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Introduction Générale

Ces derniéres années, les plantes aromatiques et médicinales (PAM) ont suscité
beaucoup d’intérét dans le domaine thérapeutique. En effet, les substances naturelles extraites
de ces plantes ont permis de grandes avancées en raison de leur valeur ajoutée dans la
préparation de nombreux produits en particulier dans les domaines nutraceutiques,
pharmaceutique, la cosmétique et les parfums. Les enjeux politiques, économiques, sociétaux,
et environnementaux incitent également les industriels a innover sur le plan technologique et a
améliorer l'efficacité énergétique et environnementale de leurs procédés, grice au
développement d’une chimie dite verte en remplacement des procédés chimiques
traditionnels.

Les techniques traditionnelles d’extraction de ces substances naturelles a partir des
plantes nécessitent d’importantes adaptations afin de réduire les risques pour la santé, la
sécurité et I’environnement. En conséquence, la recherche de produits et de procédés
alternatifs plus respectueux de l'homme et de son environnement occupent une place
primordiale en recherche et développement, y compris en ce qui concerne des opérations
unitaires du génie chimique avec les technologies séparatives associées telle que 1’extraction
solide-liquide.

Pour répondre aux besoins des différentes industries qui doivent satisfaire a la fois les
demandes économiques changeantes et le respect de l'environnement tout en restant
mondialement compétitives, des approches scientifiques modernes du génie chimique et des
procédés ont vu le jour. Il s’agit par exemple de «I’approche verte du génie des procédés» et
de «I’éco-extraction» et ses principes [1,2] qui sont fortement mobilisées sur l'intensification
des procédés et sur le couple produits/procédés verts. Le but est de produire beaucoup plus et
mieux en consommant beaucoup moins, avec des technologies innovantes conduisant a une
meilleure utilisation des maticres premicres et de 1'énergie.

Ce présent travail s’inscrit dans ce cadre. Notre objectif principal consiste en
I’application des nouvelles technologies dites «vertesy, telle que 1’utilisation de dioxyde de
carbone a I’état supercritique et d’eau sub-critique pour ’extraction des produits et des
antioxydants naturels contenus dans des PAM tunisiennes. Ces procédés permettent d’aboutir
a un produit de haute qualité (absence de résidus de solvant organique et de dégradation

thermique). De plus, les durées usuelles d’extraction en utilisant ces techniques sont tres
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intéressantes: quelques dizaines de minutes permettent d’avoir des rendements globaux

d’extraction importants, ce qui conduit a des cotits de fonctionnement attractifs.

Pour la présente étude, nous proposons un plan en six chapitres:

Le premier chapitre est une synthése bibliographique qui donnera un apergu sur les
différentes notions abordées dans ce travail: les huiles essentielles (HEs) et les techniques
d’extraction conventionnelles; ensuite, nous détaillerons les nouvelles technologies utilisées.

Dans le second chapitre, nous détaillerons le matériel et les méthodes employés et nous
décrirons les moyens d’analyses et de caractérisation des extraits obtenus.

Le troisiéme chapitre présentera la mise en ceuvre des techniques traditionnelles, en
particulier 1’hydrodistillation (HD), 1’optimisation des paramétres d’extraction et leur
modélisation. La plante d’étude sera Tetraclinis articulata.

Le quatrieme chapitre sera consacré a 1’extraction par CO, supercritique, 1’optimisation
de I’application de cette nouvelle technique a I’extraction d’HEs a partir des feuilles de T.
articulata et aussi a la modélisation par le modele de Reis Vasco. Les résultats du modele
seront comparés a ceux obtenus expérimentalement.

Le cinquieme chapitre apportera 1’étude d’une nouvelle technologie proposée dans ce
travail, I’extraction par ’eau sub-critique. Ainsi, ce procédé sera utilisé et optimisé pour
I’extraction des substances naturelles de 7. articulata.

Et enfin, le sixiéme chapitre fera I’objet de I’analyse des résultats obtenus par
I’extraction des HEs a partir de quatre autres matieéres premicres : Eucalyptus cinérea,
Eucalyptus Camaldulensis, Cyprés sempervirens et Callitris glaucophylla. Pour chaque
matiere premiere, les méthodes d’extraction au CO,-SC et I’HD ont été appliquées. Ensuite,
nous présenterons les résultats relatifs a I’identification des compositions chimiques des HEs,

leurs dosages des composés phénoliques et les activités biologiques.



Chapitre I : Synthése bibliographique

Ce chapitre présente une synthese bibliographique permettant de définir les différents
termes abordés dans ce sujet. Ce chapitre se compose de trois parties.

Dans une premieére partie, nous définirons les substances naturelles et leurs propriétés.
Nous présenterons un aper¢u des connaissances concernant les modes d’extraction
conventionnelle et innovante. Ensuite, les différentes techniques d‘analyse utilisées pour
caracteériser les extraits seront également résumées. Enfin, les activités biologiques,
[‘utilisation en médecine traditionnelle et la valeur ajoutée destinés a plusieurs secteurs
industriels (pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire) ainsi que les potentiels
thérapeutiques, économiques et écologiques de | ‘HE seront abordés.

Dans une deuxieme partie, nous présenterons les fluides supercritiques, leurs propriétés
et leur utilisation pour [’extraction des substances naturelles.

Dans une troisieme partie, nous définirons les propriétés de [’eau sub-critique,
l’appareil ASE et ['utilisation de [’eau sub-critique pour [’extraction des substances

naturelles.






Partie I : Extraction des plantes aromatiques et médicinales

I. Les PAM et les huiles essentielles

I.1. Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase qui
contient la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette
opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans
un solvant.

L’extraction est une étape nécessaire et présente dans de nombreux procédés de fabrication
dans les différents domaines industriels relevant de la pharmacie, de la cosmétique, de la
parfumerie et de 1’agroalimentaire [2].

Au cours de la derniére décennie, la préoccupation pour la qualité et la sécurité des aliments et
des médicaments, occupent une grande place avec les réglements pour le niveau de toxicité, et
la volonté d'accroitre la préférence pour les produits «naturels» par opposition aux substances
synthétiques. En outre, la croyance populaire qui présente ce qui est «naturel» comme bon,
fournit une incitation positive au développement de l'industrie des produits naturels, en
particulier dans les aliments, les aromatisants, les produits de parfumerie, et le secteur
pharmaceutique. Il ne fait aucun doute que la sécurité¢ des producteurs et des consommateurs
est désormais devenue une exigence majeure de tout produit ou procédé. En conséquence, les
reglements sur l'utilisation de solvants dangereux, cancérigenes ou toxiques ainsi que les
colts ¢élevés de I'énergie pour la régénération du solvant ont réduit la croissance des industries

conventionnelles d'extraction de produits naturels.

1.2. Définitions des substances naturelles

Les PAM contiennent des molécules a haute valeur ajoutée, parmi lesquelles on trouve des
composés ayant une activité olfactive. Ils représentent ce que 1’on appelle HE et sont tres
convoités par les industries pharmaceutiques et cosmétiques [3,4].

Selon la norme frangaise NF T 75-006 (AFNOR, 1980) : «I’HE est le produit obtenu a partir
d’une matiere premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation «seche». L’HE est
ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques» [5].

Connue aussi sous le nom d’essence, une HE est un ensemble de molécules volatiles extraites

de PAM par distillation seche, par expression, par incision de la plante [6]. Il s’agit d’un



ensemble de molécules aromatiques d’origine naturelles qui sont utilisées par I’aromathérapie
pour leurs effets bénéfiques sur la santé. L’aromathérapie est 1’art de préserver la santé avec
les HEs. Elle fait recourt a une méthodologie rigoureuse qui s’inspire de données scientifiques
solides confirmées tant par 1’expérimentation clinique que par les recherches en laboratoire
[7].

En Europe, I’utilisation des HE en massage a été mise en place par la biochimiste frangaise
Marguerite Maury dans les années 50. Ceci fera apparaitre de nouvelles exigences relatives
aux choix des végétaux, aux modalités de cueillette et aux techniques d’extraction et de
conservation [8].

Ainsi, I’aromathérapie de nos jours est devenue I’une des thérapies complémentaires la plus
puissante. En effet, en plus de sa forte valeur ajoutée en matic¢re de santé, elle a pu apporter

une action bénéfique des soins naturels pour la beauté et 1’esthétique.

L.3. Structure des plantes et localisation des HEs dans la plante

Les HEs sont présentes en quantité appréciable chez environ 2 000 especes de PAM, réparties
en 60 familles. Elles se localisent dans toutes les parties vivantes (fleurs, feuilles, écorces,
bois, racines, rhizomes, fruits ou graines) de la plante et avec une quantité plus importante au
niveau des parties supérieures (fleurs et feuilles). Elles sont produites dans le cytoplasme des
cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées,
situées en surface de la cellule et recouvertes d’une cuticule [6].

L’accumulation des HEs, partie des métabolites secondaires, se fait généralement au niveau
des structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur la surface de la plante telle
que les poils sécréteurs pour la famille des Lamiacées, les poches sécrétrices pour les

Myrtacées et des canaux sécréteurs pour les Astéracées [9].

1.4. Composition chimique et propriétés physico-chimiques

Apres I’extraction on obtient des substances a forte odeur aromatique, de densité inferieure a
celle de I’eau (a I’exception des huiles de cannelle, de girofle et de sassafras) [6]. En effet,
elles sont généralement sous forme liquide a température ambiante, trés volatile, insoluble
dans I’eau mais soluble dans les alcools et la plupart des solvants organiques jusqu'a un
certain pourcentage bien défini. L’HE contient un nombre de molécules différentes dont la

plupart sont poly-moléculaires, composées d'un grand nombre de composants (jusqu’a 500



molécules différentes dans I’HE de rose). A coté des composés majoritaires (entre 2 et 6
généralement), il existe des composés minoritaires et un certain nombre de constituants sous
forme de traces. Généralement, on classe ces composés en deux groupes : les hydrocarbures
terpéniques et les composés oxygénés [6]. La structure des composés des HEs est constituée

d’un squelette hydrocarboné, constituant une chaine plus ou moins longue (Figure I.1).

_ACHy CH; CH,
HO
=
HsC HiC HsC

a-pinéne Limonéne Carvéol
HO Myrcéne
Camphre Menthol

Figure L. 1 : Structure chimique de quelques composés terpéniques

1.4.1. Les composés terpéniques

Les terpénes sont des hydrocarbures formés par l'agglomération de plusieurs isopreénes
(Figure 1.2 : Isoprene). Dans les PAM on trouve souvent une famille d’ardme constituée d’une
grande partie de ces terpenes. Ces terpénes possedent généralement des propriétés biologiques

importantes telles que des propriétés fongicides ou insecticides.

Figure I. 2 : Isoprene
Les terpénes peuvent étre classés selon leur nombre de motifs isoprénes ainsi que leurs

arrangements.



Les constituants les plus simples de la série des terpeénes sont les monoterpenes, comportent
deux unités isopréne (CsHg), dont les principaux se trouvent dans I’HEs (90%) [10]. IIs
peuvent étre bicycliques, monocycliques ou acycliques. Les dérivés hydrocarbures en CsHy,
qui comportent trois unités isoprénes sont appelés les sesquiterpenes. Ils se trouvent sous deux
formes, hydrocarbures et oxygénés tels que les aldéhydes et les acides, présents dans la
nature. Ainsi, ces composés constituent la classe la plus diversifiée des terpenes et ils se
trouvent dans de nombreuses catégories structurelles, polycycliques, tricycliques, bicycliques,

monocycliques, acycliques [10].

