son nom du latin, ros, rosée, et marinus, de mer : allusion à son parfum

et à son habitat sur les coteaux maritimes. Sa taxonomie botanique est comme suit :

Règne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espèce : Rosmarinusofficinalis L. 1753

Noms communs : Romarin, Encensier, Herbe aux couronnes, Rose des marins, Rose

de la mer, Rose-marine

Période de floraison:

Couleur des fleurs:

Exposition:

Hauteur:

Habitat et origine

: Février à Avril

: Bleu / mauve

: Soleil

: 150 cm

: Plante vivace, arbustive, originaire des maquis, garrigues et rocailles du
bassin méditerranéen, aujourd'hui répandue un peu partout sous les
climats tempérés qui connaissent des hivers doux. La plante aime le
plein soleil et tolère modérément la sécheresse. Sous les climats plus
nordiques, on la traite comme une annuelle que l’on cultive par semis ou
par bouturage, car elle ne résiste pas aux hivers rigoureux.
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D’après Coste (1937), le romarin est un arbrisseau de 50 cm à 1 mètre et plus,

toujours vert, très aromatique, très rameux, très feuillé ; feuilles persistantes, coriaces,

sessiles, linéaires, entières, enroulées par les bords, vertes et chagrinées en dessus,

blanches-tomenteuses en dessous ; fleurs subsessiles, rapprochées en petites grappes

axillaires et terminales ; calice en cloche, bilabié, pulvérulent, nu à la gorge, à lèvre

supérieure ovale entière, I ‘inférieure à 2 lobes lancéolés ; corolle bilabiée, à tube

saillant, à lèvre supérieure en casque, bifide, I ‘inférieure à 3

lobes, le moyen très large et concave ; 2 étamines, à filets saillants, insérés à la gorge de

la corolle, munis vers la base d'une petite dent ; anthères linéaires, à 1 loge ; carpelles

obovales, lisses.

On reconnait facilement le romarin à ses feuilles persistantes sans pétiole (Figure

19), coriaces, plus longues que larges, aux bords légèrement enroulés, vert sombre

luisant sur le dessus, blanchâtres en dessous.

Fig. 19: Photo des feuilles, et des fleurs du romarin.

La floraison commence dès le mois de février (parfois en janvier) et se poursuit jusqu'en

avril-mai. La couleur des fleurs, varie du bleu pâle au violet (on trouve plus rarement la variété à

fleurs blanches chez R. officinalisalbiflorus). Comme pour la plupart des Lamiacées, le fruit est

un tétrakène (de couleur brune).

Il existe plusieurs espèces de romarin dans le monde : R. officinallis, R. eriocalyx, R.

laxiflorus et R. lavandulaceus. R. officinallisest la seule espèce qui croît naturellement dans les

pays dubassin méditerranéen, ainsi que dans les zones qui entourent l’Himalaya. Il a été cultivé
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depuis l’antiquité en Angleterre, en Allemagne, en France, au Danemark et dans les autres

Pays Scandinaves, en Amérique centrale, au Vénézuéla et le Philippines (Tyler et al.,

1976).

II –3 –Constitution d'une huile essentielle

L'huile essentielle est constituée de plusieurs molécules chimiques de synthèse

naturelle. Ces molécules sont différentes selon la nature de la plante et le sol dans lequel la

plante va croître (Angioni et al., 2004 ; Tucker et Maciarello, 1986), le temps de récolte

(Celiktas et al., 2007),

la partie de la plante (Flamini et al., 2002 ; Parry, 1921), la préparation de

l’échantillon (McCormick et al., 2006), ainsi que la méthode d’extraction (Boutekedjiret

et al., 2004). Les molécules sont formées à partir de divers atomes puisés par la plante via

le sol et via sa synthèse organique. L'ensemble constitue des réactions chimiques donnant

naissance aux molécules aromatiques, constituant l'huile essentielle.

La chromatographie en phase gazeuse est une technique de séparation qui permet

d'étudier la composition des huiles essentielles. Elle a révélé la présence de certains

constituants parmis les plus abondants dans différents huiles essentielles de romarin tels

que l'alpha-pinène, le 1,8-Cinéole, la verbénone et le camphre (Flamini et al., 2002).

II –4 –Huile essentielle chémotypée et non chémotypée

Par suite de la diversité des molécules contenues dans une huile essentielle,

lorsqu'une molécule est présente en fort pourcentage, on l'appelle le "type chimique" ou

"chémotype". Par exemple, la verbénone est absente dans quelques HE de romarin par

contre dans d’autres, elle représente plus de 20 % de l’essence. De même, le 1,8-Cinéole

est détecté avec des teneurs pouvant passer de 1 à 45 % (Sacchetti et al., 2005 ; Angioni

et al., 2004 ; Flamini et al., 2002). De ce fait, les huiles essentielles de romarin sont

classées en fonction de leur chémotype.

Le chémotype d'une huile essentielle est une référence précise qui indique le

composant biochimique majoritaire ou distinctif présent dans l'H.E. C'est l'élément qui

permet de distinguer une huile essentielle extraite d'une même variété botanique mais d'une

composition biochimique différente. Cette classification capitale permet de sélectionner les

H.E. pour une utilisation plus précise, plus sûre et plus efficace.
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La chimiotaxonomie du romarin a été déjà étudiée par de nombreux auteurs

(Manunta, 1985, FalchiDelitala et Soccolini, 1980).

Tuberoso et al. (1998), ont reporté le fait que les monoterpènes constituaient 50 %

de l’huile essentielle de romarin, spécialement l’α-pinène (>30%), camphène et limonène ;

alcools ≈ 7% et cétones ≈ 10 %.

Pintore et al. (2002), ont comparé les romarins de Sardaigne et de la Corse et ont pu

identifier respectivement les chémotypes α-pinène, verbénone, et acétate de bornyle.

Elmrani et al. (2000), étudièrent la chimiotaxonomie de l’huile essentielle du

romarin marocain provenant de différents régions. Ils définirent trois chémotypes : α-

pinène (37 – 40 %), camphre (41 – 53 %), et 1,8-Cinéole (58 – 63 %). Ils étudièrent

également l’influence du stade végétatif et l’espèce sur la composition de l'essence.

Aucune différence n'a été enregistrée.

L'huile essentielle de romarin du Liban (Diab et al., 2002) est caractérisée par le 1,8-

Cinéole (≈ 20%), et l'α-pinène (≈18,8 – 38,5 %). Celle de l’Inde (Jaganmohan et al.,

1997) par le 1,8-Cinéole (30 %), et le camphre (≈30 %), tandis que celle provenant du

Japon (Masatoshi et Hiroaki, 1997) est caractérisée par des teneurs élevées de 1,8-

Cinéole (≈ 50 %) et de faibles teneurs en α-pinène et en camphre (≈ 10 %). En outre, le

romarin récolté dans le Portugal (Serrano et al., 2002) est riche en myrcène (25 %), en

1,8-Cinéole, et en camphre et est similaire aux huiles d’Argentine et du Brésil (Porte et

al., 2000 ; Larran et al., 2001).

Benhabiles et Aït Ammar (2001), étudièrent les essences de deux espèces de

romarin provenant d’une région de l’Est Algérien. Ils trouvèrent deux chémotypes

différents : Rosmarinuseriocalyx à type eucalyptol (1,8-Cinéole = 42,8 %) et

Rosmarinusofficinalis à type β-Caryophyllène (13,9 %), camphre (12,1 %) et bornéol

(10,1%).

Tucker et Maciarello (1986), ont examiné les huiles essentielles de romarin

(Rosmarinus officinalis L.), provenant de 23 cultivars. Ces auteurs ont montré que ces

cultivars dérivaient de cinq variétés botaniques montrant de larges variations dans leur

composante principale : α-Pinène (0,06 – 57,45 %), 1,8-Cinéole (3,55 – 42,69 %),

Camphre (0,20 – 56,45 %), Acétate de bornyle (0,66 – 21,03 %) et Bornéol (0,40 – 14,69

%). Les essences ont alors été regroupées dans six groupes chimiques (chémotypes) :

(1) α-Pinène > 1,8-Cinéole,
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(2) 1,8-Cinéole > α-Pinène,

(3) α-Pinène  >  Camphre + Camphène>  1,8-Cinéole,

(4) Camphre + Camphène> α-Pinène  >  1,8-Cinéole,

(5) Camphre + Camphène> 1,8-Cinéole >  α-Pinène, et

(6) Bornéol + Acétate de bornyle> Camphre.

Cette procédure est intéressante lorsqu’on utilise les huiles essentielles en aromathérapie.

Le chémo type permet de différencier les propriétés thérapeutiques de plusieurs cultivars

ou variétés au nom identique comme dans le cas du romarin et qui se caractérisent par les

mêmes formes de feuilles, de tiges, de fleurs, de couleur, et d'odeur

II –5 –Usages

II –5.1 –Usage médicinal (Phytothérapie)

II –5.1.1 –Voie externe

Pour les traitements externes (entorses, foulures, contusions, torticolis), on emploie les

sommités infusés dans de l’alcool. L'extrait alcoolique lui–même agit sur les ulcères, les

plaies, les dermatoses parasitaires. La décoction aqueuse s’utilise en gargarismes (angines)

et bains de bouche (aphtes), ou elle est ajoutée à des bains stimulants.

L’huile essentielle de romarin soulage les troubles rhumatismaux et de la

circulation sanguine, soigne les blessures, soulage les maux de tête, améliore la mémoire et

la concentration, fortifie les convalescents, combat les effets du stress et de la fatigue, traite

l’inflammation des voies respiratoires et de la sphère ORL (Dias et al., 2000).

II –5.1.2 –Voie interne

Le romarin est un stimulant, antispasmodique, cholagogue. On l’indique pour ses

qualités stimulantes dans les dyspepsies atoniques, les fermentations intestinales, les

asthénies, le surmenage, les états adynamiques des fièvres typhoïdes ou muqueuses, de la

grippe. En sa qualité d'antispasmodique, il est bénéfique dans la catarrhe chronique des

bronches, la coqueluche, les vomissements nerveux ; c’est un bon cholagogue utilisé dans

les cholécystites chroniques, certaines ascites et cirrhoses, les ictères ; c’est aussi un

emménagogue (aménorrhée dysménorrhée) et un diurétique (hydropisies) (Chang et al.,
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1977 ; Aqel, 1991 ; Leung et Foster, 1996 ; Haloui et al., 2000), un anti-VIH (Paris et

al., 1993) et anti-carcinogénique (Offord et al., 1995).

II –5.2 –Parfumerie

L'utilisation du romarin en parfumerie est très ancienne. On connaît en particulier

l'eau de la Reine de Hongrie, alcoolat fréquemment utilisé au XVII
ème

siècle et qui

pourrait avoir été conçu dès le XIV
ème

siècle, dont le romarin était un des principaux

composants. Le nom vient de la reine Elisabeth de Hongrie, qui l'aurait utilisé en 1378 à

l'âge de 72 ans ; l'eau lui aurait rendu sa fraîcheur à tel point que le roi de Pologne l'aurait

demandée en mariage (Le Florentin, 1914, Gildemeister et Hoffmann, 1912).

Le romarin entre dans la composition de parfums surtout masculins, hespéridés

aromatiques (eaux de Cologne), boisés et fugères aromatiques, ainsi que dans la

formulation des pommades dermiques. Calabres et al. (2000), étudièrent la faculté des

extraits de romarin a protégé la peau des lésions cutanées induites par les radicaux libres.

Ils ont montré la validité réelle de la biotechnologie des antioxydants naturels dans la

gestion de l'antivieillissement de la peau.

II –5.3 –Usage alimentaire

Le romarin est une bonne source naturelle de composés antioxydants. Il est largement

utilisé dans l’industrie alimentaire pour prévenir une éventuelle dégradation oxydative et

microbienne des aliments (Ponce et al., 2008 ; Georgantelis et al., 2007 ; Zivanovic et

al., 2005 ; Shylaja et Peter, 2004 ; Dorman et al., 2003 ; Sotelo-Felix et al., 2002 ;

Takenaka et al., 1997 ; Richheimer et al., 1996 ; Haraguchi et al., 1995 ; Aruoma et

al., 1992, 1996 ; Houlihan et al., 1985 ; Inatani et al., 1983). Il a été reporté qu’il

contient y compris l’huile essentielle, des diterpènes phénoliques tels que l’acide

carnosique, le carnosol, le rosmanol, l'epirosmanol, l'isorosmanol, le méthylcarnosate et

l'acide rosmarinique, qui peuvent être quatre fois plus efficaces que l’action antioxydante

de l’hydroxyanisolebutylé (BHA) et égaux à l’action de l'hydroxytoluènebutylé (BHT)

(Zheng et Wang, 2001 ; Cuvelier et al., 1996 ; Houlihan et al., 1985 ; Nakatani et

Inatani, 1984). En outre, le BHA et le BHT ont été suspectés d’être cancérigènes et

responsables des lésions hépatiques (Wang et al., 2000). De ce fait, il y a eu une tendance

de sensibilisation des consommateurs et des organismes de santé pour limité et éviter

l’utilisation des additifs de synthèse dans les produits alimentaires. Cette tendance se

reflète également dans l'Union européenne qui a récemment publié la directive 2006/52/CE
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se référant à la nécessité de réduire l'utilisation des BHA, BHT et de nitrites (Union

européenne, 2006). Ces faits montrent la nécessité pour la recherche de mettre au point

l'utilisation d'additifs naturels ou d'autres méthodes afin d'étendre la durée de conservation

et/ou d'améliorer la sécurité alimentaire. En ce qui concerne la prévention de l’oxydation

des lipides et la croissance microbienne, une telle solution pourrait être l’utilisation

d’antioxydants naturels, puisque beaucoup d’entre eux présentent aussi une activité

antimicrobienne.