1.4.2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont classés parmi les produits du métabolisme secondaire des
PAM. IIs correspondent a un vaste ensemble de molécules caractérisées par la présence d’au
moins un noyau benzénique (Figure I-3 : Phénol) [10] portant un ou plusieurs hydroxyles
libres ou engagés dans une autre fonction. Ces composés, d'intérét biologique, sont
principalement présents dans les végétaux (fruits, légumes, céréales...) et dans les produits
qui en dérivent (thé, jus de fruits, vin, biére, ...).

OH

Figure 1. 3 : Phénol

Une des particularités des composés phénoliques réside dans leur importante diversité. En
effet, on trouve aujourd’hui plus de 8000 composés phénoliques, dont 5000 sont des
flavonoides [11].

Les composés phénoliques sont actuellement 'objet d'une littérature abondante. En effet, leurs
propriétés bénéfiques pour la santé humaine seraient nombreuses : effets protecteurs contre
les maladies cardio-vasculaires, effets anti-inflammatoires, ou encore antiviraux pour n'en
citer que quelques-uns [12,13]. Par ailleurs ils sont bénéfiques pour I‘homme vis-a-vis de
certaines maladies de par leur action sur le métabolisme humain et leurs propriétés

antioxydantes [14].

10



1.4.3. Les antioxydants

L’antioxydant est une substance capable de neutraliser ou de réduire les dommages causés par
I’oxygéne ou les radicaux libres dans ’organisme. Dans les végétaux, les principaux
antioxydants sont les vitamines C et E, les caroténoides et le sélénium [6]. Ces antioxydants
sont définis aussi comme des agents redox qui réagissent avec les oxydants afin de stopper ou
ralentir le processus d’oxydation, et ainsi ajust 1'équilibre redox cellulaire. En plus de leur
utilisation en thérapeutique, ils sont utilisés dans différentes industries telles que les industries
agro-alimentaires. Ainsi, 1’antioxydant constitue un additif alimentaire pouvant protéger les
denrées alimentaires des altérations provoquées par I’oxydation par I’oxygene moléculaire,
telles que le rancissement des matieres grasses. Plusieurs types d’antioxydants existent tels
que les antioxydants moléculaires, les antioxydants exogenes, les antioxydants phénoliques

naturels dans les PAM [6].

L.5. Propriétés biologiques des HEs

Les HEs sont reconnues pour leurs propriétés thérapeutiques, elles agissent de maniere
remarquable dans la plupart des domaines de la santé et de la maladie. Ce sont des substances
douées d’activités pharmacologiques beaucoup plus importantes que les plantes fraiches [6].
Elles possedent de nombreuses activités biologiques [6,10]. En effet, elles sont réputées
efficaces en phytothérapie contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne tel que les
bactéries endocanalaires [15] et contre les dermatophytes au niveau de la microflore vaginale
[16]. De plus, elles sont connues par leurs propriétés cytotoxiques [17,18]. Par ailleurs, les
HEs pourraient également étre efficaces en tant qu’un additif alimentaire pour la protection
contre les champignons phytopathogénes [18] et les microorganismes envahissant les denrées
alimentaires [19]. Les travaux de Zakarya et al. [20], en étudiant les variations qualitatives et
quantitatives de 21 especes, ont montré 1I’'importance de la spécification du genre et de

I’espece, ainsi que de la variété de la plante d’ou provient I’extrait.

L'utilisation des HEs et leurs composants dans l'industrie alimentaire a été I'un des principaux
défis pour satisfaire aux exigences des consommateurs qui réclament plus de naturel et des
produits peu transformés [21-24]. Selon ces propriétés, I’HE de PAM a été utilisée comme
agents antimicrobiens naturels et antioxydants rapporté dans la viande, le poisson, les fruits,

les légumes et les produits laitiers [21]. De nombreuses autres applications de I'HE dans
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l'alimentation ont été rapportées, comme | utilisation de 1'origan et de la sauge dans la viande
bovine et porcine [25], le thym et le romarin dans la mortadelle [26] et l'eucalyptus dans les

légumes-feuilles [27].

1.6. Controle des HEs

Le développement du monde industriel, ainsi que les l1égislations complexes et séveres exigés
quant a la qualité et au respect de I’environnement, confrontent le chimiste a certains
problémes tels que la demande d’analyse et sa complexité. Par conséquent, la
chromatographie en phase gazeuse (CG) est une méthode d’analyse par séparation qui
s’applique aux composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. La CG est une technique bien adaptée a I’analyse des HEs, compte tenu de la
volatilit¢ des constituants. Elle permet de séparer les composés volatils d’un mélange
complexe ainsi que 1’analyse quantitative des résultats a partir d’un volume d’injection réduit

[6,28].

Il existe deux types de chromatographie gazeuse: la chromatographie gaz-solide (CGS) et la

chromatographie gaz-liquide (CGL).

Cette méthode ne peut suffire a une bonne identification, sans I’apport du couplage entre la
CG et une technique d’identification spectroscopique, en général la spectrométrie de masse
(CG-SM). La combinaison en ligne de la chromatographie en phase gazeuse a la
spectrométrie de masse ou CG-SM permet la détermination de la nature des constituants des

mélanges [29,30].

I1. Facteurs affectant la composition et le rendement des HEs

L'intérét pour l'utilisation des HEs dans différentes industries et en particulier dans l'industrie
alimentaire [31] a conduit au développement des méthodes de caractérisation permettant
d’accéder a des informations telle que la détermination de leurs compositions chimiques [8,9],
de leurs propriétés biologiques [10], de leur cytotoxicité [11,12] ou de leur activité
antioxydante [13,14]. De nombreux facteurs peuvent influer sur la composition chimique de
I'HE. Un ensemble de parametres a ét¢ étudi€¢ dont certains avec Bowes et al. [32], et autres,
comme l'origine géographique [33], la saison de récolte [34,35] et la méthode d'extraction

[36,37].
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III. Principaux marchés des HEs

Les principaux marchés des HEs sont les Etats-Unis, I'Europe de 1'Ouest, le Japon et le
Canada. Les Etats-Unis sont le plus grand marché domestique des HEs au monde [6]. Ils sont
¢galement le grand producteur d’HEs si 1'on considére les huiles de pin. Le marché des HEs
est en croissance. La majeure partie n'est pas produite localement a cause des contraintes de
cout, de climat et des conditions géographiques de certaines régions. Le marché est trés varié
et on y trouve un grand nombre de manufacturiers ainsi que beaucoup de courtiers. En Europe
Occidentale, la France est traditionnellement le centre de commerce du parfum. Marseille,
Bordeaux et Paris sont restés longtemps le centre du marché des HEs. Londres, Hambourg et
Rotterdam sont des centres de collection et de distribution ainsi que Bréme, Amsterdam et
Anvers.

Malgré sa faible teneur, I’intérét économique et industriel de cette fraction des composés
aromatiques dans les PAM a donné naissance a des techniques d’extraction différentes par le
type des solvants, par la consommation d’énergie nécessaire ou par la sélectivité. Ce sont les

techniques qui seront présentées par la suite.

IV. Techniques d’extraction des substances naturelles

Les HEs sont obtenues de diverses manieres. Le choix de la technique dépend de la

localisation histologique de I’huile dans le végétal et de son utilisation [6].

IV.1. Méthodes traditionnelles d’extraction des HEs
Ces techniques d’extraction reposent toutes sur le méme principe, basé sur I’entrainement des
molécules volatiles de la plante par la vapeur d’eau. Le degré de contact entre la plante et

I’eau est le seul parametre qui differe.

IV.1.1. Hydrodistillation

Dans le cas de I’HD, la plante se trouve dans un réacteur ou elle est en contact direct avec
I’eau bouillante. Selon la densité ou la quantité de la plante utilisée, elle peut flotter ou étre
complétement immergée dans 1’eau. Elle est généralement conduite a pression atmosphérique.

Le chauffage permet 1’éclatement et la libération des molécules volatiles contenues dans la
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matiere végétale. La vitesse de vaporisation des composés volatiles des PAM par
I’hydodistillation est connue par la variation de leur concentration en fonction de la résistance
a la diffusion de I’HE dans les tissus cellulaires et également selon la solubilité des molécules

volatiles dans 1’eau [5,9].

IV.1.2. Entrainement a la vapeur

C’est le moyen le plus répandu pour extraire les molécules volatiles des PAM. Le matériel
végétal n’est pas en contact avec 1’eau, mais la vapeur d’eau produite par une chaudicre est
injectée et traverse la matiere végétale de bas en haut, éclate les cellules et entraine les

molécules volatiles.

feu
eau

vapeur d’'eau

plantes aromatiques

vapeur d'eau chargée
d'H.E.

eau froide

eau chaude

eau + H.E

huile essentielle

hydrosol ou hydrolat

Figure 1. 4 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante

(http://www.pranarom.com/aromatherapie scientifique/pranarom huile essentielle).

En traversant un tube réfrigérant, la vapeur d’eau saturée en composés volatils se condense en
un meélange hétérogene composé d’HE et d’hydrolat [6,10]. On peut également récupérer la
phase aqueuse, comportant une faible proportion de composés aromatiques, qui porte alors le

nom d'eau florale (Figure 1.4).

IV.1.3. Expression a froid

C’est une technique "physique" simple ou les écorces des agrumes (citron, orange,...) sont
pressées a froid pour extraire leurs HEs en utilisant des rouleaux ou des éponges. Aucune

source de chaleur n’est utilisée, laissant ainsi a 1'huile une odeur tres proche de l'original. Le
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principe de cette méthode consiste a faire éclater par différents procédés mécaniques
(compression, perforation) les poches qui sont situées a la superficie de 1’écorce de ces fruits

renfermant I’HE. L’huile libérée est ensuite recueille par un courant d’eau [6,10].

IV.2. Extraction des extraits aromatiques par solvant organique sur appareillage

Soxhlet

L’extraction par solvant organique a chaud est actuellement largement utilisée. Le principe de
cette méthode consiste a faire tremper les plantes dans un solvant organique volatil & chaud,
soit pour obtenir des produits que 1’on ne peut extraire par un autre procéd¢, soit en vue de
rendements plus élevés [6]. Dans I’appareillage Soxhlet un systéme de régénération interne du
solvant permet de mettre en contact en permanence le végétal avec du solvant pur. Le choix
du solvant est influencé par des parametres techniques et économiques : sélectivité, stabilité,
inertie chimique et température d’ébullition pas trop €levée pour permettre son élimination

totale [10].

1V.3. Méthodes innovantes d’extraction des HE

IV.3.1. Hydrodistillation assistée par ultrasons

Il s’agit dans ce cas précis d’un traitement de la plante «pré» ou «post» opératoire. En effet, la
structure des parois des plantes et les tissus cellulaires se désorganisent, sous 1’effet des ondes
ultrasonores et les micros cavitations générées par les ultrasons [38]. Ainsi, ces changements
favorisent la diffusion de 1’eau dans les tissus cellulaires, ce qui peut également influer sur la
cinétique d’extraction des molécules aromatiques des HEs. Les principaux avantages de ce

procédé sont I’accélération de la cinétique d’extraction et I’amélioration du rendement.

IV.3.2. Extraction assistée par micro-ondes

C’est une technique récente développée dans le but d’extraire des produits naturels
comparables aux HEs et aux extraits aromatiques. Dans cette méthode, la plante est chauffée
par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont la pression est réduite de facon
séquentielle : les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique formé avec

la vapeur d’eau propre a la plante traitée [6]. Ce chauffage, en vaporisant I’eau contenue dans
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les glandes oléiféres, crée a I’intérieur de ces derniéres une pression qui brise les parois

végétales et libére ainsi le contenu en huile (Figure 1.5).

L Eafrigerant

Temperatura [

i
f{'l‘\f_ Vide

i
—~ HE.

RTA

Eaup aromatique

Figure 1. 5: Hydrodistillation assistée par micro-ondes. [39]

Les auteurs de ce procédé lui attribuent certains avantages tels que le temps d’extraction (dix

a trente fois plus rapide), ’économie d’énergie et une dégradation thermique réduite [40].

IV.3.3. Autres méthodes d’extraction

Plusieurs autres nouvelles technologies d’extraction des huiles volatiles a partir des PAM
sont développées tels que les procédés assistés par induction thermomagnétique, I’extraction
par fluide supercritique et par 1’eau sub-critique, ces techniques qui ont été utilisés lors de
cette étude seront développées dans la partie II et la partie III de cette étude bibliographiques

etc ...
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Prtie II : Extraction par fluide supercritique

I. Les fluides supercritiques

1.1. Généralité

Le diagramme de phase pression-température (P,T) d’un corps pur présente les différents états
de la maticre (solide, liquide et gazeux) en fonction de la pression et de la température (Figure
I-6). Les domaines de ces trois états sont délimités par les courbes d’équilibre (solide gazeux,
solide-liquide et liquide-gazeux). L’état supercritique a été¢ découvert par le Baron Cagniard
de la Tour en 1822. Il constata la disparition de la frontiére gaz-liquide de certaines
substances chauffées en milieu fermé. En effet, tout corps pur posséde un point critique
correspondant a une pression et une température données. Un fluide est dit a 1’état
supercritique lorsqu‘il est chauffé au-dela de sa température critique et lorsqu'il est comprimé

au-dessus de sa pression critique.

Pression (Bar)

i

/ Eta_t_ /

A\

80
C
60 S: état solide
L: état liquide
49 - G: état gazeux
G C: point critique
20 T: point triple

-100 -50 0 SIO Temp. (°C)

Figure L. 6 : Diagramme de phases P-T du CO,

Le comportement d’un fluide supercritique est intermédiaire entre celui de 1’état liquide et
I’état gazeux. En particulier, il posséde une masse volumique élevée comme celle des
liquides, un coefficient de diffusivité intermédiaire entre celui des liquides et des gaz, et une

viscosité faible comme celle des gaz. Cet état supercritique a été appliqué au CO, a la fin des
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années 1970 ou il a été observé expérimentalement pour la premiere fois exposé a 31,1°C et
74 bar. Dans cet état, ce composé posséde de remarquables propriétés de solubilisation des
substances organiques. Ainsi, contrairement a la majorité des solvants organiques il n'est pas
toxique. La technologie utilisant les fluides supercritiques suscite actuellement beaucoup
d’intérét dans différents domaines : industriel, pharmaceutique et agroalimentaire.

Les coordonnées critiques pour certains fluides présentés dans le Tableau I.1. Comme le
montre ce tableau, les parameétres critiques (pression, température et densité) varient fortement
suivant le choix du fluide supercritique.

Cependant, les fluides supercritiques les plus utilisés sont le CO, et I’eau. Toutefois cette
derniére pose certains problémes. En effet, ses coordonnées critiques réduisent son
accessibilité expérimentale et son caractére corrosif exige un appareillage adapté assez

coliteux [41,42].

Tableau 1. 1: Coordonnées critiques de certains fluides [42].

Composés Température (T.°C) Pression (P. bar) Masse volumique (p. g/ cm’)
CO, 31,1 73,8 0,468
Ethane 32,2 48,8 0,203
Ethyléne 9,3 50,4 0,2
Propane 96,7 42,5 0,220
Propyléne 91,9 46,2 0,23
Toluene 318,6 41,147 0,29
oxyde nitreux 36,5 71,0 0,457
Eau 374,2 220,5 0,272

I.2. Propriétés du dioxyde de carbone supercritique

Le dioxyde de carbone supercritique présente des propriétés physico chimiques intermédiaires
entre celles de la phase liquide et celles de la phase gazeuse. Les propriétés du CO; dans les
différents états sont rassemblées dans le Tableau 1.2.

Généralement le CO, supercritique permet de solubiliser des composés apolaires et de faibles
masses moléculaires. Ensuite, la faible viscosit¢ dynamique et la forte masse volumique
résultent en une viscosité cinématique faible, qui favorise les phénomenes de convection

naturelle massique.
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Ainsi, la viscosité, la masse volumique et un pouvoir de diffusivité trés élevé par rapport au

liquide, facilitent la pénétration du CO; supercritique dans des milieux poreux.

Tableau I. 2 : Propriétés physiques du CO, a I’état gaz, supercritique et liquide [43].

Masse volumique, Diffusivité, Viscosité,
Propriétés p (kg/m’) D (m?/s) n (Pa.s)
Gaz (30°C et 1 atm) 0,6a2 (1a4)10°7 (1a3)10°7
CO, supercritique (Tc et Pc) 200 a 500 0,710 (1a3)10°7°
Liquide (30°C et 1 atm) 600 a 1600 022a2)107 022a3)107°

On peut également modifier ses propriétés en changeant les paramétres opératoires tels que la
température et la pression. Ce qui montre que son pouvoir solvant est «a géométrie variabley.
En effet, en changeant la pression, appliquée sur le fluide, la masse volumique du CO,
supercritique peut varier entre celle d’'un gaz et celle du liquide. La variation de la masse

volumique, permet d’améliorer la sélectivité d’extraction des composés aromatiques.

L.3. Propriétés de transport

1.3.1. Viscosité

La viscosité des fluides supercritiques est supérieure a celle des gaz, plus faible que celle des
liquides et tres variable au voisinage du point critique (Tableau 1.2).

Une faible valeur de viscosité permet de favoriser le transfert de matiere grace a une meilleure
pénétration dans le solide ce qui permet de réduire 1’apport énergétique pour déplacer le fluide
[44]. La Figure 1.7 montre 1’évolution de la viscosité en fonction des parametres P et T. Cette
Figure montre qu’a température constante, une augmentation de la masse volumique avec la
pression entraine un accroissement de la viscosité. Par contre, & pression constante, une
augmentation de la température décroit la masse volumique du milieu, ce qui provoque une

diminution de la viscosité.
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Figure L. 7 : Evolution de la viscosité¢ du CO, en fonction de la pression

et de la température [45].

1.3.2. Diffusivité

Le transfert de matiere dépend également d’une autre propriété : la diffusivité. Elle augmente
avec la température mais diminue pour une ¢lévation de pression car cette €lévation entraine
une augmentation de la masse volumique, ce qui limite le transfert de matiere. En raison de
leur faible viscosité et de leur diffusivité plus élevée que celles les liquides, les fluides
supercritiques présentent un intérét certain pour des applications telles que I’extraction, le
traitement des solides, les syntheéses organiques et la chromatographie.

Une bonne approximation du coefficient de diffusion est donnée par la corrélation (Eq.1.1)

développée par Wilke et Chang [46]:

D=7.410"° TM‘%VO.G Eq. 11

Ou D est la diffusivité du soluté dans le solvant (m?/s), M est la masse molaire du fluide

(g/mol), n est la viscosité du solvant pur (kg/m.s) et vest le volume molaire du soluté

(cm’/mol).
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1.3.3. Solubilité dans le CO, supercritique

Le pouvoir solvant du CO; supercritique dépend exponentiellement de sa masse volumique
[47]. Dans le domaine supercritique, la densité¢ des molécules est voisine de celle du liquide,
favorisant ainsi les interactions intermoléculaires. Cela confére a cet état un certain pouvoir
solvant vis-a-vis de solutés normalement a 1’état liquide ou solide dans ces conditions de
pression et de température.

La Figure L.8 illustre le changement de phase du CO, a partir des phases gaz et liquide

distincte vers une phase homogeéne supercritique.
Supercritique

/

Gaz

Figure I. 8 : Changement de phase de dioxyde de carbone supercritique [48]

La Figure 1.9 présente une vision simplifiée de la situation d’un soluté non volatil présent

dans les différents états d’un solvant.

a- Deux phases, solide-gaz b- Une phase, fluide supercritique ¢- Une phase, liquide

Figure I. 9 : Phénoméne d’agrégation dans un fluide supercritique. O Molécule de solvant,

® Molécule de soluté [49].
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En effet, dans le cas d’un soluté solide soumis a la pression d’un gaz, les interactions sont trés
faibles et aucune solvatation significative ne se produit (Figure 1.9a). En phase liquide, la
concentration de la solution est telle que la solvatation est grande et une seule phase est
observée (Figure 1.9¢). On constate que la densité pour un fluide supercritique est modérée,
plus faible que dans le cas d’une phase liquide mais trés supérieure a celle observée en phase
gaz. Les agrégats formés autour des molécules de solutés montrent que la densité locale est
¢levée avec une solvatation relative (Figure 1.9b). Pour de faibles concentrations en solutg,

une seule phase serait observée [49].

1.3.4. Masse volumique

Dans le domaine d’extraction de mati¢re végétale par un fluide supercritique, la connaissance
de la solubilité¢ du soluté dans le milieu est une donnée importante et nécessaire pour le
développement d’un tel procédé¢. Dans le fluide supercritique, le profil de solubilité du soluté
évolue avec la température et la pression. Ainsi, la solubilité peut étre reliée directement a ces
facteurs en termes de paramétres tels que la fugacité et les paramétres de solubilité et de
masse volumique du CO,. Cela a été démontré par I’approche (Eq.1.2) qui corréle la solubilité

a la masse volumique du CO, développée par Chrastil [47].

In S, = k'In(p,., )+a Eq..2

Ou S; est la solubilité du solute (g/L) pour une température constante, p - est la masse

volumique du CO; supercritique (g/L) et £’ et a’ sont des parametres semi-empiriques.

1.3.5. Polarité du CO; « géométrie variable »

Le CO; est un composé non polaire et par conséquent la solubilité de composés non polaires
sera plus importante que celle de composés polaires. Ainsi, dans le but de remédier a cet
inconvénient et d’améliorer son pouvoir solvant pour I’extraction, on peut modifier sa masse
volumique ou sa polarité¢ par 1’ajout de co-solvant en faibles quantités (5 a 15%) [42,49]. La
polarité du CO; supercritique est estimée par le paramétre de solubilité de Hildebrand. Ce

parameétre est déterminé a partir de 1’équation (Eq.1.3) de Giddings [50]:
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1,250,504/ P, Eq. 13
g =
pliq

Dans cette équation, Pc est la pression critique du fluide, prsc et piiq les masses volumiques du

fluide a 1'état supercritique et a 1'état liquide, respectivement.

1.3.6. Ajout de co-solvant

Lors de I’extraction au CO; supercritique, 1’augmentation de la polarité¢ du solvant peut étre
réalisée en ajoutant 5 a 15% de co-solvant polaire [51-54]. Généralement, les co-solvants les
plus utilisés sont le méthanol [54,55], 1’éthanol [56,57], I’eau ou des huiles végétales [57].

Ces trois derniers sont non-toxiques et donc plus intéressants.

II. Avantages et inconvénients de I’utilisation du CO, supercritique

Le CO; supercritique posséde plusieurs avantages par rapport aux autres fluides supercritiques
industriels. On peut citer le fait qu’il possede une faible température critique (Tc= 31,1°C),
qu’il soit non inflammable et non toxique, qu’il n’y a pas de solvant résiduel a la fin du
traitement (évacuation sous pression atmosphérique), qu’il est chimiquement inerte, qu’il n’y
a pas de probléemes d’oxydation du produit et qu’il pose moins de problemes de sécurité. De
plus, il posséde des propriétés de transport treés favorables, meilleurs que celles des solvants

liquides usuels.

Les principaux avantages de 1’utilisation du CO, supercritique dans les différents domaines

sont [58]:

e [l est relativement inerte vis-a-vis des composés réactifs, ce qui est un avantage d’un
point de vue environnemental et des procédés, dans la mesure ou les réactions

secondaires avec le CO, sont relativement rares.

e Il ne peut pas étre oxydé. Cette impossibilit¢ d’oxydation explique son

ininflammabilité.

e Il ne crée pas de contamination dans les phases liquides qui sont en contact avec lui.
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e Au-dessus de 31°C, les gaz dont la température critique est basse sont miscibles en
toutes proportions avec le CO,. C’est un avantage important pour la mise en ceuvre de

procédés chimiques ou intervient un contact gaz-liquide.

e Il présente une faible viscosité. Sa tension de surface est bien plus basse que celle des

solvants organiques et la diffusivité des solutés y est bien plus élevée.