Le romarin est utilisé dans l'industrie alimentaire comme alternative aux additifs

chimiques pour la préparation de la volaille, de l'agneau, du veau, des fruits de mer, des

saucisses et salades ainsi que des soupes et chapelures. Le romarin est également utilisé

comme épice dans les croustilles, les chips et des frites françaises (Moino et al., 2008 ;

Georgantelis et al., 2007 ; Janz et al., 2007 ; O’Grady et al., 2006 ; Sebranek et al.,

2005 ; Djenane et al., 2002 ; Sanchez-Escalante et al., 2001).

II –6 –Aspect économique

Le romarin est la seule plante épice commercialement disponible pour une

utilisation comme antioxydant naturel dans les différentes industries en Europe et aux

Etats-Unis (Bozin et al., 2007).

Les Etats-Unis sont l’un des principaux importateurs d’HE au monde. Parmi les HE

importées, comme le romarin ne pousse pas naturellement sur son sol, ce pays

s’approvisionne à partir des pays du bassin méditerranéen (Maroc, Espagne et Turquie),

pour des prix portés dans le Tableau 3 :

Tableau 3 : Prix ($ US/ pound) de l’huile essentielle du romarin importée par les

Etats-Unis.

.
Année

Provenance
2005 2006 2007

Maroc/Turquie 0.56 0.59 0.60
Espagne 0.85 0.85 0.85

(Source : USDA, 2007)

Les importations des Etats-Unis en huile essentielle de romarin entre 1998 et 2002 sont

illustrés comme suit dans le Tableau 4 :
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Tableau 4 : Importation (en US $) de l'HE de romarin par les Etats-Unis durant la

période 1998-2002.

Année
HE

1998 1999 2000 2001 2002

HE de
Romarin

($ US)
1 503 000 1 307 000 1 105 000 1 568 000 1 635 000

(Source : USDA, 2003)

Durant l’an 2003 la somme d’argent dépensée par les Etats-Unis uniquement pour

l’importation des huiles essentielle a atteint la somme de 1,3 milliard de dollars américains

(USDA, 2007) ce qui montre clairement que la part de l’HE de romarin représente 0,12 %

du total de ses importations en HE.
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I- 1 – Réactifs et Solvants

Les solvants, les réactifs et produits chimiques utilisés dans les différentes investigations,

ainsi que leur origine et pureté, sont présentés dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Caractéristiques des solvants, des réactifs et des produits chimiques utilisés.

Produits
chimique

CAS Fournisseur Pureté M (g/mol)

Ethanol [64-17-5] VWR ≥98% 46,07
Pentane [109-66-0] Sigma-Aldrich ≥99,0% 77,15

Méthanol [67-56-1] VWR ≥99.8% 32 ,04
Sulfate de

sodium
[7757-82-06]

ACROS
Organigs

≥99% 142,04

Eau HPLC [231-791-2] LiChrosolv® ≥99.99% 18,02
Acide

Formique
[64-18-6] VWR ≥99.99% 46,03

Acide acétique [64-19-7] VWR ≥99.99% 60,05
Acétonitrile [75-05-8] PAI–ACS ≥99.99%

Ac.
rosmarinique

[20283-92-5] Sigma-Aldrich ≥96% 360,31

Ac.
Carnosique

[3650-09-7] Sigma ≥91% 332,43

carnosol [59557-80-2] Sigma ≥95% 330,42
Luminol [521-31-3] Sigma-Aldrich ≥99% 177,16

I-2 –Matières premières

I-2.1 – Romarin

Les feuilles de romarin ont été collectées
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I-3 – Extraction des huiles essentielles

I-3.1 – Extraction par Hydrodiffusion assistée par Mico-ondes et Gravité (MHG)

Les extractions par micro-ondes ont été réalisées dans un four micro-ondes

ménager puis validées avec et la société Milestone (Bergame, Italie) appareil enregistré

sous le brevet européen EP 1 955 749 A1. Les deux fours ont les mêmes

caractéristiques :

• Cavité multimode

• Fréquence de 2,45 GHz

• Magnétrons délivrant une puissance maximale de 1000 W

Le four microondes NEOS-GR, délivre une puissance maximale de 1000 W
(variable)

par l’intermédiaire de deux magnétrons de 800 W fonctionnant à une fréquence de 2,45

GHz. Le temps et la température peuvent être contrôlés par des programmes pilotés par

icônes sur un écran tactile situé sur le front du four, offrant ainsi un contrôle complet

des paramètres de la méthode d’extraction. La cavité du four micro-ondes est contrôlée

par microprocesseur avec un système infrarouge pour un contrôle automatique des

températures. L’enceinte du four micro-ondes présente une cavité multimode recouverte

de polytétrafluoroéthylène (Téflon ou PTFE).

Le montage élaboré est présenté dans la Figure 20. Il est constitué d’un réacteur

placé dans l’enceinte du four micro-ondes raccordé au montage situé à l’extérieur de la

cavité du four par le biais d’une colonne assurant la liaison avec la partie du montage.

Le système de réfrigération est composé d’un réfrigérant à serpentin, orienté

verticalement afin de, respecter l’orientation initiale du flux provenant du réacteur,

d’assurer une condensation et un refroidissement maximal du fluide hydrodiffusé saturé

en molécules aromatiques et d’obtenir un liquide le moins chaud possible pour éviter

une dégradation thermique éventuelle des molécules aromatiques. Ce système de

refroidissement est raccordé à son tour à un vase florentin où l’huile essentielle se

sépare de la phase aqueuse par différence de densité.

Le protocole expérimental de l’extraction par hydrodiffusion assistée par micro-

ondes et gravité s’articule autour de trois points importants :

• La qualité de la matière végétale traitée,

• La puissance micro-ondes appliquée,

• La durée totale de l’extraction.
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Fig. 20 : Photo et Schéma du montage expérimental de la MHG.

I-3.2 – Extraction par hydrodistillation (HD)

Une hydrodistillation (Figure 21) est assurée grâce à un appareil de type

Clevenger, où 500 g de matière végétale sont introduites avec 3 L d’eau dans un ballon

de 5 L. Après installation et fermeture du montage, la mise en marche du chauffe

ballon est effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre une

stabilité de l’extraction à une vitesse constante et bien maîtrisée

Fig. 21 : Schéma du montage d’hydrodistillation.
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La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de

l’extraction est estimée à 3 h (jusqu’à ce qu'on obtienne plus d’HE). L’huile essentielle se

distingue de l’hydrolat (eau aromatique) par sa différence de densité et de couleur. On la

sépare de celui-ci par décantation. Elle est ensuite séchée par du sulfate de sodium anhydre

(Na2SO4) puis récupérée et conservée dans des vials de couleur brune, hermétiquement

fermés et stockés dans un endroit frais (4°C) à l’abri de la lumière.

I-4 –Méthodes comparatives

I-4.1 –Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) et par

Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à la Spectrométrie de Masse

(CG/SM)

Les huiles essentielles récupérées par les trois procédés ont été analysées par

chromatographie en phase gazeuse seule (Tableau 6) sur un appareil de marque Hewlett

Packard 6890 et par couplage de celui-ci à la spectrométrie de masse (appareil Hewlett

Packard 5973A) (Tableau 7). Deux colonnes capillaires, l’une polaire (Stabilwax) et l’autre

apolaire (HP5 MS), ont été utilisées afin d’obtenir des informations satisfaisantes sur la

composition des huiles essentielles, puisque Sebastiani et al. (1983),

ont démontré qu’avec une phase stationaire apolaire (de type polyméthylsiloxane) des

chevauchements partiels ou complets des pics ont été observés entre l'octanal et l'α-

phéllandrène, le 1,8-cinéole et le limonène, le nérol et le citronellol ; avec les phases polaires

(de type polyéthylèneglycol) une co-élution été observée entre certains alcools

monoterpéniques, esters et hydrocarbures sesquiterpéniques.

Chapitre I Matériel Et Méthodes

44

La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de

l’extraction est estimée à 3 h (jusqu’à ce qu'on obtienne plus d’HE). L’huile essentielle se

distingue de l’hydrolat (eau aromatique) par sa différence de densité et de couleur. On la

sépare de celui-ci par décantation. Elle est ensuite séchée par du sulfate de sodium anhydre

(Na2SO4) puis récupérée et conservée dans des vials de couleur brune, hermétiquement

fermés et stockés dans un endroit frais (4°C) à l’abri de la lumière.

I-4 –Méthodes comparatives

I-4.1 –Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) et par

Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à la Spectrométrie de Masse

(CG/SM)

Les huiles essentielles récupérées par les trois procédés ont été analysées par

chromatographie en phase gazeuse seule (Tableau 6) sur un appareil de marque Hewlett

Packard 6890 et par couplage de celui-ci à la spectrométrie de masse (appareil Hewlett

Packard 5973A) (Tableau 7). Deux colonnes capillaires, l’une polaire (Stabilwax) et l’autre

apolaire (HP5 MS), ont été utilisées afin d’obtenir des informations satisfaisantes sur la

composition des huiles essentielles, puisque Sebastiani et al. (1983),

ont démontré qu’avec une phase stationaire apolaire (de type polyméthylsiloxane) des

chevauchements partiels ou complets des pics ont été observés entre l'octanal et l'α-

phéllandrène, le 1,8-cinéole et le limonène, le nérol et le citronellol ; avec les phases polaires

(de type polyéthylèneglycol) une co-élution été observée entre certains alcools

monoterpéniques, esters et hydrocarbures sesquiterpéniques.

Chapitre I Matériel Et Méthodes

44

La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de

l’extraction est estimée à 3 h (jusqu’à ce qu'on obtienne plus d’HE). L’huile essentielle se

distingue de l’hydrolat (eau aromatique) par sa différence de densité et de couleur. On la

sépare de celui-ci par décantation. Elle est ensuite séchée par du sulfate de sodium anhydre

(Na2SO4) puis récupérée et conservée dans des vials de couleur brune, hermétiquement

fermés et stockés dans un endroit frais (4°C) à l’abri de la lumière.

I-4 –Méthodes comparatives

I-4.1 –Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) et par

Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à la Spectrométrie de Masse

(CG/SM)

Les huiles essentielles récupérées par les trois procédés ont été analysées par

chromatographie en phase gazeuse seule (Tableau 6) sur un appareil de marque Hewlett

Packard 6890 et par couplage de celui-ci à la spectrométrie de masse (appareil Hewlett

Packard 5973A) (Tableau 7). Deux colonnes capillaires, l’une polaire (Stabilwax) et l’autre

apolaire (HP5 MS), ont été utilisées afin d’obtenir des informations satisfaisantes sur la

composition des huiles essentielles, puisque Sebastiani et al. (1983),

ont démontré qu’avec une phase stationaire apolaire (de type polyméthylsiloxane) des

chevauchements partiels ou complets des pics ont été observés entre l'octanal et l'α-

phéllandrène, le 1,8-cinéole et le limonène, le nérol et le citronellol ; avec les phases polaires

(de type polyéthylèneglycol) une co-élution été observée entre certains alcools

monoterpéniques, esters et hydrocarbures sesquiterpéniques.



Chapitre I Matériel Et Méthodes

45

Tableau 6: Conditions opératoires des analyses par chromatographie en phase
gazeuse.

Colonne capillaire HP5 MS Stabilwax
Longueur 30 m 60 m

Diamètre interne 0,25 mm 0,25 mm
Epaisseur de phase 0,25 µm 0,25 µm

Température du détecteur
(FID)

320°C 320°C

Gaz vecteur Azote Azote
Débit 1,0 mL/min 1,0 mL/min

Température de l’injecteur 250°C 250°C

Programmation du four
2°C/min de 60°C à 280°C 2°C/min de 60°C à 280°C

8 min à 60°C 8 min à 60°C
15 min à 280°C 15 min à 280°C

Concentration des
échantillons

Pur Pur

Quantité injectée 1 µL 1 µL
Mode d’injection Split 1 :20 Split 1 :20

Tableau 7 : Conditions opératoires des analyses par CG/SM
Colonne capillaire HP5 MS Stabilwax

Mode de détection Impact électronique Impact électronique
Courant d’ionisation 70 Ev 70 Ev

Longueur 30 m 60 m
Diamètre interne 0.25 mm 0.25 m

Epaisseur de phase 0.25 µm 0.25 µm
Température du détecteur (FID) 320°C 320°C

Gaz vecteur Hélium Hélium
Débit 0,7 mL/min 0,3 mL/min

Pression en tête de colonne
10-7 mbar 10-7 mbar

Pression (source, analyseur)
Température d’interface 280°C 280°C

Température de l’injecteur 250°C 250°C

Programmation du four
2°C/min de 60°C à 280°C 2°C/min de 60°C à 280°C

8 min à 60°C 8 min à 60°C
15 min à 280°C 15 min à 280°C

Concentration des échantillons Pur Pur
Quantité injectée 1 µL 1 µL
Mode d’injection Split 1 :20 Split 1 :20

L’identification des constituants de l’huile essentielle se fait par comparaison du

spectre de masse de chaque pic séparé par CG avec ceux reportés comme références dans

des librairies spécialisées de spectrométrie de masse.
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La fiabilité de la reconnaissance est principalement, donnée par un taux de

vraisemblance (supérieur à 90 %) du spectre de masse du soluté inconnu par rapport à celui

de la banque de données. Cette présence est confirmée par le calcul des indices de rétention

propres à ce composant.