Neéanmoins, le CO; supercritique possede une tres faible polarité comme inconvénient. On est
donc souvent amené¢ a travailler sous des pressions tres élevées ou alors a accroitre le pouvoir

solvant par I’ajout d’un co-solvant polaire tel que 1’éthanol et le colt de l'installation.

III. Cinétique d’extraction solide-fluide supercritique

La cinétique d’extraction dépend des conditions opératoires (pression, température, débit du
fluide), de la nature et de la granulométrie du produit a traiter. La Figure 1.10 présente la
forme générale de la cinétique d’extraction par fluide supercritique (rendement en extrait en
fonction du temps). De nombreuses extractions ne sont limitées que par la solubilité du ou des

solutés a extraire dans le CO,, tel que dans le cas de I’extraction des lipides.

Rendement (%)

A
100 :
80 ‘ o, Partie ou l'extraction
est limitée par la diffusion
60 -
40 - ‘
Partie linéaire
20
0 T T T T T T >
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Figure I. 10 : Allure générale des courbes d’extraction par fluide supercritique [59]

Alors que d’autres ne sont limitées que par la diffusion interne ou par 1’equilibre d’adsorption.
Par conséquent, I’acces du CO, supercritique dans la plante peut dans certains cas étre
particuliérement difficile selon la structure des particules végétales et la localisation des

substances naturelles dans les particules [59].
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La Figure 1.10, montre la forme générale de la cinétique d’extraction au CO,-SC. Ainsi, elle
présente généralement une partie linéaire en début d’extraction qui correspond a 1’extraction
de la partie du soluté facilement accessible, suivie d’'une deuxiéme partie ou I’extraction est
limitée par la diffusion interne, et la derniére partie sous forme d’un plateau qui correspond a
I’épuisement de la plante et a la fin de 1’extraction.

Par conséquent, la majorité des extractions sont complexes et leur efficacité varie en fonction
des parameétres thermodynamiques et cinétiques. Ainsi, les substances naturelles, dans certains
cas, ne sont pas distribuées de fagon homogene dans la plante. En effet, on trouve dans la
plante une fraction de solutés facilement accessibles et une fraction non accessible contenue
dans les cellules intactes (non endommagées par le pré-broyage) de la plante et dans la plupart

des cas, I’extraction est alors limitée par la diffusion [59].

IV. Grands domaines d’application de I’extraction solide-fluide par CO,
supercritique

L’extraction par fluide supercritique prend de plus en plus d’importance par rapport aux
techniques conventionnelles pour 1’extraction des huiles volatiles a partir des PAM. Dans
certains cas, elle offre des solutions que ne peuvent pas apporter les techniques traditionnelles
parce qu’elle est conforme aux normes de plus en plus strictes en matiere d’environnement.
Pour preuve, le dioxyde de carbone (CO,), est disponible en abondance et & moindre colt ; il
est non toxique et non inflammable. Sa stabilité thermique permet d’éviter les risques liés a sa
dégradation et il suffit uniquement de respecter les consignes de sécurité usuelles concernant
le stockage et I'utilisation de gaz sous pression. De plus, ses propriétés physico-chimiques le
rendent omniprésent en chimie verte [60,61].

Actuellement, de nombreuses unités industrielles sont en fonctionnement dans le monde,
principalement destinées au traitement de produits naturels. Les plus grandes unités se
trouvent dans le domaine agroalimentaire et un nombre croissant d’unités de capacité plus
faible dans le domaine pharmaceutique. Ainsi, dans le domaine de 1’extraction des substances
naturelles, le dioxyde de carbone supercritique présente plus de 90% des applications
industrielles et un peu moins pour les publications scientifiques [59,2].

Parmi les applications industrielles, 1’extraction de la caféine des grains de café [2] est la plus
connue. Elle permet de réduire le pourcentage de caféine d’une valeur comprise entre 0,7 et
3% a un taux final de 0,02% et ce sans extraire les composés conférant I’arome. En plus de

cette application, de nombreux exemples d’extraction de substances naturelles d’intérét
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biologique peuvent étre cités tels que I’extraction de la nicotine [62,63], de la dioxine [64], du
paclitaxel [65,66], de la coronarienne et de la voacangine [67], de I’artémisinine [68], de
I’acétate d’aurentiamide [69], de la vinblastine [70], de la cocaine [71], de la tagitinine C [72],
des pyréthrines [73]. Ainsi, il est utilis¢ dans les domaines agroalimentaires tels que
I’extraction de colorants naturels [74,75], d’antioxydants naturels [76,77], les acides gras
[78,79], pour la production de boissons sans alcool [80,81], de denrées alimentaires avec
moins de lipides [82,83], et de bouchons en liege traités [84]. Egalement le domaine de
I’extraction des ardmes et parfums est un secteur qui offre un large éventail d’applications

[52,85,86].

IV.1. Industrie agroalimentaire

Dans les derniéres décennies, la part du naturel dans 1’aromatisation des produits alimentaires
ne cesse de croitre. En effet, les réalisations actuelles ainsi que les développements futurs ont
comme objectif principal, la fabrication des produits alimentaires de qualité naturelle en
utilisant des procédés «verts», méme si le colt est plus élevé. Par conséquent, 1’application du
CO; supercritique dans le domaine des ardmes peut étre considérée comme une des meilleures
solutions. Cependant, leur marché reste encore limité sans doute a cause de leur prix plus

éleve [59].

IV.2. Industrie pharmaceutique

Actuellement un des développements le plus prometteur des procédés basés sur 1’utilisation
de CO, supercritique concerne le domaine pharmaceutique. En effet, le CO, supercritique
peut étre utilis€ pour ’extraction et purification de principes actifs a partir de PAM, les
antioxydants naturels et obtenir des produits pur sans solvant résiduels.

Enfin, I'utilisation du CO; supercritique est trés diverse et on peut concerner la plupart des
domaines, tel que le traitement de matériaux en contribuant a 1’élimination de composés

organiques pour nettoyer les céramiques et les polymeres [59].
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Partie III : Extraction par eau sub-critique

I. L’eau sub-critique

1.1. Généralités

Le point critique de I’eau est Pc = 221 bar et Tc = 374°C. L’eau a 1’état sub-critique est une
eau surchauffée ou encore une eau chaude pressurisée, généralement a une température
inférieure a 250°C et une pression inférieure a 100 bar. Ainsi, dans ces conditions, 1’eau est
liquide mais certaines de ses propriétés physico-chimiques sont modifiées. En effet, a 1'état
sub-critique, les molécules d'eau sont plus "libres" les unes par rapport aux autres et sont donc
plus "disponibles" pour réagir avec d'autres substances. Il est donc plus facile de solubiliser
certaines molécules dans I'eau a 1’état sub-critique que dans 1'eau en condition standards.

Les premiers intéréts pour I’eau sub-critique comme solvant présentant des qualités
environnementales, datent des années 70 avec les crises pétrolicres de cette époque [87].
Ensuite, les activités de recherche en amont se sont focalisées sur la décontamination des sols,
avec une extraction de composés peu ou non polaires de sols pollués ou I'extraction
quantitative de composés organochlorés [88,89].

Généralement, I’extraction des produits naturels par eau sub-critique a été utilisée a 1’échelle
laboratoire. Actuellement, des développements de pilotes a plus grande échelle sont réalisés
[2].

Dans ce chapitre, nous présenterons les propriétés de 1’eau sub-critique et le principe ainsi que
les avantages de 1’extraction a 1’eau sub-critique. L’application de I’extraction avec I’eau sub-
critique utilisant un appareillage de type Dionex ASE200 sur les feuilles de 7. articulata et

I’influence des parameétres opératoires seront abordées.

1.2. Propriétés spécifiques de I’eau sub-critique

Naturellement, I’eau apparait comme le solvant le plus vert qui soit. En effet, elle est la
molécule la plus abondante sur Terre, et elle présente des avantages certains puisque qu’elle
est non toxique, non inflammable et inoffensive pour la santé. Bien qu'utilisée trés souvent
comme solvant dans le domaine de la synthése organique, un grand intérét pour I’eau en tant
que solvant a été¢ généré par le développement du nouveau concept de chimie verte. L’ intérét
principal de I’utilisation de I’eau sub-critique réside dans les variations importantes de ses

propriétés physico-chimiques [2,90].
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1.2.1. Diagramme de phases de l'eau

Le comportement physique de I’eau en tant que corps pur est relativement bien connu. Il se
traduit par son diagramme d’état représenté¢ en fonction de la pression et de la température

(Figure L.11).

Pression (Bar)

Liquide

- Paoint critigue |

Gaz

Point (Vapeur)
triple

100

218

Solide
(Glace)

Temp. (°C)

0 374

Figure I. 11 : Diagramme de phases de 1’eau

[http://www.valifluid.com/FR/PAGE_Gamme_Service.php]

La particularit¢ de 1’eau est d’avoir une courbe d’équilibre solide-liquide ayant une pente
négative. Sur ce diagramme, les états classiques (solide, liquide et vapeur), le point critique et

le domaine sub-critique sont définis.

1.2.2. Constante diélectrique de I’eau

La permittivité relative ou constante diélectrique est définie comme un nombre sans
dimension not¢ . Il s’agit d’une propriété physique qui décrit la réponse d‘un milieu donné a
un champ électrique appliqué. L’eau a une permittivité relative statique d’environ 78,4 a
20°C. Cette valeur élevée est due aux effets collectifs des molécules dipolaires de 1’eau.
L’évolution de la constante diélectrique de 1’eau en fonction de la température pour une
pression constante (100, 200 et 300 bar) est représentée dans la Figure 1.12 [91].

Sa valeur chute d’une valeur de 80 a P= 200 bar et T= 20°C pour tendre vers 2 a la méme

pression et T=400°C, valeur proche du comportement de la vapeur.
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Figure I. 12 : Variation de la constante diélectrique statique de 1'eau en fonction

de la température pour P=100 bar, P=200 bar et P=300 bar [92]

Dans les conditions ambiantes, 1’eau avec sa valeur élevée de la constante diélectrique se
comporte comme un solvant extrémement polaire et n’est donc pas considérée comme un bon
solvant d’extraction pour les molécules peu polaire. Cependant, I’eau sub-critique possede
une valeur de la constante di¢lectrique faible et comparable a celle du méthanol et de 1’é¢thanol
(a 25°C). Dans ces conditions, il devient possible d’utiliser ’eau comme solvant organique

pour I’extraction des substances naturelles [93].

1.2.3. Viscosité dynamique de I’eau

L’eau, a pression et température ambiante, a une viscosité de I’ordre de 10~ Pas.

La Figure 1.13 représente 1’évolution de la viscosité de 1’eau en fonction de la température
pour trois valeurs de pression : 100, 200 et 300 bar [91].

Toujours indépendante de la pression, la Figure 1.13 montre une évolution significative de la
viscosité dynamique de ’eau avec des valeurs passant de 887,8 pPa.s a 107,77 pPa.s pour les
températures 25°C et 250°C, respectivement. On peut alors constater les conséquences de ces
évolutions sur les propriétés de transport dans le procédé d’extraction [94]. Afin de

déterminer ces conséquences il est intéressant d’étudier les propriétés de transport de 1’eau.
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Figure I. 13 : Variation de la viscosité dynamique de I'eau en fonction

de la température pour P=100 bar, P= 200 bar et P=300 bar [91].

1.2.4. Masse volumique de I’eau

L’¢évolution de la masse volumique en fonction de la température de 1’eau est présentée en

Figure 1.14 pour les pressions : 100, 200 et 300 bar.
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Figure I. 14 : Variation de la masse volumique (kg.m™) de l'eau en fonction

de la température pour P=100 bar, P=200 bar et P=300 bar [91].
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Cette figure montre une forte variation au voisinage de la température critique (374°C) allant
des valeurs proches de celle de I’eau liquide a celles de la vapeur d’eau.

Par contre, on observe des évolutions assez faibles entre 1000 et 800 kg/m’ pour les
différentes pressions. On peut donc considérer que le pourvoir solvant dii a la masse
volumique n’est pas affecté dans les domaines considérés pour I’extraction avec 1’eau sub-

critique (150°C).

1.2.5. Capacité thermique massique de I’eau
La capacité thermique de ’eau est une grandeur qui permet de quantifier sa capacité de
restituer de I'énergie par échange thermique pendant une transformation avec variation de sa

température.
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200 ~
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0 T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

—— P=100 bar
—— P= 200 bar
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Capacité calorifique
(J/mol*K)

Température (°C)

Figure I. 15 : Variation de la capacité thermique en fonction de la température

pour P=100 bar, P=200 bar et et P=300 bar [91].

L’évolution de la capacité thermique de 1’eau en fonction de la température et de la pression
est représentée dans la Figure .15 [91].

Ainsi, a proximité de la pression critique, la quantité de chaleur a fournir pour le passage du
domaine sous-critique au domaine supercritique sera importante. C’est I’une des raisons pour
laquelle les pressions rencontrées pour I’extraction avec 1’eau sub-critique sont rarement
supérieures a 100 bar, une pression suffisamment €éloignée du point critique et ce qui permet

de diminuer le colit énergétique pour passer a la température critique.
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I1. Extraction des huiles volatiles par I’eau sub-critique

I1.1. Extraction par solvant accélérée «<ASE»

L’extraction par solvant accélérée est une contribution récente et innovante aux techniques
d’extraction. Cette technique est brevetée par la sociét¢ Dionex sous le nom d’ASE
(Accelerated Solvant Extraction). Cette technique fonctionne a des températures et des
pressions ¢levées de facon a accroitre 1'efficacité de 1'extraction.

L’ appareil ASE permet I’extraction solide —liquide avec des solvants sous de hautes pressions
et a des températures situées au dessus du point d‘ébullition des solvants [95] ce qui rend le
processus d‘extraction plus efficace et plus rapide. Cet appareil permet de réaliser plusieurs
cycles d’extraction (entre 1 et 5). Elle engendre I‘introduction du solvant propre en
augmentant le gradient de concentration entre le solvant et la matrice solide, ce qui améliore

le transfert de masse et augmente le rendement d‘extraction.

I1.2. Extraction des principes actifs par I’eau sub-critique

L’extraction des principes actifs d’origine végétale par 1’eau sub-critique, en utilisant
I’appareil ASE200 est une méthode innovante importante dans laquelle on utilise de I’eau
chaude avec des températures comprises entre 100°C (point d*ébullition de 1‘eau) et 374,1°C
(point critique de 1‘eau) et avec une certaine pression, variable selon la température, qui
maintient 1°‘eau sous sa forme liquide [96,97]. A température ambiante, 1’eau est un solvant
polaire qui posséde une constante di¢lectrique (&), de 75,5. Cependant, dans une atmosphere
pressurisée a des températures élevées de I’ordre de 250-300°C, la polarité de I’eau diminue
et la constante diélectrique aussi. Elle devient équivalente a celle d’un solvant organique tel
que I’éthanol (e°=24) [98]. Ainsi le processus de I’eau sub-critique permet 1‘extraction de
molécules moyennement polaires a non-polaires sans utiliser de solvants organiques avec une

amélioration solubilisation des principes actifs [99].

11.3. Parameétres influant sur 1'extraction d'huile volatile

Dans cette partie, la cinétique d’extraction et le phénomene de transfert de masse dans le
processus d’extraction avec I’eau sub-critique sont discutés. De plus, dans le but d’améliorer
la compréhension des processus qui se produisent lors de I’extraction des HEs par I’eau sub-
critique, les différents paramétres de fonctionnement, tels que la température, la pression, le

temps d’extraction, la taille des particules et le taux de remplissage des cellules qui ont une
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influence sur le rendement d’extraction par eau sub-critique ont été¢ discutés et ensuite étudiés

avec la plante 7. articulata dans le chapitre IV.

I1.3.1. Influence de la température d’extraction

La température est le parametre opératoire qui présente la différence la plus importante entre
I’extraction par solvant organique et I’extraction par I’eau sub-critique. En effet, dans ce
dernier des températures d'extraction bien au-dessus du point d'ébullition sont utilisées. Au
contraire, dans I'extraction par Soxhlet, la température d'extraction est limitée par la
température d'ébullition du solvant utilisé. Cependant, la température €élevée présente certains
avantages dans le processus d’extraction tels que 1’amélioration de la diffusion a I’intérieur
des tissus cellulaires et I’accélération du transfert de masse.

Dans notre cas, la solubilité des composants dans I’eau sera améliorée lorsque 1'on réalisera
I’extraction a des températures €levées. Par conséquent, le taux d'extraction sera beaucoup

plus important [99-103].

I1.3.2. Influence de la pression d’extraction

Dans le processus d’extraction avec 1’eau sub-critique a 1’aide de ’outil ASE, une pression
minimale est nécessaire pour maintenir I’eau a 1'état liquide pour une température supérieure
au point d'ébullition atmosphérique. Il a été rapporté par Richter que la pression n'a aucun

effet [102,103] sur le rendement d’extraction.

11.3.3. Influence du temps d’extraction

L’extraction par I’eau sub-critique peut étre effectuée en mode statique, en mode dynamique,
ou en combinant ces deux modes. En mode statique, I'échantillon est extrait avec un solvant a
une température €levée et sous pression sans aucune sortie de 1’eau. Lorsque l'extraction a
atteint I'équilibre, les extraits sont recueillis par balayage rapide de la cellule d'extraction avec
un solvant et un gaz inerte. En mode dynamique, 1’eau s'écoule de facon continue a travers la
cellule d'extraction.

Certaines plantes peuvent conserver les principes actifs dans des pores ou d'autres structures.
L'augmentation du temps statique a des températures €levées peut permettre a ces composes

de diffuser dans 1’eau [99,100,104-105].
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I1.3.4. Cinétique d’extraction

Le processus d’extraction avec I’eau sub-critique peut étre modélisé par trois étapes
successives. Tout d’abord, les solutés doivent diffuser du coeur des particules de la matiere
végétale vers la surface. Ensuite, ils doivent transférer a partir de la surface des particules
dans I’eau. Enfin, les solutés sont élués de la cellule d’extraction. La cinétique d’extraction
des substances naturelles avec 1’eau sub-critique est limitée par la plus lente de ces trois
étapes. Evidemment, le temps nécessaire pour le transfert de masse du noyau des particules a

la surface peut aussi étre plus court avec le broyage [107].

I1.4. Avantages et limitations de ’extraction par I’eau sub-critique grice a ’ASE
I1.4.1. Les avantages

e Un temps d’extraction court, le faible volume d’eau utilisé et son automatisation en
utilisant I’appareil ASE.

e D’un point de vue économique et de la sécurité des opérateurs, 1’utilisation de 1’eau est
nettement avantageuse par rapport a certains produits comme [’hexane.

e Les caractéristiques de diffusivité dans les matrices végétales améliorent 1’efficacité
d’extraction.

e La polarit¢ modulable de 1’eau sub-critique en fait un solvant possiblement
intermédiaire entre 1’eau en condition standard et des solvants apolaires comme le

benzéne ou ’hexane.

11.4.2. Les inconvénients

e A haute température, beaucoup de groupes fonctionnels sont susceptibles de
s’hydrolyser.
e Le colt du processus d’extraction est un point négatif (cout énergétique et le coft

d’achat de 1’automate).

Conclusion

Dans ce chapitre nous avons identifi¢ les différents termes abordés dans ce travail. Nous
avons défini les HEs et ces propriétés chimiques, physiques et biologiques ainsi que les
domaines d’utilisation et les différentes techniques d’extraction. Ensuite, nous avons présenté
les propriétés, les avantages et inconvénients des nouvelles technologies tels que I’extraction

par CO, supercritique et 1’extraction a I’eau sub-critique.
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Chapitre II : Matériels et méthodes

Cette partie est consacrée a la description des matériels et méthodes utilisés afin de mener a
bien la présente étude. Elle englobera trois sous-parties essentielles.

La premiere portera sur la présentation des matieres végétales utilisées, la seconde portera
sur les différentes techniques d’extraction mises en ceuvre ainsi que leurs principes de
fonctionnement et enfin dans la derniere partie les méthodes d’analyses utilisées et les

méthodes permettant d’accéder aux activités biologiques des extraits seront détaillées.
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I. Monographie des plantes aromatiques et médicinales étudiées

Dans ce travail, on s’intéresse a 1’extraction et a la valorisation des métabolites secondaires
de certaines plantes tunisiennes ainsi qu’a 1’optimisation des procédés d’extraction.

Nous avons utilisé quatre procédés d’extraction, les uns traditionnels, les autres innovants.
Pour étudier ’efficacité de ces procédés et optimiser les parameétres opératoires, nous avons
s¢lectionné cinq plantes représentatives des substances naturelles. Afin de controler la qualité
des extraits obtenus, et comparer les procédés d’extraction, nous avons mis en ceuvre des
techniques d’analyses de composition chimique. Enfin, pour valoriser les extraits quelques

propriétés biologiques ont été étudiées.

1.1. Tetraclinis articulata

1.1.1. Présentation

Le Thuya de Berbérie (7. articulata) appartenant a la famille des Cupressacées [108] est li¢
géographiquement aux trois pays du Maghreb : Tunisie, Maroc et Algérie. En dehors de ces
pays, on n’en rencontre qu’une petite quantité dans la province de Carthagéne (Espagne) et a

Malte [109].

Figure I1. 1: Tetraclinis articulata
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En Tunisie, selon le Rapport National d’Evaluation des Ressources Forestieres Mondiales
2010, depuis I’année 1990 cette plante est classée 7™ parmi les dix espéces les plus

répandues avec 0,1 millions de métres cubes matériel sur pied dans la forét.

Le thuya est un arbre monoique, sa floraison a lieu au printemps, entre mars et mai. Le fruit
est un cone liégeux de forme générale cubique constituée de quatre volves ornées d’un

ombilic prés du sommet [110].

I.1.2. Composition chimiques de I’huile essentielle de 7. articulata

Peu d’études ont été réalisées sur 7. articulata et sur la composition chimique de ses HEs. En
Tunisie, a notre connaissance deux études ont été effectuées. L’étude réalisée par Ben Hadj
Ahmed et al. [111], sur les HEs de T. articulata, récoltées dans la région de Sned a Gafsa,
rapporte des tests d’activité antioxydante (par DPPH’) des HEs mais pas de composition
chimique. L autre étude réalisée par Tékaya-Karoui ef al. [112], sur les HEs de T. articulata,
récoltées de la région de Zaghouan a Tunis, montre une différence de composition des huiles
de différentes parties de la plante. L’huile des branches est riche en camphéne (43,2%), Z-
muuroléne (29,0%) et p-cymene-8-ol (10,4%). Les racines aussi sont riches en camphene

(70,2%).