L’indice de rétention d’un soluté donné peut être obtenu à partir d'un

chromatogramme complexe de solutés en mélange et d’au moins deux alcanes normaux qui

encadrent le soluté d'intérêt. Ceci revient à considérer les alcanes comme des étalons sur

lesquels l’échelle des indices de rétention se réfère.

Par définition, l’indice de rétention d’un alcane normal est égal à 100 fois le nombre

d’atomes de carbones présents dans le composé indépendamment du remplissage de la

colonne, de la température et des autres conditions chromatographiques. Les indices de

rétention de tous les composés autres que les alcanes normaux varient souvent de plusieurs

centaines d’unités avec les paramètres de la colonne (Skoog et al., 2003).

Le système des indices de rétention de Kovàts, est d’un usage général, a dépassé

largement le cadre de l’analyse qualitative pure et simple. Il est utilisé pour caractériser les

phases stationnaires (Tranchant et al., 1995). Dans les conditions de montée linéaire de la

température de la colonne, Van Den Dool et Kratz (1963), ont donc proposé la formule

suivante de calcul des indices :

Ou :

IR :
Indice
de
rétenti

on du soluté considéré ;

(tR)i : Temps de rétention du soluté considéré ;

(tR)n : Temps de rétention de l’alcane contenant "n" atomes de carbone et dont le pic

précède celui du soluté ;

(tR)n+1 : Temps de rétention de l’alcane contenant "n+1" atomes de carbone et dont

le pic sort après celui du soluté ;

n et n+1: nombre de carbones des hydrocarbures paraffiniques (n-alcanes) ;

La préparation de la solution étalon des n-alcanes pour la mesure des indices de

Kovats des composés identifiés dans les huiles essentielles a été faite comme suit : Solution

des n-alcanes de C8 à C26 (origine: Aldrich et Fluka Chemicals) à 5% dans le pentane. Soit

IR = 100 x
(tR)i – (tR)n

+ 100 n

(tR)n+1 – (tR)n
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0,1 g de chaque alcane dans 20 mL de pentane, conservé au réfrigérateur. L’identification

des composés à été effectuée par comparaison de leurs indices de rétention (indices de

Kovats) et des spectres de masse expérimentaux de leurs ions-fragments caractéristiques à

ceux cités dans la littérature (Adams, 2007) et/ou inventoriés dans les banques de librairies

spectrales (Wiley 7, Nist 2002).

I-4.2 –Analyse par HPLC

Les analyses par HPLC sont effectuées en utilisant un chromatographe liquide de

marque Waters (Milford, MA). Le système HPLC est équipé d’une pompe Waters 600E,

d'un auto-injecteur Waters 717, d'un détecteur à barrette diodes. La pompe, l’auto-injecteur,

la température de la colonne et le système à barrette de diodes sont contrôlés par le logiciel

Waters Empower 2. Les longueurs d’ondes utilisées sont de 284 et 329 nm pour la

quantification des polyphénols du romarin. La séparation chromatographique s’effectue avec

une colonne Purospher Star RP-18 (250 x 4 mm D.I. ; dont la dimension des particules est

de 5 µm (VWR)), et est munie d'une pré-colonne RP-18 (4 x 4 mm D.I.). La colonne et la

pré-colonne sont toutes deux maintenues à la température de 37°C. La phase mobile dont le

débit est de l’ordre de 1 mL /min, est constituée de deux solvants : solution aqueuse (pour

hplc) contenant 0,5 % acide acétique (Solvant A) et 100 %d’acétonurie (Solvant B). La

programmation des solvants est la suivante (8) :

Tableau 8 : Programmation des taux de solvants utilisés au cours de l'analyse par hplc.

Temps (min) Solvant A (%) Solvant B (%)
0 90 10
20 70 30
25 65 35
30 65 35
35 90 10

Le volume d'échantillon injecté est de l’ordre de 20 µL. Les analyses sont tri-

répliquées et la moyenne seule est reportée. La quantification est effectuée en injectant des

standards externes et les concentrations finales sont exprimées en mg/ 100 g.

I-4.3 –Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité de la matière végétale a été déterminé par la méthode de Dean et Stark

ou par la méthode physique en introduisant 10 g broyés d’échantillon et placés

dans une coupelle tarée, elle-même positionnée dans une étuve réglée à 103° ± 2°C. Les

échantillons sont ensuite pesés avec précision toutes les vingt-quatre heures, après avoir été

refroidis à température ambiante dans un dessiccateur, et ce jusqu’à obtention d’un poids

constant.
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I-4.4 –Rendement en huile essentielle RdtHE

Le rendement en huile essentielle est estimé par le rapport des masses de l’huile

essentielle et de la matière végétale séchée. Il est exprimé en pour cent (%).

Où :

RdtHE : Rendement en huile essentielle (%) ;

MHE : Masse de l’huile essentielle (g) ;

MVS : Masse de la matière végétale sèche (g).

I-4.5 –Mesure de la densité selon la norme NF T 75-111

Elle est effectuée à l’aide d’un pycnomètre d'un millilitres de volume, à la température de
20°C

I-4.6 – Mesure de l’indice de réfraction selon la norme NF T 75-112

Elle est effectuée à l’aide d’un réfractomètre de type Bellinghame permettant avec

une précision de ± 0,0002, la lecture directe des indices de réfraction situés entre 1,3000 et

1,7000.

Mode opératoire :

• Régler le réfractomètre en mesurant les indices de réfraction des produits étalons

(eau distillée, d’indice de réfraction 1,3330 à 20 °C) ;

• Vérifier que le réfractomètre est maintenu à la température à laquelle les lectures

doivent être effectuées, la température de référence étant de 20 °C ;

• Placer l’échantillon pour essai dans le réfractomètre, attendre que la

température soit stable, puis effectuer la mesure.

I-4.7 – Mesure du pouvoir rotatoire : NF T 75-113

Elle est obtenue à l’aide d’un polarimètre de type JASCO 1010 (réglé de façon à donner 0°

et 180° avec l’eau).

• Source lumineuse (lampe à vapeur de sodium), permettant d’obtenir une

lumière de longueur d’onde 589,3 ± 0,3 nm.

• Tube d’observation de 100 ± 0,5 mm de longueur.

Mode opératoire :

• Dilution de l'essence d’écorces d'agrumes : 0,25g/ 100 mL d’éthanol.

RdtHE =
MHE

x 100
MVS
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• Remplir le tube avec l’échantillon pour essai, en s’assurant qu’il ne reste aucune

bulle d’air interposée.

• Placer le tube dans le polarimètre et lire l’angle de rotation de l’échantillon pour

essai sur l’échelle de l’appareil.

I-5 –Analyse en Microscopie Electronique à Balayage

Les échantillons végétaux, recueillis après extraction de l’HE, selon les procédés HD

et MHG à l'aide d'un Microscope Electronique à Balayage.

Les échantillons ont été fixés sur un dispositif métallique, traités à l’azote liquide et

coupés au scalpel. Ils ont été ensuite métallisés avec de l’or dans un appareil de

pulvérisation de type Balzers SCD 004 pour obtenir une couche de l’ordre de 10 nm.

L’observation des échantillons se fait sous vide avec une accélération du voltage de 10kV et

en manœuvrant à une distance de l’ordre de 15 mm.

I-6.Mesure de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles

Nous avons appliqué la technique par contact direct de l’aromatogramme pour
évaluer l’activité antimicrobienne des huiles essentielles. Ce test a été effectué suivant la

méthode de Conner et Beuchat (1984
a,b

), Adam et al. (1998) et Chao et al. (2000) et en

respectant les recommandations établies par le BSAC (British Society for Anti-microbial

Chemotherapy) et développées par Andrews (2001).

Ce test est effectué par dépôt d'un disque stérile de cellulose de 9 mm de diamètre

(Whatman N°1) imprégné d’une quantité d’HE sur un milieu gélosé préalablement

ensemencé avec une culture microbienne. Après incubation, la lecture des résultats se fait

par mesure des diamètres des zones d’inhibition en millimètres (Figure 22).

Disque imprégné Croissance
d’HE Microbienne

Zone d’inhibition

Fig. 22 : Aromatogramme sur boite de Pétri à diffusion linéaire à partir d’un disque
imprégné d’huile essentielle.
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I-6.1 –Les microorganismes testés

Le nombre de microorganismes testés, lors de cette étude est de 03 : 02 souches

bactériennes (01 Gram
+

et 01 Gram
–
) et une levure, qui appartiennent aux familles :

Staphylococcaceae, Enterobacteriaceae, Saccharomycetaceae, provenant de la collection

dulaboratoire de microbiologie du CRD SAIDAL (Tableau 9). La souche bactérienne

Gram positif présente un pouvoir pathogène d’un niveau 2 sur une échelle de 4, établie par

l’organisme ATCC (American Type Collection Culture). De plus, elle est considérée avec

la souche Gram négatif comme souche test d’antibiotiques selon le même organisme

(ATCC.org).

La liste des souches est regroupée dans le Tableau 9, l’essai d’inhibition est réalisé

sur des cultures pures.

Tableau 9 : Liste et caractéristiques des microorganismes testés.

Nom de la
Souche

N°
ATCC

Gram Souche
Pathogène

Souche Test
d’antibiotiques Famille*

Staphylococcus
Aureus

6538 + X X
Staphylococcaceae

Escherichia
coli

4157 – X Enterobacteriaceae

Saccharomyces
Cerevisiae

2601 Saccharomycetaceae

* Selon la seconde édition du « Bergey’sManual of SystematicBacteriology, 2001

I-6.2 – Préparation des suspensions microbiennes

On a effectué un prélèvement des souches test, provenant de l’organisme ATCC sous forme

de disques lyophilisés. Ces dernières ont été inoculées dans un bouillon nutritif et incubées

37°C pendant 24 h. Les cultures ont été soumises à trois transferts successifs afin de

déterminer la pureté et la viabilité de chaque souche avant son utilisation. Seules les

souches âgées de 18 à 24 h, ont été utilisées.

Trois (3) à 4 colonies ont été prélevées à l’aide d’une anse stérile, et introduites dans un

tube contenant de l’eau physiologique. Après une bonne agitation et homogénéisation à

l’aide d’un vortex, on a mesuré les transmittances, pour une longueur d’ondes égale à 620

nm, à l'aide d'un spectrophotomètre de marque Shimatzu (série Visible). Celles-ci étaient

comprises entre 22 et 32 % pour les bactéries et 2 à 3 % pour les levures, ce qui

correspond à une concentration égale à 10
7 – 10

8
cfu/mL.
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I-6.3 –Mode opératoire
Le test est effectué en cultivant les bactéries sur un milieu Muller Hinton (Difco

®
) et

les levures sur une gélose Sabouraud (Oxoid
®

). Chaque boîte de Pétri de 90 mm a reçu 20

mL du milieu de culture et est ensemencée avec 1 à 2 µL de la suspension microbienne

contenant 10
7 – 10

8 cfu/mL. Les disques stériles imprégnés d’HE sont déposés à la surface

du milieu et laissés diffuser sur place pendant 30 min; ensuite, ils ont été incubés, inversés à

l’obscurité dans une étuve à une température de 37°C durant 24 h pour les bactéries et à
25°C durant 48 h pour la levure. La lecture des diamètres des zones d’inhibition après
incubation est réalisée à l’aide d’un lecteur de zones de marque Read Biotic. Le test est
répété trois fois.

I-7 –Mesure de l’activité antioxydante

L’activité antioxydante des HE est déterminée en utilisant la photo

chimiluminescence (PCL) basée sur la méthode de Popov et Lewin (1999). Le radical super

oxyde est produit par excitation d’un photo sensibilisateur S (Luminol) lorsqu’il est exposé à

la lumière UV, en présence de O2 (transfert d’ẽ photo-induit) :

S + hv + O2 [S*O2] S
•+

+ O2
•-

Les radicaux super oxydes sont visualisés avec un réactif de détection chimi

luminescent tel que le luminol (3-aminophtalylhydrazide) qui sert également de photo

sensibilisateur. Cette réaction d’oxydation est accélérer d’environ 1000 fois par rapport aux

conditions normales.

L’Activité antioxydante de l’HE est mesurée par l’appareil Photochem®
en utilisant

un kit ACL (Antioxidant Capacity of Lipophilic soluble compounds, AnalytikJena, Jena,

Germany) normalisé, prêt à l’emploi, fourni par le fabricant. Le mélange des différents

réactifs du kit avec la solution de HE (antioxydant) est mené selon le protocole standard,

l’intensité de chimiluminescence produite par le dianion 3-aminophtalate, formé à partir du

luminol est mesurée à 430 nm.

Le kit ACL comprend le réactif 1 (solvant et réactif de dilution : méthanol), le réactif

2 (solution tampon pH 10,5), le réactif 3 (photo sensibilisateur : luminol) et le réactif 4

(standard : Trolox
®

).Le mode de préparation du milieu réactionnel est présenté dans le

Tableau 10 :

Tableau 10 : Préparation du milieu réactionnel du test PCL.

Réactif 1 Réactif 2 Réactif 3 Standard Echantillon
Blanc 2 300 µL 200 µL 25 µL 0 0

Standard 2 200 µL 200 µL 25 µL 100 µL 0
Echantillon 2 200 µL 200 µL 25 µL 0 100 µL



Chapitre I Matériel Et Méthodes

52

Les   réactifs 1 et 2 sont prêts à l’emploi et le réactif 3 doit être dissous et agité avec

750 µL du réactif 2. Pendant toute la durée des mesures, le réactif 3 doit être conservé dans

la glace et à l’abri de la lumière.