A notre connaissance, quelques études ont été effectuées sur 7. articulata originaire du
Maroc. L’¢tude récemment réalisée sur la composition chimique des HEs des feuilles et du
bois de T. articulata récoltées dans la région d’Amsa a Téouan, montre que les feuilles sont
riches en acétate de bornyle (16,5%), camphre (19,1%) et bornéol (9,6%), et par contre que le
bois est riche en cédrol (28,2%) et 1,7-di-épi-cédrol (17,9%) [108]. Les résultats rapportés
par Aitigri [113], montrent que les HEs du bois de 7. articulata prélevé dans la région de
Rabat sont plus riches en carvacrol et en a-cédrol. L’étude de la composition chimique des
HEs de T. articulata de la région de Khemisset et Aoulouz au Maroc a noté la présence
majoritaire de carvacrol (21,3%-36,4%), a-cédrene (10,1-13,1%), cédrol (1-7,3%) et
terpinén-4-ol (2,8-6%) [114]. Aussi, les HEs des parties aériennes de 7. articulata de Malt
ont été identifiées, 18 composés ont été identifiés dont I’a-pinene, le limonéne, le camphre et

l'acétate de bornyle étaient les principaux composants [115].
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1.1.3. Utilisation de Tetraclinis articulata

Différentes parties de cet arbre sont utilisées dans la médecine populaire pour leurs multiples
effets thérapeutiques. Il est principalement utilisé contre les infections respiratoires et
intestinales, les douleurs gastriques, le diabéte, 1'hypertension, comme anti-diarrhéique,
fébrifuge, diurétique, anti-rhumatismal et hypoglycémiant oral [109,116-118]. Des études
antérieures sur 7. articulata ont indiqué son utilisation comme antibactérien et antifongique

[109-111,119], cytotoxique [120], anti-oxydant et anti-inflammatoire [121].

Il s’agit de la plante principale de notre étude. L’optimisation et 1’étude de différents
procédés ont été réalisées sur cette plante. Nous avons par la suite testé quatre autres plantes

avec les conditions optimales ainsi déterminées sur 7. articulata.

1.1.4. Préparation de I’échantillon de la matiere végétale

Dans ce travail, les expériences ont été réalisées avec des feuilles de 7. articulata récoltées
au mois de mars 2010 au nord de la Tunisie. Les feuilles ont été séchées a I’air libre jusqu’a
la stabilisation de leur poids, elles ont ensuite été broyées et tamisées de manicre a obtenir
des particules avec trois fractions de granulométrie (0,8<dp<1,2 mm ; 1,2<dp<1,8 mm ; et

1,8<dp<2,5 mm).

1.2. Eucalyptus Camaldulensis et Eucalyptus Cinerea

1.2.1. Présentation

Les Eucalyptus sont des arbres forestiers représentant une partie importante de la superficie
forestiere de la Tunisie. L'arbre d’eucalyptus peut atteindre 125 a 160 metres de hauteur.
L'eucalyptus compte plus de 300 especes et appartient a la famille des myrtacées
(Myrtaceae). Lors de cette étude, nous avons utilis¢é deux especes d’eucalyptus :
Camaldulensis et Cinerea, qui sont deux especes parmi les plus abondantes en Tunisie. Les
feuilles d’E. camaldulensis et E. Cinerea ont ¢té recueillies en Octobre 2010 dans la région
de Korbos (Tunisie) et séchées a 'ombre jusqu'a ce que leur poids soit constant. La teneur en
humidité de la matiére végétale séchée, déterminée par la thermogravimétrie, était de 10% en
masse. Aprés broyage et tamisage, la granulométrie moyenne des deux especes était de 0,8

mm.
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Ainsi, I’extraction des HEs et volatiles des feuilles de ces deux especes d'Eucalyptus a été
jugée intéressante, en raison des intéréts économiques, alimentaires et médicinaux de ces

especes [122].

Figure 11. 2 : Eucalyptus camaldulensis (a) et Eucalyptus cinerea (b)

1.2.2. Utilisation de ’eucalyptus

L'eucalyptus est I’'une des espéces les plus largement cultivées, bien connue pour sa
production d'HE, avec une forte activité biologique utilisée dans différents domaines [123].
Des extraits de feuilles d'Eucalyptus ont été approuvés comme additifs alimentaires. Les
extraits sont également utilisés dans des formulations cosmétiques [124]. L’huile, riche en
cinéole, est une substance active pour des savons.

Des ¢études se concentrant sur I'HE d’un grand nombre d’especes d’Eucalyptus extraite par
HD, tels que les travaux réalisées par Elaissi er al. [125,126]. Cependant, a notre
connaissance, seules quelques études [127-129] ont été effectuées sur [’extraction

d'Eucalyptus par le CO, supercritique.

1.3. Cypreés de Provence (Cupressus sempervirens)

1.3.1. Présentation

Le C. sempervirens est une espece conifere de la famille des Cupressacées. C’est un arbre a
feuillage persistant et aromatique monoique, atteignant 30 metres de haut qui pousse dans

différentes parties de plusieurs pays, dont la Tunisie.
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Figure I1. 3: Cyprés de Provence (C. sempervirens)

1.3.2. Utilisation du Cupressus sempervirens

Le C. sempervirens a été traditionnellement utilisé pour le traitement du rhume, de la grippe,
des maux de gorge et des rhumatismes. Les feuilles de cette plante sont utilisées comme
antiseptiques et antispasmodiques.

Une autre ¢étude montre que les HEs de C. sempervirens possédent des propriétés
antimicrobiennes, qui peuvent étre utilisées comme agents antimicrobiens naturels pour les
maladies humaines et infectieuses et pour la conservation des aliments. En outre, le
développement des agents antimicrobiens naturels aide a diminuer les effets négatifs
(pollution de l'environnement, de la résistance) de produits chimiques synthétiques

et de médicaments [130].

1.4. Callitris glaucophylla

1.4.1. Présentation

Le C. glaucophylla est une espéce de conifere de la famille de Cupressacée originaire
d'Australie. Le C. glaucophylla est un arbre de petite a moyenne taille, qui se développe
habituellement a environ 18 m de haut, mais peut occasionnellement atteindre une hauteur de
30 m. feuilles sont réduites a des écailles minuscules, de 1-3 mm de long, disposées en
verticilles de trois, le revétement des rameaux est en forme d'aiguilles vertes et les fruits sont

des cones sphériques, de couleur brun foncé. Les feuilles sont riches en huiles et en résine.
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Figure I1. 4: Callitris glaucophylla

1.4.2. Utilisation du Callitris glaucophylla

Le C. glaucophylla est I'une des espéces largement cultivées en Tunisie, bien connue pour sa
production d'HE, avec une forte activité biologique. L’HE de cette plante a été testée et
utilisée dans des médicaments [131], et a montré une efficacité certaine.

Traditionnellement, la plupart dans le monde et spécialement en Australie utilisent la plante
pour des traitements médicaux. Ils utilisent différentes parties de 1'arbre pour soigner leurs
patients. Les feuilles de C. glaucophylla, sont immergées dans I'eau bouillante, puis la phase

aqueuse est utilisée en tant que reméde contre la grippe [132].

II. Les techniques d’extraction des HEs, des huiles volatiles et des extraits
aromatiques

Parmi les différentes étapes les plus importantes pour l’isolement et I’exploitation des
substances bioactives d’origine naturelle on retrouve 1’étape d’extraction [133]. Dans cette
partie, nous présenterons les équipements utilisés pour mettre en ceuvre les quatre techniques
d’extraction décrites dans 1’analyse bibliographique: I’HD, I’extraction par Soxhlet,

I’extraction au CO, supercritique et 1’extraction par 1’eau sub-critique.
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11.1. Extraction des HEs par HD

L’extraction des HEs des plantes aromatiques et médicinales par HD a été réalisée a I’aide
d’un appareil de type « Clevenger » de 2L. Cette technique consiste a introduire une masse
de maticre végétale dans un ballon contenant une quantité suffisante d’eau distillée. Une fois
mis en place, le ballon est chauffé a 1’aide d’une chauffe-ballon. L’ensemble est porté a
I’ébullition et I’opération est généralement conduite a pression atmosphérique. L’extraction
peut s’effectuer avec ou sans recyclage 1’hydrolat obtenu lors de la décantation.

Dans ce travail, les HEs de T. articulata, E. Cinerea, E. camaldulensis, Cypres de Provence
et C. glaucophylla ont été obtenues par HD jusqu’a extraction totale de I’'HE (3 heures en
moyenne) a partir d’'une masse de matiere végétale de 100g. Le rendement calculé par
rapport a la masse de matic¢re séche a été utilisé afin d’optimiser les conditions d’extraction.
Les HEs sont conservées a 4°C a 1’abri de la lumiére.

Le dispositif expérimental utilisé dans notre travail est représenté dans la Figure IL.5.

Systeme d'eau

pour refroidissement 7 /— Condenseur

Y
]
; 4 2 Huile essentielle
¢ i i
-_\\\-..\.\ § ')
; =]
Systéme de M / ¢—— Eau
cohobage -
Matiére végétale
Ballon — + eau
- Chauffe ballon

Figure II. 5: Dispositif expérimental d'HD avec cohobage de I'HE

Lors de I’extraction des HEs, plusieurs phénoménes sont a la base du transfert de matiére
entre les phases solide, liquide et vapeur, d’ou I’influence de différents parameétres sur la

qualité¢ et le rendement de 1’huile obtenue [134]. Ces facteurs peuvent avoir deux types
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d’origines : naturelle et technologique. La localisation des structures d’élaboration ou de
stockage des HEs peut étre superficielle ou interne.

De ce fait, elles ont une influence sur le déroulement de I’HD, c'est-a-dire sur les mécanismes
successifs mis en jeu, et par conséquent sur la durée d’extraction. Ainsi durant la distillation,
I’eau bouillante pénétre dans les cellules végétales et solubilise une partie de I’'HE de cellule
sécrétrice interne. La solution aqueuse chargée de composés terpéniques, diffuse ensuite a
travers une épaisseur de tissu, plus ou moins dense, selon I’organe, vers la surface extérieure
ou I’HE est vaporisée et entrainée sous forme d’azéotrope.

On attribue le terme d’hydrodiffusion a ce type de transport contr6lé¢ par la polarité des
constituants. Ce phénomene est responsable de la vitesse relative de distillation des
différentes substances naturelles dépendant davantage de leurs solubilités dans I’eau que de
leurs points d’ébullition. Si I’hydrodiffusion constitue I’étape limitant de 1’HD, alors I’ordre
de sortie des composés est dicté par leur polarité et non par leur volatilité [135,136].
L’isolement de composés volatils apres leur distillation est déterminé dans une large mesure
par leur degré de solubilit¢ dans I’eau. Par conséquent, 1’eau résiduelle peut étre plus ou

moins saturée en constituants polaires selon la difficulté de séparation des phases.

11.2. Extraction des huiles volatiles et non volatiles par dioxyde de carbone supercritique

I1.2.1. Extraction par CO; supercritique : SFE200

Les premiéres expériences ont été réalisées avec une installation pilote construite par la
société Separex Chimie Fine, France (série 3417 type SFE200). L’installation comprend un
extracteur de 200 mL et trois séparateurs (Figure II.6.a). Le schéma de I’installation est
présenté sur la Figure 11.6.b.

La pression maximale dans ce pilote est de 300 bar avec un débit maximal de CO,
supercritique de Skg/h. Dans ce travail, l'extracteur a été chargé avec 50 g de feuilles séchées
de T. articulata, broyées (particules de diametre entre 0,8 mm et 2 mm).