A partir du réactif 4 (standard), une solution stock de Trolox
®

(10 mMol/L), est

préparée à partir de laquelle, différents concentrations sont tirées par dilution et présentées

dans le Tableau 11 :

Tableau 11 : Concentrations des solutions standards.

Concentration
finale du
Trolox®
(µMol/L)

Facteur de
Dilution

Volume de la
solution stock

deTrolox®
(µL)

Volume du
Réactif 1

(µL)

50 1 : 200 10 1990
20 1 : 500 10 4990
10 1 : 1000 10 9990
5 1 : 2000 10 19990

Dans le tube de l’appareil Photochem®
sont introduits successivement : le réactif de

dilution, le tampon et 100 µL du standard ou de l’échantillon. Le dernier réactif à

additionner au système est le luminol. Les mesures démarrent immédiatement après une

agitation rapide du mélange. Le temps de mesure est de l’ordre de 180 s.

I-8 –Analyse sensorielle

L'essai de différenciation est effectué par notation comprenant cinq échantillons

selon la norme NF V 09-014

I-9 –Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel XLSTAT version 2010

addinsoft
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I–1 – Introduction

Dans ce chapitre sur l’extraction du romarin par hydrodiffusion assistée par micro-

ondes et gravité (MHG), nous avons tout d'abord optimisé les conditions expérimentales

d’extraction pour les comparer tant sur les plans qualitatifs que quantitatif avec les résultats

précédemment obtenus par la méthode conventionnelle HD. Ensuite, nous avons évalué et

comparé les pouvoirs antimicrobiens et antioxydants de ces HE.

Enfin, pour une meilleure compréhension du phénomène encouru dans l'extraction

MHG une étude sensorielle et une examinassions des surfaces des feuilles de romarin par

microscopie électronique à balayage avant et après chaque traitement ont été effectuées.

I–2 –Extraction de l’huile essentielle de romarin par la méthode MHG

Le choix de la puissance d’irradiation micro-ondes est important pour s’assurer d'une

extraction rapide de l’huile essentielle du romarin (Rosmarinus officinalis L.). Pour cela,

différentes puissances (200, 400, 600, 800 et 1000 W) d’irradiation micro-ondes ont été

testées. Toutefois, comme, nous avons obtenu des résultats similaires à ceux trouvés dans le

chapitre précédent des citrus, nous avons alors opté dans cette étude, pour une puissance de

500 W d’irradiation micro-ondes pour l’extraction de l’HE présente dans 500 g de romarin et

uniquement pour un intervalle de temps équivalent à 15 min.

Le Tableau 12 présente les rendements en huile essentielle de romarin «

Rosmarinusofficinalis L. » obtenue respectivement soit par MHG, soit par HD. Après

seulement 15 minutes,la méthode MHG a fourni une quantité d’huile essentielle équivalente à

celle obtenue par HD après 180 minutes.

Tableau 12 : Rendement en HE de romarin selon deux méthodes d’extraction.

Méthode d’extraction
MHG HD

Temps d’extraction (min) 15 180
Rendement (%) 0,33 ± 0,09 0,35 ± 0,07

I–3 –Composition de l’huile essentielle de feuilles de romarin collectées

Les résultats des analyses par GC et GC/MS des huiles essentielles (méthodes MHG et

HD) sont présentés dans le Tableau 25 dans lequel les composés sont identifiés par leurs

indices de rétention et selon leur ordre croissant d’élution. L’analyse quantitative a atteint les
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taux de 96,63% et 99,55% respectivement pour les méthodes HD et MHG avec un total de 32

composés identifiés.

La plupart des composés volatils actifs identifiés, dans cette essence sont : l'alpha-

pinène, le camphre, la verbénone et le camphène, mais leur proportion dépend de la technique

d'extraction utilisée. Des taux de composés oxygénés légèrement plus grands sont présents

dans l’essence de romarin isolée par la méthode MHG que par HD. Les hydrocarbures

monoterpéniques (alpha-pinène...etc.) sont présents en quantités équivalentes dans les deux

essences (MHG et HD), mais l'huile obtenue par MHG est un peu plus concentrée en

composés oxygénés. L'huile essentielle isolée des feuilles de romarin, soit par MHG ou HD

contient le même élément dominant : l'alpha-pinène, est le composant principal abondant dans

l'huile essentielle extraite de Rosmarinus officinalis L. avec des teneurs équivalentes (43,6%

et 44,05%, respectivement pourMHG et HD).

Le camphre principal composant oxygéné existe avec des teneurs différentes, pour les

deux méthodes d'isolement : 8,6% par la méthode MHG et 7,82% par la méthode HD.

Les hydrocarbures monoterpéniques ont une importance commerciale moins marquée

que les composés oxygénés par suite de la meilleure contribution de ces derniers à l'odeur de

l'huile essentielle. Inversement, les composés oxygénés sont très odorants donc plus précieux

(Cheetham, 2010 ; Phi et al., 2006 ; Smith et al., 2005 ; Sawamura et al., 2004 ;

Arctander, 2003; Di Giacomo et Di Giacomo, 2002). Une plus grande proportion de

composés oxygénés a été détectée dans l’huile essentielle issue de la méthode MHG, due sans

doute à la diminution des effets thermiques et hydrolytiques par rapport à la méthode HD où

une grande quantité d'eau est utilisée. Les huiles essentielles contiennent des composés

organiques qui absorbent fortement le rayonnement micro-ondes. De plus, les composés, avec

des moments dipolaires élevés ou faibles peuvent être recueillis dans des proportions diverses,

après une extraction assistée par micro-ondes.
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Tableau 13 : Composition des huiles essentielles de Romarin obtenues respectivement par
MHGet par HD.

N
° Composés a I.R. b I.R.

c
Romarin

MHG HD
Monoterpènes 68.60 68.56

1 Tricyclène 921 1011 0.26 0.26
2 Pinène <Alpha-> 936 1023 43.60 44.05
3 Camphène 951 1103 6.48 6.14
4 Verbénène 955 1121 1.11 0.77
5 Pinène <Béta-> 980 1109 2.20 2.61
6 Myrcène 995 1149 1.82 1.94
7 Phéllandrène <Alpha-> 995 1165 0.34 0.31
8 Carène <Delta-3-> 1014 1290 0.1 0.08
9 Terpinène <Alpha-> 1020 1083 1.00 0.86

10 Para-Cymène 1025 1250 1.50 1.27
11 Limonène 1030 1206 5.53 5.48
12 Terpinène <Gamma-> 1052 1251 3.01 3.08
13 Terpinolène 1092 1287 1.65 1.71

Monoterpènes oxygénés 28.10 24.87
14 Linalol 1106 1538 2.39 2.00
15 Campholénal <Alpha-> 1122 1471 1.32 1.24
16 Camphre 1149 1514 8.60 7.82
17 Pinocarvone 1160 1548 1.81 1.33
18 Bornéol 1173 1679 2.71 2.57
19 Terpin-4-ol 1184 1590 2.11 2.07
20 Terpinéol <Alpha-> 1198 1677 0.87 0.77
21 Verbénone 1207 1696 7.65 6.37
22 Géraniol 1279 1828 0.64 0.70

Sesquiterpènes 1.41 1.91
23 Caryophyllène <E-> 1425 1470 0.76 0.95
24 Humulène <Alpha-> 1450 1657 0.35 0.42
25 Curcumène <Gamma> 1469 1738 0.04 0.04
26 Bisabolène <Béta> 1508 1714 0.22 0.43
27 Sesquiphéllandrène <Béta> 1519 1776 0.04 0.07

Sesquiterpènes oxygénés 0.25 0.26
28 Caryophyllène oxide 1570 1977 0.11 0.10
29 Bisabolol <Alpha-> 1684 2022 0.14 0.16

Autres Composés oxygénés 1.19 1.03
30 Bornyl acétate 1263 1579 0.95 0.81
31 Méthyl eugénol 1397 2032 0.13 0.12
32 Z-Methyl jasmonate 1635 2349 0.11 0.10

Temps d’Extraction (min.) 15 180
Rendement (%) 0.33 ± 0.09 0.35 ± 0.07

Composés oxygénés totaux (%) 29.54 26.16
Composés non oxygénés totaux (%) 70.01 70.47

a Composés d'huiles essentielles triés par famille chimique et taux calculés par GC-FID sur une colonne capillaire non polaireHP5MSTM.b Indices de rétention calculés sur une colonne capillaire non polaire HP5MSTM.
c Indices de rétention calculés sur une colonne capillaire polaire CarbowaxTM – PEG.
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Les composés organiques, tels que les composés oxygénés, qui ont un moment

dipolaire élevé vont interagir plus vigoureusement avec l’irradiation micro-ondes et l'on peut

extraire plus facilement, au contraire, des composés aromatiques qui ont des moments

dipolaires faibles (comme les hydrocarbures monoterpéniques).

Plusieurs études récentes ont montré que la variabilité de la composition et du

rendement en huile essentielle de romarin est due à des facteurs intrinsèques (génétique, sous-

espèces et âge de la plantation) ou à des facteurs extrinsèques comme le climat et les

conditions de culture (origine géographique) ou à la méthode d’extraction. Özcan et Chalchat

(2008), ont étudié la composition de l’huile essentielle de romarin provenant de Turquie et

identifié 20 composés, avec le para-cymène (44 %), le linalol (21%), le gamma-terpinène (17

%), le béta-pinène (3,6 %), l'alpha-pinène (2,8 %), le 1,8 Cinéole (2,6 %) et le thymol (1,8 %)

qui sont des composés majoritaires.

Différentes espèces de romarin existent dans le monde : R. officinalis, R. erviocaly, R.

laxiflorus et R. lavandulaceus ; Cependant, R. officinalis est l’espèce la plus répandue dans le

bassin méditerranéen. Varela et al. (2009), ont étudié 87 populations spontanées de R.

officinalis  et les ont classées en prenant en considération la composition chimique de leurs

huiles essentielles. Parmi tous les échantillons, trente-huit (38) d’entre eux ont une teneur

élevée en 1,8 cinéole (> 24%) et un rendement en huile essentielle supérieur à 2% ; six

populations ont présenté un rapport 1,8 Cinéole / linalol élevé ; trois échantillons ont une

teneur élevée en linalol, et seulement deux échantillons présentent des teneurs élevées en

verbénone (≈ 5%).

L’huile essentielle issue des feuilles fraîches de romarin étudiée dans ce travail, peut être

considérée comme un chémotype à alpha-pinène puisque ce dernier présente des teneurs assez

élevées dépassant les 43 %. Les résultats des travaux de Flamini et al. (2002), corroborent les

nôtres où ils ont trouvé le taux le plus élevé en alpha-pinène (30,3 %) dans les essences

extraites des feuilles séchées de la partie inférieure de la population de romarin appartenant à

l’écotype Cevoli (Cevoli di Lari, Province Pisa - Nord d’Italie) par rapport aux huiles

essentielles issues des feuilles de l’apex et des fleurs. De plus, ils ont cueilli leur matière

végétale à partir de cultures de romarin âgé de plus de 10 ans, choix similaire au nôtre pour

l’extraction des huiles essentielles. La principale différence existant avec nos échantillons, est

la fraîcheur des feuilles. Diaz-Maroto et al. (2007), ont démontré que, relativement aux herbes

fraîches, les herbes séchées perdaient faiblement et aisément leurs qualités durant le stockage
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et leur transport. De plus, la déshydratation des herbes qui peuvent être améliorées en

employant différents méthodes et en même temps peuvent affectées les différents activités du

romarin ainsi que sa composition aromatique (Jaloszynski et al., 2008).

I–4 – Influence du temps d’extraction sur le rendement en huile essentielle

Les résultats du suivi de la cinétique d’extraction de l’huile essentielle de romarin par la

méthode MHG et HD sont représentés respectivement dans les figures 23 (a) et (b) ci-dessous.
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Les rendements en huile essentielle extraite de romarin Rosmarinus officinalis L. avec les

différentes méthodes d'isolement sont respectivement de 0,35 ± 0,07% et 0,33 ± 0,09% pour

HD et MHG. Comme le montre les Figures 37 (a) et (b), un temps d'extraction de 15 minutes

avec MHG fournit des rendements similaires à ceux obtenus après 180 min par le biais de la

HD, qui est l'une des méthodes de référence d’extraction d'une l'huile essentielle. Trois phases

sont observées dans le processus de l'extraction assister par micro-ondes (Figure 23, a).

L'étape "0" représente la phase de chauffage de la température ambiante à 100°C. La première

étape (étape

1) est représentée par une ligne croissante qui caractérise les premières quantités d'huile

essentielle extraite, situées à la surface des particules végétales, Elles représentent

approximativement 82% du rendement obtenu en 5,5 min. Cette phase est suivie d'une

deuxième ligne croissante (étape 2), représente la diffusion interne de l'huile essentielle du

milieu des particules vers le milieu extérieur concerné par le réchauffement de l'eau

biologique située dans les cellules végétales. Dans cette étape (réalisée en 8 min), la quantité

d’huile extraite représente près de 18% du rendement global. La troisième partie (étape 3)

correspond à une ligne horizontale qui marque la fin du processus d'extraction. Benkaci-Ali et

al. (2006), ont effectué une extraction d'huile essentielle de graines de Nigella sativa L. par

micro-ondes et ont trouvé un profil de rendement similaire à nos résultats. Le profil de la

technique d'extraction classique HD présent également trois étapes similaires mais avec des

phases différentes de celles obtenues par MHG ; la première étape conduisant, en 93 min à

60% du rendement obtenu. La fin du processus d'extraction est atteinte après 180 min.

I–5 –Constantes physiques

Les huiles essentielles de romarin ont été analysées selon la méthode standard AFNOR

afin de déterminer les constantes physiques habituelles définissant l'huile essentielle extraite

soit par MHG, soit par HD : densité relative, indice de réfraction et le pouvoir rotatoire. Le

Tableau 14 regroupe les résultats propres à la mesure de ces indices physiques.
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Tableau 14 : Propriétés physiques de l’huile essentielle de romarin extraite par MHG et par

HD

* Norme : NF ISO 1342 – Mars 2001.

La comparaison de nos résultats à ceux de la norme NF ISO 1342 – Mars 2001 relative à

l’huile essentielle de romarin (Rosmarinus officinalis L.) a montré clairement que les huiles

essentielles issues des deux méthodes d’extraction (HD et MHG) sont d'une part conformes à

la norme ISO et que, d'autre part, il n'y a pas de différence significative entre les constantes

physiques des huiles essentielles obtenues par ces méthodes.

I–6 –Activité antioxydant

La détermination de l’activité antioxydant (capacité ou potentiel) des divers

échantillons biologiques est généralement basée sur l’inhibition d’une réaction particulière en

présence d’un antioxydant.

Dans les matrices alimentaires, les cibles les plus oxydables sont les lipides, plus précisément

les acides gras polyinsaturés (LH). L’auto-oxydation des lipides est généralement initiée à

l’interface des émulsions alimentaires eau-lipide par transition des traces de métaux (Fe2+,

Cu+) à faible valence (Coupland et McClements, 1996). Ces espèces pro-oxydantes peuvent

:

- S’auto-oxyder pour devenir des métaux de haute valence (Fe3+, Cu2+) avec la formation

immédiate du radical superoxyde (O2
•-) et du peroxyde d’hydrogène (H2O2).

- Déclencher le clivage homolytique des hydroperoxydes (peroxydes d’hydrogène, des

traces d’hydroperoxydes lipidiques) avec la formation subséquente des radicaux

hydroxylées (HO•, LO•) qui sont très réactifs.

Un antioxydant qui inhibe la peroxydation lipidique peut agir en fonction de plusieurs

mécanismes (Larson, 1997). Les plus importants sont :

- Le piégeage rapide des radicaux lipidiques peroxyles (LOO•) qui propagent la chaine de

peroxydation (inhibition de la propagation). Ces antioxydants sont appelés antioxydants

Propriétés
physiques MHG HD Norme AFNOR*

Densité relative à
20°C d20

20 0.9 0.9 0.907 – 0.920

Indice de
réfraction à 20°C

d20
20 +1.468 +1.470

+1.4640 ≤nD
20≤+1.4700

Pouvoir rotatoire
à 20°C[α]20

D
+2 +3 -2° ≤[α]20

D ≤ +5°



Chapitre II: résultats et interprétation

60

60

coupeurs de chaines. L'exemple le plus courant est l’α-tocophérol (vitamine E) qui selon

Huang et al. (1996) transfert son atome d’hydrogène (H-phénolique) à LOO•, et est

simultanément transformé en un radical à résonance stabilisée, contrairement à LOO•, qui

n’est plus en mesure de réagir avec une seconde molécule LH pour propager la chaine.

- Le piégeage des espèces oxydantes hydrophiles formées dans la phase aqueuse agissent

comme initiateurs de la peroxydation (par exemple : O2
•-, HO•). Les antioxydants

hydrophiles tels que les ascorbates et les polyphénols peuvent se comporter comme des

inhibiteurs de l’initiation.

- La régénération d’un puissant antioxydant coupeur de chaine par réduction du radical

correspondant. Plusieurs travaux ont montré que les ascorbates et les polyphénols sont

capables de régénérer l’α-tocophérol à l’interface eau-lipide.

- La formation de complexes inertes de métaux de transition et qui sont incapables de

produire

un générateur de radicaux comme celui mentionné ci-dessus. L’acide citrique et les

polyphénols ayant un groupe catéchol (1,2-dihydroxy) peuvent agir éventuellement selon

ce mécanisme.

A partir de cette vue d’ensemble simplifiée, il est clair qu’une attribution exacte de

l’activité antioxydant à certains composés ou petits groupes de composés des extraits de

plante est une tâche difficile du fait que l’activité effective dépend de plusieurs paramètres,

tels que : le type de matrice, la concentration, les formes isométriques ou l’interaction

synergétique avec d’autres composés, pour l'antioxydant, son activité réductrice (capacité de

livrer rapidement des atomes d’hydrogène et/ou des électrons), sa localisation dans les

systèmes diphasiques eau-lipides (prédiction de la balance hydrophile-lipophile (BHL)), et sa

capacité de liaison au métal.

Pour ces raisons, plusieurs méthodes ont été développées pour l’évaluation de

l’activité antioxydant d’un extrait indépendamment de la teneur quantitative du composé

individuel à qui l’activité anti-oxydante est attribuée. Plusieurs méthodes existent, simples, de

coût abordable et qui ont l’habileté d’identifier l’activité effective d’un composé particulier ou

d'un extrait complexe.

Les méthodes d’évaluation de l’activité antioxydant peuvent être classées en trois groupes :

- Méthodes indirectes : phénols totaux, réduction du Fe3+, pouvoir antioxydant réduisant

le fer ferrique (FRAP : the Ferric Reducing/ Antioxidant Potential), réaction Briggs-

Rausher (BRR) et le linoléate de méthyle.
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- Méthodes utilisant les métabolites de l’oxydation lipidique : rancimat, produits

volatils, acides thiobarbituriques (TBA) ;

- Méthodes basées sur le piégeage d’un radical : TRAP (Total Reactive

AntioxidantPotential), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity), DPPH (DiPhenyl-1-PicrylHydrazyl),

PCL(PhotoChimiLuminescence), spectroscopie RMN19F.

Parmi la grande variété de méthodes utilisées pour l’évaluation de l’activité

antioxydant, seules quelques-unes (TEAC, DPPH, PCL, ORAC) sont aisément adaptables à la

détermination de l’activité des molécules hydrophiles et des molécules lipophiles. En outre, la

plupart de ces tests déterminent l’activité antioxydant dans la gamme de concentration

micromolaire ; seul le test PCL est capable d’analyser l’activité antioxydant dans la gamme

nanomolaire.La photochimiluminescence est une méthode basée sur l’inhibition par des

antioxydants de l’oxydation photo-induite du luminol, de plus, c’est une méthode facile,

rapide à réaliser et

qui présente de nombreux avantages : elle ne nécessite pas de températures élevées pour

générer des radicaux et permet de mesurer rapidement (quelques minutes) et dans le rang du

nanomolaire, l’activité antiradicalaire des antioxydants liposolubles comme les huiles

essentielles.

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles extraites par MHG et HD est mesuré par la

période d’induction de la chimiluminescence induite par le radical superoxyde après

consommation de l’antioxydant. Le signal de chimiluminescence est enregistré pendant 180 s

; les signaux produits sont exposés dans la Figure 24 et les résultats sont présentés en

équivalents Trolox
®

dans le Tableau 15.
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Fig. 24 : Courbes de mesures de l’activité antioxydant de différentes concentrations du

standard(Trolox®) et de l’huile essentielle de romarin extraite par MHG et HD.

La Figure 24 représente les tensions proportionnelles à la luminescence produite par le

dianion 3-aminophtalate formé à partir du luminol en fonction du temps.

En utilisant l’inhibition en tant que paramètre pour évaluer le potentiel antioxydant,

l’inhibition est calculée grâce à l’intégration de l’aire sous la courbe. La capacité antioxydante

est déterminée en comparant les résultats obtenus pour l’échantillon à ceux du standard, et en

se basant sur la courbe de calibration de ce dernier. Les résultats s’expriment en unités de

concentration équivalentes de Trolox®. Les calculs sont effectués automatiquement par le

logiciel PCL soft.

Tableau 15 : Résultats de l’activité antioxydante de l’huile essentielle de romarin

obtenu par MHG et HD.

MHG HD

µmol
Trolox/L 4.53 ± 0.02 3.68 ± 0.06

Globalement, les activités antioxydants de l'essence (MHG) sont supérieures à celle

(HD). Les résultats obtenus avec le test PCL sont difficilement comparables à ceux de la

littérature puisque d'une part, les concentrations et les temps de mesure sont assez différents
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entre eux et d'autre part, peu de travaux ont utilisé simultanément le test PCL et l’huile

essentielle de romarin comme antioxydant.

En utilisant trois tests différents (DPPH, β-carotène, PCL), Sacchetti et al. (2005), ont

comparé l’activité antioxydante de plus de 11 huiles essentielles, dont celle du romarin. Ils

ont constaté que le test PCL confirmait bien les bons résultats trouvés pour l’activité

antioxydante de l'essence de romarin ou celle des 10 autres huiles testées avec les deux

autres méthodes de mesure. Cependant, ces auteurs, ont donné la valeur de 66,0 ± 4,2 µmol

de Trolox/L par le test PCL, valeur, de loin, plus importante que la nôtre. Toutefois, un

regard sur la composition de l’huile de romarin employée par Sacchetti et al. (2005) : [α-

pinène (6,65 %), camphène (2,29%), 1,8-cinéole (7,26%), Linalol (2,18%), camphre (14,6

%), verbénone (21,76%), géraniol (5,75%), acétate de bornyle (12,3%), Bornéol (10,4%), β-

caryophyllène (6,17%)], montre que cette essence appartient au chémotype [Bornéol +

acétate de bornyle > camphre], selon la classification de Tucker et Maciarello (1986), tout à

fait différent de celui propre à notre échantillon. De plus, ces auteurs n’ont pas précisé dans

leur mode opératoire, les concentrations du Trolox employé et le signal de

chimilumuniescence n'avait été enregistré que pendant 130 s.

I–7 –Activité antimicrobienne

Pour l'évaluation de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles, la technique

utilisée est celle de l’aromatogramme, identique à celle de l’antibiogramme pour les

antibiotiques. C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antimicrobien des huiles

essentielles et, en pratique, on utilise un milieu d’ensemencement solide du fait qu’il est le

plus simple et plus facilement reproductible. Pour cela, après avoir ensemencé le milieu de

culture avec la suspension microbienne, et en déposant un disque stérile imprégné d’huile

essentielle, on incube les boites de Pétri dans les conditions prédéfinies. Après un temps de

latence de 24h pour les bactéries et de 48h pour la levure, le diamètre du halo d’inhibition

entourant les disques est alors mesuré. Chaque halo, une zone claire, nommée aussi zone

d’inhibition de la croissance microbienne, montre la destruction des germes et donne une

indication précise sur l’activité antimicrobienne des huiles utilisées. Les résultats des mesures

sont regroupés dans le Tableau 16 et illustrés par la Figure 25.
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Tableau 16 : Diamètre des zones d’inhibition en mm des micro-organismes testés.

Micro-
organismes

testés
N° ATCC Gram MHG HD

Staphylococcus
aureus

6538 + 17.0 ± 0.5 12.5 ± 0.4

Escherichia coli 4157 - 19.0 ± 0,5 15.5 ± 0.5
Saccharomyces

cerevisia 2601 24.0 ± 0.6 20.0 ± 0.6

Fig. 25 : Activités antimicrobiennes des huiles essentielles de romarin extraites par les

méthodes MHG et HD.

Une classification des huiles essentielles en rapport avec leur spectre d’activité

antimicrobienne peut être établie en fonction de l’importance du halo d’inhibition.

Une échelle de mesure de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles fut émise par

Elaetal. (1996) et Meena et Sethi (1994), en ordonnant les diamètres des zones d’inhibition de

lacroissance microbienne en 04 classes :

- Fortement inhibitrice lorsque : Ø ≥ 28 mm de la zone d’inhibition ;

- Modérément inhibitrice lorsque : 28 mm > Ø > 16 mm de la zone d’inhibition ;

- Légèrement inhibitrice lorsque : 16 mm > Ø > 10 mm de la zone d’inhibition ;

- Non inhibitrice lorsque : Ø < 10 mm de la zone d’inhibition.

Le choix des bactéries a été porté sur deux souches (S. aureus et E. coli), fréquentes en

pathologie humaine, appartenant à deux catégories différentes (Gram positif et Gram négatif).
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L’efficacité des produits testés ainsi que leur mode de pénétration dans la bactérie sont

différents.

Ces deux espèces bactériennes sont souvent responsables d’infections nosocomiales

qui constituent un problème majeur de santé publique. L’émergence de la multirésistance chez

ces bactéries est une des principales causes d’échec thérapeutique.

Les résultats obtenus sont en général en accord avec les études précédemment

rapportées dans la littérature. Au contact des Gram négatifs et Gram positifs, l’huile

essentielle extraite des feuilles fraîches de romarin montre une action légèrement inhibitrice

de la croissance de S. aureus et E.coli pour l'huile extraite par HD, mais son action devient

modérément inhibitrice pour l'essence extraite par MHG. Pour la levure S. ce revisiae, l'HE

extraite par les deux méthodes présente une action modérément inhibitrice. Par contre, la zone

d'inhibition mesurée pour l'HE extraite par MHG est légèrement plus grande que celle de

l'huile extraite par HD.