Les trois séparateurs S/, S2 et S3 sont connectées en série en sortie de 1’extracteur E.
L’installation est alimentée par le CO, liquide qui se trouve dans une bouteille sous pression
B. Dans un premier temps, le CO; est maintenu a ’état liquide a I’aide du groupe froid GF
puis est pompé a 1’aide de la pompe P. Dans un seconde temps, a 1’aide d’un échangeur
tubulaire, le CO; est porté au-dela de sa température critique puis introduit dans ’extracteur

E en passant par le débitmetre FM.
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Figure II. 6: Photographie (a) et schéma (b) de I’installation d’extraction
supercritique SFE200
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Les conditions opératoires (températures, pression et débit de CO,) sont maintenues
constantes. En effet, les températures sont réglées a 1’aide d’un systeme de controle de
température comprenant les groupes chauds GCI et GC2 et des échangeurs de chaleur «
doubles enveloppes » autour de 1’extracteur et des trois séparateurs E, S1, S2 et S3. Pour
certains protocoles d’extraction, la température du séparateur S/ est controlée par un groupe
froid GF. La pression d’extraction (E) est controlée a 1’aide d’un déverseur DE. Deux vannes
de controle DI et D2 sont utilisées pour contrdler les pressions dans les séparateurs S/ et S2.
Sur la Figure 11.6.b, les symboles 77 et PI représentent respectivement les indicateurs de
température et de pression. Ces indicateurs sont reliés a un enregistreur (Endress + Hauser)
permettant 1’enregistrement du profil de ces grandeurs au cours du temps d’extraction. Les
TR représentent aussi des régulateurs de la température des groupes chauds et du group froid.
Le systéme peut fonctionner en circuit fermé ou ouvert. En effet, a la sortie de 'extracteur et
de chaque séparateur se trouve une vanne d'évacuation vers l'atmosphére (4E, A1, A2 et A3,
respectivement) permettant de diriger le solvant vers 1'évent (circuit ouvert) et de recycler le
CO; (circuit fermé) en fermant ces vannes et en ouvrant la vanne de recyclage R. Dans ce cas
le CO; passe par une ligne de recyclage.

Cette installation permet également de travailler avec un co-solvant. Il est introduit par la
pompe HPLC P-CS a partir du réservoir de co-solvant R-CS, et mélangé avec le CO; juste

avant ’entrée de 1’extracteur.

I1.2.2. Extraction par CO; supercritique : SFE1000 bar

Le second appareil, est également une installation pilote construite aussi par la société
Séparex Chimie Fine, France. Le schéma de I’installation est présenté sur la Figure I1.7.

L’installation ‘Autoclave haute pression A21° (Figure II1.7), est composée d'un extracteur de
225 mL pouvant aller jusqu’a 1000 bar et 200°C. Un seul séparateur est reli¢ a la sortie de
l'extracteur. La pression dans l'extracteur est réglée par un régulateur de pression (déverseur).
Dans ce travail, 1'extracteur a été chargé avec 28g de feuilles séchées de T. articulata broyées

en des particules de diamétres situ¢ entre 0,8 mm et 2 mm.
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Figure I1. 7: Installation d’extraction supercritique «SFE1000 bar»

11.3. Extraction des huiles volatiles avec ’eau sub-critique utilisant ’appareil «<ASE200»

I1.3.1. Description de ’appareil ASE200

L’extraction par solvant accélérée a été réalisée grace a un appareil ASE200 de la société
Dionex (Figure IL.8.)

L'extraction s'effectue dans des cellules métalliques contenant une certaine masse de matiére
végétale broyée et se déroule automatiquement selon les étapes décrites ci-dessous. Ces
parametres sont programmeés préalablement via une interface électronique. La Figure II1.8
présente I’extracteur automatique Dionex ASE200 avec programmateur-distributeur pour 4

solvants différents et des cellules d’extraction de 5 et 11 mL.
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(a) Appareil Dionex ASE200
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(b) systéme d’extraction accélérée par solvant [www.Dionex.com]

Figure II. 8: Photographie (a) et schéma de principe (b) de I’ASE200

L'ASE200 apporte une méthode d'extraction par solvant associée a l'automatisation complete
du processus et a la différence de la méthode de référence du Soxhlet, cette technique

présente l'avantage d'étre rapide (30 min par échantillon), peu onéreuse (utilisation de
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quantités moindres de solvant) et nécessitant peu de manipulation (24 extractions
programmables sans intervention). Il est congu pour une extraction rapide et économique
d'échantillons solides. Apres chauffage, 1'extrait est vidé de la cellule d'échantillon dans un

flacon de collection standard et est prét pour l'analyse.

Les parametres consignes de I’ASE200 sont : Température, Pression
Volume de solvant
Solvant d’extraction
Durée de l'extraction
Volume de ringage
Durée de la purge

Nombre de cycle d'extraction

Les méthodes ASE sont utilisées et certifiées dans les domaines environnementaux,

pharmaceutiques, industriels et agroalimentaires [2].

I1.3.2. Extraction par I’eau sub-critique utilisant ASE200

Dans le contexte du développement durable et de la chimie verte, notre choix dans ce travail
s’oriente vers les solvants verts pour I’extraction des substances naturelles.

Comme préalablement expliqué, ’eau a 1’état sub-critique peut permettre d’effectuer des
extractions trés sélectives de composés polaires a des températures relativement faibles et
moyennement polaires ou non polaires a des températures élevées. L’extraction complete des
substances naturelles a été démontrée avec un temps d’extraction de quelques minutes avec
I’eau sub-critique [137-141].

Afin d’¢liminer le solvant et récupérer 1’extrait apres extraction, nous avons procédé a sa
lyophilisation. L’appareil utilisé pour cette étape est appelé Lyophilisateur Christ Alpha 1-2
LD.

11.4. Extraction des extraits aromatiques par solvant organique « Soxhlet»

L’extracteur de Soxhlet permet le traitement des solides (matiére végétale) avec des solvants
en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps en verre de 1’extracteur, contient une

cartouche en cellulose remplie de matiere végétale (100g). Cette cartouche est fixée sur un
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réservoir de solvant (ballon) et est surmontée d’un réfrigérant [142,133]. Le schéma d’un
appareil Soxhlet est représenté sur la Figure I11.9.

Le ballon contenant le solvant d’extraction est chauffé, et le solvant ainsi vaporisé puis
condensé tout en restant en contact avec la matiere végétale. Le solvant collecté dans le
ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle d'extraction et la mati¢re végétale
est toujours en contact avec du solvant fraichement distillé. L’extraction est continue jusqu'a
épuisement de la matiére solide chargée dans la cartouche [143].

L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction qui s’écoule devient de plus en plus
clair ¢’est-a-dire avec une concentration négligeable de soluté. Solvants testés sont 1’ethanol

et I’hexane

Refrigéerant —

Eau

Cartouche

Matériel
weqgetal

Ballon de
réecupéeration

Extrait
Calotte chauffante

Figure II. 9 : Schéma de I’extracteur Soxhlet

Afin d’¢éliminer le solvant et récupérer 1’extrait, nous avons procédé¢ a I’évaporation sous vide
en utilisant un appareil ‘Rotavapor’. L'évaporateur rotatif est une technique rapide et efficace
de séparation : elle permet l'extraction d'un solvant dont la température d'ébullition est

abaissée en travaillant sous pression réduite.
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III. Techniques de caractérisation et traitement des plantes et des extraits

obtenus

111.1. Lyophilisateur

Le lyophilisateur est une machine permettant de dérouler un processus de lyophilisation. 11
est composé d'une enceinte frigorifique pouvant étre tirée au vide et d'une surface plus froide

faisant office de piege frigorifique. La Figure II.10 présente 1’appareil de lyophilisateur.

Figure I1. 10 : Lyophilisateur

Des lyophilisateurs peuvent étre utilisés pour des applications peu exigeantes techniquement
(Iyophilisation de plantes, de papiers humides, séchage de vestiges archéologiques...), mais
les lyophilisateurs sont surtout utilisés pour la production pharmaceutique, ou les contraintes
de délais et de qualité ont conduit a compliquer fortement leur construction.

Dans notre étude, nous avons utilisé un lyophilisateur type ‘Christ Alpha 1-2 LD’, Bioblock
Scientific (Illkirch, France).
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1I1.2. Microscopie Electronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron Microscopy
en anglais) est une technique de microscopie €lectronique capable de produire des images en
haute résolution de la surface d’un échantillon en utilisant le principe des interactions
¢lectrons-matiére. Ainsi, lorsqu’un faisceau d’électrons bombarde une cible, il se produit
dans 1’échantillon une diversité d’interactions qui conduisent a 1’émission de signaux
caractéristiques exploités en microscopie €lectronique a balayage. La Figure II.11 présente
I’appareil du MEB. 11 a été utilisé pour déterminer les structures des particules de chaque

plante (Figure II-annexe).

Figure II. 11 : Microscopie €lectronique a balayage

Dans notre étude, nous avons utilis¢ LEO 435 VP équipé d'un détecteur EDX Oxford, avec 2
détecteurs : détecteur d’électrons rétrodiffusés 4 secteurs et un détecteur EDX swiftEd3000

Oxford, dans le Laboratoire de Génie Chimique a Toulouse.

111.3. Thermogravimétrie : méthode de détermination du taux d’humidité

La mesure du taux d’humidité a été réalisée a I’aide d’un appareil Halogen Moisture

Analyzer modéle HB43. Le principe de mesure est le chauffage par rayonnement infrarouge
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d’une Source Halogéne et la détermination continue de la masse au cours du séchage, avec
une plage de mesure (0,5-99%) et une précision de la mesure (0,1-0,5%). Dans cet appareil, il
est recommandé de choisir une faible masse d’échantillon, mais pas inférieur a la masse
nécessaire pour obtenir la précision de mesure exigée (1g). Il faut choisir une température
définie de manicre a ce que 1’échantillon ne se décompose pas et que sa structure chimique
ne soit pas modifiée. La Figure I1.12 présente 1’appareil de mesure du taux d’humidité.

Le taux de matiére séche de 1’échantillon est visualis¢ en pour-cent du poids a I’état humide

(=PH= poids initial=100%), il est désigné par «%DC » (Dry Content).

poidsa I'état sec PS

DC [0...100%] = — :
Poids a I'état humide PH

*100%

Figure I1. 12 : HB43-S Halogen Moisture Analyzer

II1.4. Chromatographie en phase gazeuse et chromatographie en phase gazeuse-

spectrométrie de masse

L’analyse quantitative et qualitative de I'HE a été réalisée par CG-FID et CG-MS a la Faculté
de Pharmacie, au laboratoire IMRCP. En effet, nous avons utilis¢ un chromatographe en
phase gazeuse Varian Star 3400 Cx (Les Ulis, France) équipé d'une colonne capillaire de
silice DB-5ms (5% phenylmethylpolysyloxane, 30mm ; 0,25mm ; 0,25um épaisseur de
phase). La température de la colonne chromatographie est de 60°C, s’¢éléve a raison de
5°C/min jusqu'a 260°C. Puis atteint 340°C a raison de 40°C/min avec un temps total
d'analyse de 57 minutes.

Pour l'analyse, I'HE ou I’extrait est dilué dans 1'éther de pétrole. 1 puL de l'échantillon est
injecté dans le rapport du mode split 1:10. De I’hélium (pureté 99,999%) est utilis€ comme
gaz porteur a 1 mL /min. L'injecteur est actionné a 200°C. Le spectrométre de masse (Varian

Saturn CG-SM-SM-4D) a été ajusté pour un courant d'émission de 10 mA et la tension de
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multiplicateur d'¢lectrons entre 1400 et 1500 V. Le pi¢ge température était de 220°C et celle
de la ligne de transfert était de 250°C. La numérisation de masse était de 40 a 650 uma.

Les composés ont été identifiés par comparaison de leur RI (indices de rétention) par rapport
a des n-alcanes C5-C24 obtenus sur une colonne apolaire DB-5ms, avec celles indiquées
dans la littérature, et par comparaison de leurs spectres de masse avec ceux enregistrés dans
NIST 08 (National Institute of Standards and Technology) et rapportés dans des articles
publiés, ainsi que par co-injection de composés de référence disponibles. La composition de
chaque extrait en pourcentage a été calculée par la méthode de normalisation des aires des
pics CG, en supposant que le facteur de réponse était identique pour tous les composés. Les
résultats ont été calculés en faisant la moyenne des valeurs de trois injections d’HE, sans
utiliser les facteurs de correction. Toutes les déterminations ont été effectuées en triple

exemplaires.