Dans la littérature, les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés

antibactériennes et antifongiques et leurs modes d’action sur les souches microbiennes

appartiennent aux Labiaceae : Thym, Origan, Sarriette, Lavande, Menthe, Romarin, Sauge et

Hysope.

Zaika (1988) et Hussein (1990), ont montré que les bactéries à Gram positifs résistent

mieux aux huiles essentielles, que les bactéries à Gram négatifs, ce qui est contraire aux

résultats trouvés par Farbood et al. (1976), Farag et al. (1989), Jay (1996), Outtarar et al.

(1997), Smith-Palmer et al. (1998), Marino et al. (1999), Mangena et Muyima (1999), Inouye

et al. (2001), auteurs qui ont révélé que les bactéries à Gram positifs sont généralement plus

sensibles aux huiles essentielles

que celles à Gram négatifs. De plus, parmi les bactéries Gram positifs une plus grande

résistance a été décelée pour celles qui produisent de l’acide lactique.

Chao et al. (2000), ont expliqué que les bactéries à Gram négatifs sont dotées d’une

couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et une assise externe

constituée de lipo polysaccharides et de protéines. Cette structure peut empêcher la prise

d’huiles ou protéger la couche peptidoglycane vis-à-vis des huiles. La membrane externe de

lipo polysaccharides (LPS) des bactéries à Gram négatifs constitue une barrière

d'imperméabilité aux substances hydrophobes, susceptibles d'entrer et d'empêcher la

croissance des bactéries à Gram positifs. Dans ces dernières, la couche peptidoglycane se

situe à l’extérieur, permettant ainsi à ces bactéries d’être plus disponibles à entrer en contact

avec les huiles (Leclerc et al., 1995 ; Raven et al., 2000 et Chao et al., 2000).
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Elgayyar et al. (2001) et Delaquis et al. (2002) sont en désaccord avec ce rapport, car pour ces

auteurs, il est très difficile de faire de telles généralisations du fait que chaque essence est

unique dans sa composition et chaque bactérie à Gram positif diffère considérablement l'une

de l'autre en structure et en fonctionnalité.

Deans et Ritchie (1987), Deans et al. (1995) et Dorman et Deans (2000), ont proposé

que la susceptibilité des bactéries envers les huiles essentielles, ne semble avoir qu’une petite

influence sur l’inhibition de la croissance microbienne.

Dans ce travail, les huiles essentielles testées sur les différentes bactéries à Gram

positifs et négatifs ont montré une action légèrement variable. L’action de nos huiles extraites

par les deux méthodes sur les deux souches de test S. aureus (Gram+) et E. coli (Gram–), a

montré que les HE de romarin, semblaient être préférentiellement plus actives sur les Gram-,

tout en exerçant une activité inhibitrice plus grande contre E. coli pour les deux essences (HD

et MHG).L’activité antimicrobienne des huiles essentielles serait reliée à la nature de ses

constituants majoritaires. En effet, les HE avec des teneurs élevées en hydrocarbures

monoterpéniques sont rapportés être très actives vis-à-vis des microorganismes. Des

hypothèses favorisant des effets nuisibles sur l’intégrité de la membrane bactérienne ont été

émises par Muller et Del Moral (1966) et Lorber et Muller (1976). Cependant, la rupture de la

membrane par des terpènes ont été montrées sur des bactéries à Gram positifs et négatifs

(Helander et al., 1998 ; Lis-Balchin et al., 1998 ; Griffin et al., 1999 ; Ultee et al., 1998,

2000 ; Mann et al., 2000 et De Feo et al., 2003). Par ailleurs, le mode d’action des

composants mineurs des huiles essentielles est inconnu. Delaquis et al. (2002), suggèrent que

ces composés induisent des différences dans l’enveloppe des cellules des bactéries à Gram

positifs. Leur action est fortement limitée dans les bactéries à Gram négatifs.

Conner et Beuchat (1984), ont suggéré que le mode potentiel de l’action de ces

composés contre les levures pourrait être dû à l’affaiblissement des processus enzymatiques

impliqués dans la production énergétique et dans la synthèse des composantes structurales.

Nychas (1995), avait décrété que les phénols affectaient des bactéries en affaiblissant ou en

détruisant la barrière de perméabilité de la membrane des cellules (ce qui conduisait au

dégagement des constituants cellulaires), ou en changeant la teneur et la composition en

acides gras et en phospholipides des bactéries, ce qui concourrait à perturber le métabolisme

énergétique, le transport d’électron ou la prise d’éléments nutritifs, et à affecter la synthèse

des acides nucléiques. Fondé sur ces observations, il s’avère que les composés phénoliques

n’ont pas une cible simplement liée à l’activité microbienne ou à un mécanisme commun

d’action (Cutter, 2000).
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II –1 –Modifications structurales du végétal

Les observations par microscopie électronique à balayage (M.E.B.) servent d'une

part, à localiser et à connaître avec grande précision, les sites producteurs d'huiles

essentielles, et d'autre part, à visualiser la moindre modification après chaque

opération d’extraction. En effet, les résultats de l’investigation expérimentale sur des

feuilles de Rosmarinus officinallis L. (romarin) par M.E.B. ont montré la présence de

nombreux trichomes non glandulaires appelés communément poils tecteurs, sur les

veines et les extrémités des feuilles (Figure 26). Certains poils tecteurs (Figure 27) ont

une forme unicellulaire, simple et de forme conique, d’autres sont pluricellulaires et

ramifiés (Bottega et Corsi, 2000 ; Werker et al., 1985).

a

b

Fig. 26 : Micrographie par microscopie électronique à balayage de la feuille de romarin
fraîche

et non traitée (a) : Veine de la feuille, (b) : Extrémité de la feuille.
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Poils tecteurs ramifiés ou simples

Fig. 27 : Micrographie par microscopie électronique à balayage de la feuille de romarin

fraîche et non traitée montrant la prédominance des poils tecteurs.

Cependant, uniquement les trichomes glandulaires (poils sécréteurs) peuvent

synthétiser et contenir l’huile essentielle. Deux types sont cités : les trichomes peltés et

les trichomes capités (Bottega et Corsi, 2000 ; Deysson, 1978). Ces derniers (voir

Figure 28), nommés aussi poils glandulaires, sont retrouvés sur la surface adaxiale et

abaxiale de la feuille de romarin. Ils sont d’une part, plus nombreux que les trichomes

peltés, et constituent, d’autre part, des poils sécréteurs spécifiques aux lamiacées,

famille contenant le romarin (Marin et al., 2006 ; Bottega et Corsi, 2000 ; Werker et

al., 1985). Les poils glandulaires sont constitués d'une seule cellule basale encrée dans

l’épiderme de la feuille, d’un cou porteur court unicellulaire ou bicellulaire et d’une

large tête sécrétrice constituée d'une ou de huit cellules sécrétrices disposées en rosaces.

Les cellules sécrètent l’huile biosynthétisée sous la cuticule protectrice. La récupération

de son contenu en huile essentielle ne se fera que par rupture de la cuticule (Wagner et

al., 2004 ; Sharma et al., 2003 ; Turner et al., 1999 ; McCaskill et al., 1992 ;

Gershenzon et al., 1992 ; Deysson, 1978).



Chapitre III Compréhension

69

Fig. 28: - A gauche : Micrographie par microscopie électronique à balayage de la

feuille deromarin fraîche et non traitée montrant la forme d’un trichome capité. - A

droite : Schéma du trichome capité d’après Wagner et al., 2004 ; Turner et al., 1999.

Trichomes Capités

Les trichomes peltés (Figure 29) sont des poils glandulaires unicellulaires et à

pied long. Ils prédominent les surface abaxiales et se localisent sur les dépressions

épidermiques. Ils sont composés d’une cellule basale épidermique, de deux à trois

cellules constituant le pied qui porte

à son bout, une cellule sécrétrice. Les modes de sécrétion et d’excrétion des huiles

essentielles sont identiques à ceux rapportés précédemment pour les trichomes capités.

Trichomes Peltés

Fig. 29 : - A gauche : Micrographie par microscopie électronique à balayage de la

feuille deromarin fraîche et non traitée montrant la forme des trichomes peltés,

- A droite : Schéma des trichomes peltés d’après Deysson, 1978.
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Les différentes méthodes d’extraction (MHG, HD) ont conduit à des

changements physiques clairement observés sur la matière végétale. Les Figures 30 (a –

c) illustrent bien la comparaison des micrographies relatives à la feuille de romarin.

Dans le cas de l’extraction de l’huile essentielle des feuilles fraîches de romarin

par la méthode MHG, nous constatons qu’un traitement d’une durée de 15 minutes, a

suffi pour engendrer des dégâts sur les cellules et sur leurs parois. Nous observons dans

la Figure 30 un éclatement des parois de la cuticule d’un poils glandulaire et une

déshydratation des feuilles. Ceci peut être expliqué par une élévation brutale et soudaine

de la température in-situ des structures cellulaires, situation qui a induit d'une part, une

augmentation de la pression interne de ces cellules et qui a généré d'autre part, leur

destruction tout en les vidant de leur contenu.

a b

c

Fig. 30 : Micrographie par microscopie électronique à balayage de la feuille de
romarin après extraction par MHG ; (a) : trichome capité après MHG ; (b) : trichome

pelté après MHG ; (c) : feuille de romarin après MHG.

En revanche, le matériel végétal soumis à l’hydrodistillation (3 heures) semble

être très similaire à des matières non traitées. On peut constater une destruction partielle

des glandes et une partie d'entre elles, demeurent encore remplies (Figure 31). Les

changements observés pour l'extraction MHG sont nettement différents de ceux
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observés par HD, montrant clairement que les cellules sont brisées ou endommagées

pendant le traitement par micro-ondes. Cela indique que les contraintes mécaniques

induites par la décompression rapide et la vaporisation violente de l'eau ont deux effets

principaux - l'effet de déshydratation et un changement ultérieur de la pression

superficielle de la paroi glandulaire, amenant la cellule à se détériorer voire à éclater

(Figure 30 (a)). Des effets similaires ont été rapportés par Paré et Bélanger (1997) et par

Chen et Spiro (1995) au cours de l'extraction assistée par micro-ondes de feuilles de

romarin en présence d'hexane. Lorsque les glandes ont été soumises à un stress

thermique plus sévère et à des pressions localisées élevées, comme dans le chauffage

micro-ondes, une montée de pression dans les glandes pourrait avoir dépassé leur

capacité d'expansion et causer une rupture plus rapide que dans l'extraction

conventionnelle.

Fig. 31 : Micrographie par microscopie électronique à balayage de la feuille du romarin
après

extraction par HD ; (a, b) : trichome capité après HD ; (c, d) : trichome pelté après HD.
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II –2 –Analyse sensorielle

Les résultats de l'évaluation sensorielle réalisée par un panel sur les huiles

essentielles de romarin extraites par la méthode MHG et HD sont présentés dans le

Tableau 17.

Les deux huiles extraites par MHG et HD liquides, présentent la même couleur jaune

pâle, leur senteur présente une nuance citronnée. Ce caractère commun est dû à la

présence des hydrocarbures terpéniques tels que les pinènes (α et β), le myrcène et le

limonène qui ensemble offrent une teneur globale dépassant les 53% (MHG) et 54 %

(HD) de la composition totale de l’huile essentielle. Cette nuance est renforcée par la

présence du linalol qui couvre un taux dépassant les 2% pour les deux huiles.

Le panel a qualifié l’huile essentielle extraite par HD d’odeur de bouillie et

différente de celle provenant des fruits frais. Par contre, il caractérise l’huile essentielle

extraite par MHG d’une odeur ferme d'herbes aromatiques fraiches, qualificatif qui

présente l'essence de romarin (MHG) avec un profil aromatique nouveau par rapport à

celui de l'essence HD et ouvre aux parfumeurs une nouvelle voie de création.

Tableau 17 : Evaluation sensorielle des huiles essentielles de romarin extraites par HD
et MHG.

HDMHGEvaluation sensorielle

Jaune pâleJaune pâle
Couleur

Légèrement comphrée et
reppelant l'odeur de citrus,

odeur de bouillie ,différents de
celle provenant des fruits frais

Fraiche , lègérement
comphrée avec une légère

note citronnée , odeur
ferme f'herbes aromatique

fraiches

Odeur

Liquide mobileLiquide mobileAspect

L’huile essentielle issue de la méthode MHG possède une note olfactive proche

de l’arôme originel du romarin avec une note fraîche et une odeur ferme d'herbes

aromatiques.
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II –3 – Modélisation des données cinétiques

Nous avons observé que les courbes de la cinétique d’extraction (MHG et HD)

de l’huile essentielle de romarin (Figure 32) suivent toutes deux trois étapes distinctes

mais qui se différencient par la durée de l’extraction. Cependant, la diffusion du soluté

de la matière végétale dans le solvant (vapeur d’eau) constituent généralement l’étape

limitante (Cacace et Mazza, 2003 ; Gertenbach, 2001). Le modèle de diffusion

appliqué à l'extraction solide-liquide, proposé par Crank (1975), est dérivé de la seconde

loi de Fick :

∂C=D∂2C

∂t ∂x2

Où : C’est la concentration du soluté dans la matière végétale à un l'instant (t), à une
distance x (mm) de la demi-épaisseur de la feuille (L). Les conditions initiales et aux

limites sont :

- t = 0 -L ≤x≤ L   C = C0

-∀ t >0 x = ± L C = Ci = 0 Teneur constante à l'interface

-∀ t >0 x = 0 ∂C = 0 Symétrie du système
∂x

La solution générale de cette équation décrite par Crank (1975) ; Spiro et

Kandiah (1989) ; Kandiah et Spiro (1990) ; Stangler et al. (2003) ; Cretnik et al. (2005)

peut être exprimée comme suit :

ln

c
∞

= Kit + a
c∞− ct

Avec :

c∞ : concentration maximale du soluté extraite ;

ct : concentration extraite à l’instant t ;

Ki : Constante de vitesse d'extraction ;

a : Abscisse à l’origine.
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Fig. 32 : Illustration des constantes de vitesse au cours de la cinétique d’extraction de l’HE
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Tableau 18 : Résultats de la modélisation de la cinétique d’extraction.

HDMHG
Méthode

PARAMETRE

0,190,28Rdt étape 1 (%)

0,140,05Rdt étape 2 ( %)

0,03530,7673K1 (min-1)

0,02040,8066K2 (min-1)

Les résultats issus de la modélisation de l’extraction par MHG indiquent que la totalité

du rendement (84,85%) est récupérée durant la première étape (4 min), alors que 57,58 %

est observé pour HD durant 45 min. Pour la seconde étape. Il suffit uniquement de 2 min

pour la méthode MHG pour récupérer 15,15 % du rendement et atteindre le palier. Par

contre, avec la HD, il faut écouler 90 min pour pouvoir distiller 42,42 % du rendement de

l’HE. En analysant les constantes de vitesse d’extraction, décrites dans le Tableau 18, nous

remarquons la présence de deux périodes :

 La première est relative à un domaine où la constante de vitesse d’extraction par
MHG est ≈ 14 fois plus importante que HD, ce qui conduit à un taux d'extraction

constant et très rapide appelé processus de lavage. Un état constant de transfert de

masse a lieu, et une résistance du film végétal contrôle la vitesse.

 La deuxième est relative à un domaine où la constante de vitesse d’extraction (k2)

pour HD, diminue graduellement par rapport à k1 de 0,0353 min
-1

pour atteindre la

valeur de 0,0204 min
-1

. Au contraire, la MHG se caractérise par une augmentation

de la constante de vitesse k2 en dépassant celle de la première période (k2>k1), et

qui est en même temps ≈ 41 fois supérieure à celle de HD. Pour la technique MHG,

une diminution du temps d’extraction de moitié par rapport à la première période
est observée. Cette seconde période constitue un domaine où l'extraction, beaucoup

plus lente, avec un état instable du transfert de masse, et où la diffusion intra-

particule contrôle la vitesse du processus pour la HD et une diffusion intra-particule

plus rapide par la technique MHG a vu son
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taux d'extraction diminuer du fait que le chauffage est totalement différent par rapport

à la HD : il commence du cœur de la matière végétale pour aller vers sa périphérie.

Par conséquent, la méthode d’extraction par MHG se présente comme une méthode

innovante remarquable du fait qu’elle en ayant pu extraire plus de 84 % d'essence en 4

minutes seulement, alors que l’HD nécessite plus de 105 minutes pour un même taux de

rendement en HE de romarin.

II –4 –Mécanisme d’extraction

Les informations recueillies à partir de l’étude morphologique et de la modélisation

de la cinétique d’extraction peuvent expliquer la rapidité d’extraction par MHG en

comparaison à la technique HD, mais elles ne peuvent expliquer ni prévoir la composition

chimique de l’huile essentielle extraite et pourquoi nous avons un taux de composés

oxygénés plus important par MHG.

Nous présentons dans le Tableau 19 la structure, la température d’ébullition et les

teneurs de deux molécules principales et majoritaires dans chacune des huiles essentielles de

romarin extraites par les méthodes MHG et HD. Les températures d’ébullition des composés

ont été évaluées par le logiciel de calcul spécifique « ACD boiling point » (2004).

Tableau 19 : Caractéristiques de deux composés de l’HE de romarin extraites par MHG et
HD.

Camphreα–Pinène

Structure

C10H16OC10H16Formule Chimique

152,24
136,34

Masse molaire (g . mol
-1

)

76-22-280-6-8
N° CAS

207,40°C
157,9 °CT° d’ébullition

0,92 g/L
0,0001 g/L

Solubilité dans l’eau (g/l)

8,6043,60Teneur (%) / MHG

7,8244,05Teneur (%) / HD
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L’huile essentielle de romarin obtenue par HD est nettement dominée par l'α-pinène

(44,05%) dont la température d’ébullition est de 157,9°C. En revanche, dans l’huile

essentielle obtenue par MHG, ce dernier est présent en proportion inférieure (43,60%).

L’autre composé majoritaire de l'essence de romarin est le camphre, composé oxygéné, dont

le point d’ébullition (207,4°C) est nettement plus élevé que celui de l'α-pinène (157,9°C). Ce

composé carbonylé présente une faible teneur dans l’huile essentielle (HD) comparativement

à celle obtenue par MHG.

D'une manière générale, le mode MHG permet une meilleure extraction des composés

oxygénés par rapport aux composés aromatiques non oxygénés, bien que leur température

d’ébullition soit plus élevée. Dans le mode MHG l'extraction se déroule en 15 minutes alors

que l’HD nécessite au minimum 3 heures. Compte tenu de ces temps, nous pouvons imaginer

que les composés oxygénés, à point d’ébullition généralement élevé n’auront pas le temps

d’être totalement extraits à partir du système rapide d’extraction sans solvant, sans eau et

assistée par micro-ondes. La majorité des composés extraits sont supposés être de nature non

oxygénée avec des températures d’ébullition plus basses.

Les micro-ondes permettent de libérer plus rapidement l’huile essentielle contenue

dans la matrice végétale grâce à l’ouverture quasi instantanée des glandes sécrétrices. Lors

d’une MHG ou d’une HD, la quantité de molécules aromatiques, oxygénées ou non, est

nettement inférieure à la quantité d’eau présente dans la matrice végétale. La température

d’ébullition du mélange eau + composés aromatiques est donc imposée par la température

d’ébullition de l’eau c’est-à-dire 100°C et ne dépend en aucun cas de la température

d’ébullition des composés de l’huile essentielle.

L’explication de la différence de composition chimique entre les procédés d’extraction

par HD et MHG ne peut être supportée uniquement par les températures d’ébullition des

composés oxygénés ou non oxygénés extraits. Nous pensons que, pour cette raison, la

solubilité de ces composés dans l’eau a un effet significatif sur la différence de composition

chimique des huiles essentielles.

Cependant, Koedam (1982), en reprenant les théories méconnues de Von Rechenberg

publiées en 1910, a pu montrer en prenant le cas du carvi que le point d’ébullition d’un

composé organique n’explique pas à lui seul le phénomène de distillation, et qu’il faut

introduire la notion de solubilité. En effet, la carvone étant soluble dans l’eau, contrairement

au limonène, dés lors que l’on commence à chauffer le milieu réactionnel, se solubilise et est

entraînée par les premières vapeurs d’eau. Une fois le milieu épuisé en carvone, et plus

généralement en
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molécules solubles dans l’eau, le limonène et les autres terpènes commencent alors à être

entraînés par la vapeur d’eau. Bien que la carvone ait un point d’ébullition très élevé, ce

produit est extrait en priorité en raison de sa solubilité élevée dans l’eau. Pour le limonène,

son insolubilité dans l’eau est un obstacle à l’entraînement de ce produit bien que son point

d’ébullition soit plus bas.

La durée d’une HD étant importante, chaque molécule a le temps d’être distillée

quasi totalement. Du fait de la courte durée d’extraction par MHG, le phénomène

d’extraction s’appuiera plus sur la solubilité que sur la température d’ébullition. Le

phénomène de vaporisation serait ainsi guidé non pas, par la température d’ébullition des

composés mais par leur solubilité ; c’est ce que nomme Von Rechenberg « le phénomène

d’hydrodiffusion ». Pratiquement, lors de la mise en œuvre d’une hydrodiffusion assistée

par microondes et gravité (MHG), nous ne rajoutons en aucun cas de l’eau à la matière

végétale ; seule l’eau interne de la plante (au maximum 95% en masse de la matière

végétale pour les plantes fraîches) va entrer en jeu. Alors que pour l’HD, pour traiter 250 g

de matière végétale, 2,5 litres d’eau environ ont été rajoutés au milieu. Les composés

aromatiques qui constituent l’huile essentielle sont contenus sur les surfaces des feuilles

qui se trouvent, directement dans le cas de l’HD, ou indirectement dans le cas du MHG,

dans un milieu aqueux. Ces composés aromatiques, une fois libérés de la matrice vont

ensuite être solubilisés dans le but de former un mélange eau–composés aromatiques qui

va être vaporisé, condensé et séparé.

Le camphre possède une solubilité de 0,92 g par litre d’eau qui est beaucoup plus

élevée que celle de l'α-pinène (voisine de zéro). Ainsi, la difficulté de certaines molécules à

se solubiliser va donc entraîner une certaine sélectivité. Il semblerait donc que cette eau

disponible, plus faible en MHG, favorise surtout l’entraînement des molécules les plus

solubles, alors qu’en HD la quantité d’eau plus importante permet à chaque type de

molécules de distiller de façon plus équitable.

Par ailleurs, une autre spécificité de la méthode d’hydrodiffusion assistée par

microondes et gravité (MHG) est son mode de chauffage et de fonctionnement où les

micro-ondes ne génèrent pas de la chaleur par conduction ou convection comme un

chauffage classique, mais par la perte diélectrique (Metaxis et Meredith, 1988). Le

facteur de perte diélectrique (ε״) et la constante diélectrique (έ) d'un matériau sont deux

facteurs déterminants de l'efficacité de transfert de chaleur vers l'échantillon. Leur rapport

(ε״/ έ) est le facteur de dissipation (tan δ), qui traduit l’aptitude d’un support ou d’un
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matériau à absorber rapidement les micro-ondes lorsqu’elles les traversent et à les dissiper

dans le milieu sous forme de chaleur (Metaxis etMeredith, 1988). Plus cette valeur sera

élevée, plus cette aptitude sera grande. Dans le cas inverse, le facteur de dissipation tendra

vers 0. Pour illustrer ce phénomène, les composés polaires sont des diélectriques à fortes

pertes. L’énergie micro-ondes sera dissipée donc sous forme de chaleur grâce au

phénomène de polarisation diélectrique.

Il existe deux principaux mécanismes par lesquels les matériaux dissipent l'énergie

micro-ondes,à savoir la rotation dipolaire et la conduction ionique (Neas et Collins, 1988)

: La rotation dipolaire fait référence à l'alignement des molécules qui ont un moment

dipolaire, avec le champ électrique. Sous l’effet du champ électrique alternatif, les dipôles

s’orientent dans un sens, se désorientent lorsque le champ s’annule et se réorientent dans

l’autre sens lors du renversement de la polarité du champ (Figure 33). L’énergie électrique

est convertie en énergie cinétique par la rotation des dipôles. Cette dernière est transformée

partiellement en chaleur : l’alignement des dipôles par rapport au champ électrique est

contrarié par les forces d’interactions entre molécules (les forces de liaisons par pont

hydrogène et les forces de liaisons de Van der Waals). A 2450 MHz, le champ oscille 4,9 x

10
9

fois par seconde, ce qui contraint l'agitation des molécules et donc génère de la

chaleur. L'efficacité de la production de chaleur grâce à la rotation dipolaire dépend du

temps de relaxation diélectrique caractéristique de l'échantillon, qui à son tour dépend de la

température et de la viscosité. Le deuxième grand mécanisme de dissipation est la

conduction ionique, qui représente l’aptitude du milieu à permettre au courant de circuler.

La migration des ions conducteurs dissous avec le champ électrique oscillant et la

production de chaleur est due à des pertes de frottement qui dépendent de la taille, de la

charge et de la conductivité des ions ainsi que de leurs interactions avec le solvant.

Fig. 33 : Rotation des dipôles soumis à une irradiation micro-ondes.
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II –5 –Qu’est ce qu’on trouve dans la phase aqueuse ?

Le romarin est une plante contenant des niveaux élevés d'antioxydants naturels tels que

les acides carnosique et rosmarinique, le carnosol…etc. L'extraction de ces antioxydants à partir

des feuilles de romarin permettrait ainsi d’avoir des produits naturels plutôt que de synthèse et

qui sont utilisés comme additifs dans les industries alimentaire, cosmétique et pharmacologique

(Shylaja et Peter, 2004 ; Arouma et al., 1992).

De plus, après avoir extrait l’HE de romarin par la technique d’hydrodiffusion assistée

par microondes et gravité (MHG), nous avons récupéré l’eau résiduelle que nous avons

lyophilisée ultérieurement, et analysée ensuite par HPLC (Figs. 35 – Fig. 38) pour voir son

contenu. Pour comparaison, une analyse de la composition des feuilles fraîches de romarin en

polyphénols a été effectuée selon l’organigramme montré dans la Figure 34. Les résultats trouvés

sont regroupés dans le Tableau 20.

Tableau 20: Proportions des polyphénols dans le romarin frais et dans l’eau résiduelle après

extraction par MHG.

Carnosol (%)
Ac. Carnosique

(%)
Ac. Rosmarinique

(%)

2.1215.332.38Romarin frais

 - -0.82EAU residuelle
Iyophili sée

38608451350Prix de 1g (€)

Les principaux composés responsables de l’activité antioxydante du romarin dans les

fractions non-volatiles sont l'acide carnosique, le carnosol et l'acide rosmarinique (Cuvelier et al.,

1996). Leur pouvoir antioxydant a été classé par Pearson et al. (1997) durant l’inhibition de

l’oxydation des lipoprotéines de faible densité comme suit : Carnosol > Ac. Rosmarinique > Ac.

Carnosique. Ces polyphénols ont également d'importantes activités biologiques in-vitro en tant

qu’agents anti-tumoraux, agents de chimioprévention et anti-inflammatoires (Cheung et Tai,

2007 ; Shuang-sheng et Rong- liang, 2006 ; Danilenko et al., 2003 ; Al Sereiti et al., 1999). Il

a été proposé que les polyphénols de romarin puissent grandement augmenter la fonctionnalité

des aliments pour la santé et le bien-être (Shahidi et Naczk, 2004).
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Fig. 34 : Organigramme d’extraction des polyphénols à partir de feuilles fraîches de romarin.

Prise d’échantillon
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Extraction avec 50 mL de
solution MeOH / Eau (80/
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Filtration vide

Evaporation à sec à
40°C

sous vide au rotavapor
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à
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Fig. 35 : Chromatogramme de l’eau résiduelle après extraction par MHG montrant le pic

del’acide rosmarinique à la longueur d’onde 329 nm.
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Fig. 36 : Chromatogramme du romarin frais montrant le pic de l’acide rosmarinique à la

longueur d’onde 329 nm.
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Fig. 37 : Chromatogramme du romarin frais montrant le pic du carnosol à la longueur

d’onde284 nm.
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Fig. 38: Chromatogramme du romarin frais présentant le pic de l’acide carnosique à la

longueur d’onde 284 nm.
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Fig. 38: Chromatogramme du romarin frais présentant le pic de l’acide carnosique à la

longueur d’onde 284 nm.
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D’après les résultats obtenus, nous constatons que l’eau résiduelle contient 0,82 %

d’acide rosmarinique, voire 0,545 mg d’acide rosmarinique trouvé dans l’eau résiduelle issue de

l’extraction de 100 g de feuilles fraîches de romarin ; nous pouvons donc valoriser nos rejets

d’eau résiduelle en récupérant à partir de chaque extraction utilisatrice de 500 g de romarin frais,

2,725 mg d’acide rosmarinique (équivalent de 3,68 €) sans utilisation de solvant ou d’eau. De ce

fait, la production de 1 kg d’HE de romarin par MHG, comme indiqué dans le tableau 21, génère

180 litres d’eau résiduelle qui contient environ 1,65 g d’acide rosmarininque soit une valeur

ajoutée de l’ordre de 2227,5 €.

L'acide rosmarinique, dérivé de l’acide hydroxycinnamique et appartenant au groupe des

polyphénols, possède une activité antioxydante très supérieure à celle de la vitamine E

(Exarchou et al., 2002 ; Zheng et Wang, 2001). L’acide rosmarinique présente la particularité

d'être absorbé par les cellules du système gastro-intestinal, puis conjugué et méthylé au niveau

hépatique. Il est également absorbé au niveau des cellules de la peau (Baba et al., 2005). De

plus, l’acide rosmarinique inhiberait la production d’oxyde nitrique (NO) ainsi que d’autres

espèces réactives de l’oxygène et de l’azote dans les macrophages, évitant ainsi des dommages

importants causés par le stress oxydant ou le vieillissement cellulaire (Sroka et al., 2005 ; Qiao

et al., 2005). Sur des cellules cardiaques soumises à des stress chimiques, il a été démontré que

l'acide rosmarinique inhibait la génération d'espèces réactives à l'oxygène (Kim et al., 2005 ;

Psotova et al., 2005). En protégeant les cellules vis-à-vis des espèces réactives de l’oxygène,

l’acide rosmarinique augmente leur viabilité et diminue le taux de mort cellulaire due à

l'oxydation. (Gao et al., 2005). Les propriétés antioxydantes de l'acide rosmarinique peuvent

également être mises à profit pour prévenir l'oxydation des aliments. Par exemple, l'acide

rosmarinique peut prévenir l'oxydation des stérols contenus dans l'huile d'olive vierge lors des

phases de chauffage (D'evoli et al., 2006).

II –6 –Coût, énergie et impact environnemental

L’hydrodiffusion par micro-ondes et gravité (MHG) est ici présentée comme étant une

méthode d’extraction écologique rapide et adaptée à la préparation d’échantillon en vue du

dosage des huiles essentielles dans les matrices aromatiques ou de leur production. La réduction

du coût d’extraction par MHG est mise en évidence en termes d’énergie, de consommation de

solvant et de temps requis. L’examen du Tableau 21 rappelle le temps nécessaire à la réalisation

d’une extraction par la méthode de Clevenger (3 h) alors que la technique développée dans ce

manuscrit requiert environ 15 min seulement de chauffage par micro-ondes. L’énergie requise

pour réaliser les deux méthodes d’extraction est respectivement de 4,33 kWh pour la méthode

d’hydrodistillation conventionnelle et de 0,25 kWh pour la méthode par micro-ondes (énergie
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nécessaire au fonctionnement du four). Les calculs énergétiques ont été réalisés à l’aide d’un

Wattmètre placé sur les prises de courant électrique à l’entrée du four micro-ondes et des

chauffages électriques par conduction.

Tableau 21 : Comparaison énergétique des deux méthodes d’extraction.

Du point de vue de l’impact environnemental, la quantité calculée, en émission de
dioxyde de carbone dans l’atmosphère, est plus élevée dans le cadre des extractions par la

méthode classique (3464 g de CO2 par extraction) que par MHG (200 g de CO2 par extraction).

Ramenée à la quantité de CO2 produit par kilogramme d’huile essentielle, on obtient environ

2000 kg de CO2 par kg d’huile par la méthode classique contre 120 kg de CO2 par kg d’huile

par méthode électromagnétique. Selon la littérature, ces calculs sont basés sur le fait que pour

obtenir 1 kWh à partir de charbon ou de fuel, 800 g de dioxyde de carbone sont émis dans

l’atmosphère lors de la combustion de l’énergie fossile (Bernard, 2001). La technique

d'extraction MHG apparaît ici comme étant une procédure dite « verte » permettant de réaliser

des économies énergétiques, de diminuer les rejets de CO2 et de limiter les eaux usées.

MHGHD

15180Temps d'extraction (min)

0.330.35Rendement d'extraction ( %)

1202000Impact environnemental ( kg Co2 rejetté.kg  HE )

1502500Consommation d'énergie (kWh.kg  HE)

1801700Eaux usée ( litre.kg  HE)
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CONCLUSION GENERALE

Les objectifs de ce travail ont consisté en la réalisation, l’optimisation et l’application d’un

nouveau dispositif d’extraction des huiles essentielles assistée par micro-ondes. Nous avons

développé un appareillage de laboratoire nommé Hydrodiffusion par Micro-ondes et Gravité

(MHG), et mis au point par le professeur Chemat dans son laboratoire (GREEN, Université

d’Avignon et Pays de Vaucluse – France). Cette nouvelle méthode a été comparée tout au

long de sa mise en application à la technique conventionnelle de Clevenger

(Hydrodistillation). Plusieurs étapes nous ont permis de parvenir à l’élaboration et à la

validation de ce nouveau système d’extraction assisté par micro-ondes.

Dans un premier temps, les travaux ont permis de tester et d’ajuster le prototype

d’extraction. Ainsi, des expériences ont pu être réalisées avec des co-produits agro-

alimentaires . Une méthodologie expérimentale a été appliquée dans le but d’évaluer l’impact

des variables sur l’extraction et d'optimiser les paramètres d’utilisation. Alors que la méthode

conventionnelle d’extraction requiert 3 heures, les conditions par micro-ondes optimisées

nous ont permis de réaliser l’extraction des huiles essentielles en seulement 15 minutes. Les

deux méthodes permettent d’obtenir des résultats quantitativement (rendement en huile

essentielle) et qualitativement (composition des extraits) équivalents.

Dans un second temps, nous avons mis en évidence le fait que les conditions et

paramètres d’extraction MHG n’avaient pas d’impact négatif sur la composition des extraits.

Au contraire nous avons enregistré pour cette méthode une composition plus riche en

composés oxygénés en la comparant à celle issue de la méthode conventionnelle. Ainsi, quels

que soient les paramètres d’extraction, les micro-ondes et la procédure de traitement proposée

améliorent la qualité et la quantité des extraits. Ces constatations nous ont permis d’élargir les

matrices étudiées à un panel de matrices végétales. Les résultats obtenus sont étroitement liés

à une combinaison de gradients de température de conduction et de radiation au sein des

échantillons traités.

Dans un dernier temps, une approche écologique et une compréhension du phénomène

mis en jeu pour l’extraction des huiles essentielles par Hydrodiffusion par Micro-ondes et

Gravité ont été abordées. La limitation des eaux usées, la rapidité de la procédure, la réduction

du coût énergétique font de l’Hydrodiffusion par Micro-ondes et Gravité une technique

innovante et attrayante. De plus, la procédure requiert les micro-ondes comme unique source

d’énergie ; aucune source de chaleur additionnelle n’est requise.
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L’Hydrodiffusion par Micro-ondes et Gravité permet la réalisation de procédures

d’extraction des huiles essentielles, rapides et efficaces où le chauffage sélectif apporté est

dissipé volumétriquement au cœur de la matrice irradiée par les micro-ondes. Cette méthode

permet également une distribution et un transfert de masse et de chaleur depuis le cœur de la

matrice vers l’environnement. Au contraire, et dans le cas du procédé conventionnel, la

chaleur est tout d’abord transférée à l’extérieur du milieu et se dirige vers l’intérieur de la

matrice. Ainsi, le transfert de masse s’effectue de l’intérieur de la matrice vers l’extérieur

alors que le gradient de température intervient depuis l’extérieur vers l’intérieur. Ces deux

phénomènes nous ont permis d’exploiter un nouveau dispositif d’extraction au travers d’une

énergie innovante et efficace. La technique permet de réduire considérablement les temps

d’extraction sans altérer la composition des extraits. De plus, cette méthode fait un pas en

direction des économies d’énergie et du développement durable : méthode non utilisatrice ni

de solvant ni d’eau, diminution de la consommation énergétique, donc elle apparaît comme

étant une procédure dite « verte ».

4

1
Hydro-Distillation

1 MHG
Transfert de chaleur3 3 Transfert de chaleur

2 Transfert de masse 2
Transfert de masse

4

1. Solubilisation-Désorption 1. Solubilisation-Désorption
2. Diffusion interne 2. Diffusion interne
3. Diffusion externe 3. Diffusion externe
4. Distillation Azéotropique (eau-terpène) 4. Séparation par gravité
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Abstract
In most cases, sample preparation can be divided in two distinctive steps: extraction and analysis.
While analytical step requires few minutes, the extraction step requires several hours. This applies to
clevenger method, invented in 1928, which today is the reference for distillation extraction. Since the
discovery of thermal effects of microwaves by Spencer in 1946, the impact of microwaves on the
matter has been widely characterized and validated by the scientific community. Quickly, microwaves
were used for extraction to coutercat limitations of conventional extraction procedures. Our work
consisted of design, optimization and development of a new extraction technique of essential oils in
vegetables matrices and by-products of food industry. The first part of the document is devoted to
understanding the theorical foundations and considerations of conventional and innovative extraction
procedures. A second part of the manuscript refers to the techniques used for the design and
optimization of micowaves hydrodiffusion and gravity. Finally, the last part of the manuscript deals
with the results obtained and is divided into three distinct sections: in the first chapter, the
development, optimization and implementation of the new device and described. The apparatus allows
rapid and non destructive extractions that can generalize for various vegetables matrices. A
phenomenon comprehension of process extraction and the ecological approach of the invention, is the
subject of a second chapter
Key words:
Microwaves hydrodiffusion and gravity, extraction, Essential oils, Citrus, Rosemary, Sustainable
chemistry.
Résumé
De manière générale, l’extraction des huiles essentielles préalable à l’analyse chimique se compose de
deux étapes : extraction et analyse. Alors que l’étape analytique requiert en général quelques minutes,
l’étape d’extraction nécessite plusieurs heures. C’est le cas de la méthode de Clevenger, inventée en
1928 (Clevenger, 1928), qui est la procédure de distillation de référence. Depuis la découverte des
effets thermiques des micro-ondes par Spencer en 1946, l’impact des micro -ondes sur la matière a été
largement caractérisé et validé par la communauté scientifique. Rapidement, les micro-ondes ont été
utilisées pour l’extraction dans le but de contrecarrer les limites des techniques d’extraction
conventionnelles. Notre travail a consisté en la conception, l’optimisation et la valorisation d’une
technique d’extraction des huiles essentielle pour les matrices végétales et co-produits alimentaires :
l’Hydrodiffusion assistée par micro-ondes et gravité (MHG). Une première partie du document est
consacrée aux fondements et considérations théoriques des procédés conventionnelles et innovantes
d’extraction des molécules aromatiques. Une seconde partie du manuscrit rappelle les techniques
employées pour la conception et valorisation de la MHG. Enfin, la dernière partie du manuscrit traite
des résultats obtenus et s’articule selon trois sections distinctes : dans un premier chapitre, la mise au
point, et l’application du nouveau dispositif de laboratoire sont décrites. L’originalité de l’appareillage
réside en une extraction rapide, non destructices et généralisables à divers matrices végétales. La
compréhension du phénomène mis en jeu dans l’extraction et l’approche écologique de l’invention fait
l’objet d’un second chapitre.
Mots clés :
Hydrodiffusion assistée par micro-ondes et gravité (MHG), Extraction, Huiles essentielles, Citrus,
Romarin, Développement durable.
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