111.5. Dosage des phénols totaux

Les teneurs en composés phénoliques totaux dans les HEs et les extraits aromatiques ont été
évaluées suivant la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu [144]. La solution de Folin-
Ciocalteu (0,2 N) a été préparée en mélangeant 10 mL de Folin et 90 mL d'eau distillée. Un
volume d’extrait dilu¢ (100 pL) a été ajouté a la solution de Folin (0,2 N, 500 pL). Ce
mélange a été laissé au repos a température ambiante pendant 30 min avant I’addition d’une
solution de carbonate de sodium (75 g/L dans I'eau, 400 pL). Apres 1 h d'incubation, les
absorbances ont ét¢ mesurées a 765 nm contre le blanc (cuve sans extrait) en utilisant un
spectrophotomeétre Helios (Unicam, Cambridge, Royaume-Uni). Une courbe d'étalonnage a
été tracée en utilisant de l'acide gallique (0 a 300 mg/L). Les résultats sont exprimés en mg

d'équivalent acide gallique (EAG)/g de masse seche.

II1.6. Mesure de l'activité antioxydante

I11.6.1. DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) activité des radicaux libres Scavenging
Le test DPPH®, est un test trés simple et rapide, qui ne nécessite qu’un spectrométre
d’absorption UV-Vis. Ce test est basé sur la capacité du radical stable 2,2-diphényl-2—
picrylhydrazyle (Figure 11.13) de réagir avec des molécules donneuses d’hydrogene,

présentes dans les composés phénoliques.
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= NO

Figure II. 13 : Molécules du radical DPPH’

On note qu’au cours de ce test, une dégradation de la couleur de la DPPH’ est observée, la
lumiére, I'oxygéne et le pH du mélange réactionnel influengant l'absorbance de DPPH" [145].
La capacité de piégeage du radical DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) des HEs et des
extraits aromatiques a été évaluée selon la méthode décrite par Blois [146] avec quelques
modifications. Le volume de 1,5 mL d’HEs et de chaque extrait aromatique, dilué¢ a 1/20 par
rapport a la concentration initiale, a ét¢ mélangé a 1,5 mL d'une solution de 0,2 mM de
DPPH’ méthanolique. Aprés une période d'incubation de 30 min a 25°C, I'absorbance a été
enregistrée a 524 nm, la longueur d'onde d'absorbance maximale de DPPH". Un blanc a
¢galement été réalisé en appliquant la méme procédure pour une solution mais sans HE.
L’activité anti-radicalaire de chaque solution est ensuite calculée en pourcentage d'inhibition

selon 1'équation suivante :
% Inhibition = 100 (A (blanc) — A (échantillon)) / A (blanc)

L'activité antioxydant des différents extraits est exprimée en concentration inhibitrice du 50%
du signal (Cls) initial de DPPH’. L'acide ascorbique est utilisé comme une référence. Toutes

les mesures ont été effectuées en triple exemplaires.

I11.6.2. Dosage antioxydant par ABTS" /2,2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline- 6-

sulfonate

L’ABTS™ est la méthode la plus connue parmi les essais indirects. Le principe de cette
méthode est de surveiller la décroissance du radical cationique ABTS™ qui provient de
I’oxydation du 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiaziline-6-sulfonate) causée par 1’ajout des

substances phénoliques. L’ABTS™ présente une bande d’absorption importante entre 600 et
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750 nm, ce qui nous permettra de la quantifier facilement par spectrophotométrie UV-
Visible. La stabilité de ce radical cationique tout seul, sera affectée en présence de composés
donneurs d’hydrogéne. Pour cela, ’ABTS™ réagit énergétiquement avec eux (exemple
composés phénoliques) pour se convertir en ABTS™ : une forme incolore. La Figure I1.14

présente la réaction de I’ABTS™ en présence d’un antioxydant.

Resrate il Shad ot Ol

'. CoHs
C,Hs CzHs

ABTS" (Amax = 734 nm) ABTS? (colorless)

Figure II. 14 : Réaction de ’ABTS™" en présence d’antioxydant [147]

Miller [145] fut le premier a utiliser cette méthode en 1993 pour tester des échantillons
biologiques. Actuellement, cette méthode est utilisée pour tester les extraits naturels et les
composés synthétiques. L’avantage de la méthode ABTS™ est sa stabilité ainsi que la
simplicité de routine au laboratoire. Cependant, cette méthode est limitée puisqu’elle est
indirecte.

La capacité de piégeage des radicaux libres des échantillons par le cation ABTS™ a été
déterminée comme décrit par Re ef al. en 1999 [148]. L’ABTS™" a été généré par le mélange
d’ABTS™ (7mM) a pH 7,4 avec le persulfate de potassium (2,5 mM), et suivi par un
stockage dans l'obscurité a température ambiante pendant 16 havant utilisation. Le mélange
est dilué avec de I'é¢thanol pour donner une absorbance de 0,70 £+ 0,02 a 734 nm. Les extraits
analysés, sont dilués a 1/20 de la concentration initiale, pour obtenir les meilleurs résultats
expérimentaux. Chaque HE ou extrait aromatique dilué¢ (100 puL) est mis a réagir avec une
solution d’ABTS™ (900 uL), puis l'absorbance est mesurée aprés 6 min d’incubation. L'acide
ascorbique est utilis¢ comme standard et la capacité de piégeage des radicaux libres est
exprimée en Clso (mg/L). Les valeurs calculées indiquent la concentration nécessaire pour
piéger 50% des radicaux ABTS™. La capacité de piégeage des radicaux libres a été
déterminée en utilisant la méme 1’équation précédemment utilisée pour la méthode DPPH’".

Toutes les mesures ont été effectuées en triple exemplaires.
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Chapitre III : Utilisation des techniques
conventionnelles d’extraction de substances
naturelles

Ce chapitre est consacré a la présentation des différents résultats expérimentaux obtenus par
les méthodes conventionnelles d’extraction des HEs. Ce chapitre est composé de 2 parties.
Dans une premiere partie, nous développerons [’extraction des HEs de T. articulata, par HD
et extraction par solvant organique en utilisant un appareillage de type «Soxhlet». Une étude
paramétrique a été mise en ceuvre, pour déterminer les conditions opératoires optimales
d’extraction.

Dans une deuxieme partie, nous présenterons la validation du modele mathématique de

Sovova sur ’extraction des HEs par HD et I’application de ce modéle sur le T. articulata.

Une partie des travaux rapportés dans ce chapitre a fait ’objet d’une publication en cours de corrections
Journal of Food Chemistry
Comparison of different methods for extraction from Tetraclinis articulata: yield, chemical
composition and antioxidant activity.

N. HERZI, J. BOUAIJILA, S. CAMY, M. ROMDHANE, J.-S.CONDORET
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I. Extraction de 7. articulata par «Soxhlet»

De nos jours, I'extraction conventionnelle des substances naturelles et en particulier I’HE est
réalisée via deux grandes techniques : 1’extraction par solvant organique «Soxhlet» et ’HD
qui ont été¢ décrites dans le précédent chapitre. Les qualités organoleptiques des produits
extraits sont, surtout, exploitées dans I’industrie des aromes alimentaires et de la parfumerie
[156,143]. Dans le cas de I’extraction par solvant organique «Soxhlet», plusieurs facteurs
interviennent tels que : la nature du solvant, le temps d’extraction ou le nombre de cycles
nécessaire, le débit de condensation, le rapport solvant/matiére végétale et le taux de
remplissage du cartouche [157].

Dans cette partie, quelques paramétres ont été examinés pour I’optimisation de I’extraction
des HEs de T. articulata par le «Soxhlety. Les parametres étudiés nous ont permis
d’optimiser la production de substances naturelles de 7. articulata et de le comparer avec les

autres techniques d’extraction (chapitre VI).

I.1. Influence de la nature du solvant sur le rendement global d’extraction

Le choix du solvant d’extraction peut se faire sur la base de ses capacités de pénétration dans
la matiére végétale, de son pouvoir de solubilisation et de ses propriétés de transfert de
matiere. Notre choix du solvant repose essentiellement sur sa capacité et sa sé€lectivité en vue
d’extraire 1’ensemble des HEs sans avoir une action destructrice sur les molécules
aromatiques. Par conséquent, il doit avoir une bonne capacité de pénétration cellulaire et de
diffusion dans les organes sécréteurs. Ces aptitudes sont liées a la structure moléculaire du
solvant et a ses caractéristiques physiques.

Dans notre étude nous avons choisi de travailler avec deux solvants organiques : I’hexane et
I’éthanol. L’hexane est un solvant non-polaire, avec un comportement assez similaire a celui
du CO; supercritique ; il est possible d'extraire un grand nombre de composants présents
dans I'HE (la capacité anti-oxydante est ensuite comparée a I’extraction au CO,-SC).
L’¢éthanol est connu comme un bon solvant d’extraction des composés polaires tels que les
composés phénoliques ; ces deux solvants ont été choisis en raison de leurs polarités
opposées permettant 1'extraction de différents types de composés (non polaire et polaire).
Dans le but d’évaluer la capacité d’extraction de ces deux solvants, les extractions ont été
réalisées dans les mémes conditions opératoires : une masse de matiere végétale de 100g

avec un volume de solvant a 400 mL, un débit de solvant égal a 1,9 mL/s et un taux de
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remplissage de maticre végétale de 60%. Les résultats obtenus pour les deux solvants en

termes de rendement global sont présentés sur la Figure III.1.
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Figure III. 1: Rendement global d’extrait de 7. articulata obtenu

par Soxhlet avec I’hexane et 1’éthanol pour t=6h.

Les deux solvants utilisés, I’hexane et 1’éthanol, sont de polarités trés différentes. Les
résultats montrent que le rendement d’extraction avec 1’hexane est le plus élevé : 40 mg/g par
rapport a 26,8 mg/g pour I’éthanol (voir la Figure II1.1). Ce résultat est probablement di au
fait que les composés non volatils de 7. articulata sont beaucoup plus solubles dans I'hexane
que dans 1’éthanol. Bien que I’hexane donne un rendement plus important en extrait,
I’éthanol a été choisi pour 1’étude des autres parameétres car il est moins toxique et dans le but

d’extraire plus de composés phénoliques.

1.2. Influence de la durée d’extraction

La durée d’extraction correspond au temps nécessaire au solvant pour pénétrer dans la
maticre végétale et extraire la totalité des substances naturelles. Ce parametre dépend donc
du type de solvant et de la mati¢re végétale ainsi que de sa structure.

Dans ce contexte, afin d’étudier I’influence de ce parametre et d’optimiser le temps
d’extraction des produits naturels de 7. articulata par Soxhlet avec I’éthanol comme solvant,
trois expériences ont été réalisés pour trois durée différentes d’extraction (4h, 6h et 8h). Les

résultats sont représentés sur la Figure I11.2.
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Figure III. 2 : Rendement global d’extrait de 7. articulata obtenu
par Soxhlet en fonction du temps d’extraction avec 1’éthanol

pour un débit de solvant 1,9 mL/s.

Les résultats montrent qu’une durée de 4 heures n’est pas suffisante pour 1’extraction de la
totalité des huiles de 7. articulata. De plus, on constate que les résultats obtenus apres 6 et 8
heures d’extraction sont trés proches (2% d’écart). Ces résultats sont en accord avec ceux qui
ont été reportés par Anees Ahmad et al. en 2010 [158] concernant 1’optimisation des
conditions opératoires du Soxhlet. Notre objectif est de minimiser le temps d’extraction et
donc réduire la consommation énergétique. En conséquence la durée de 6 heures a été choisie
comme le temps d’extraction adéquat pour récupérer les fractions volatiles de 7. articulata

avec 1’éthanol.

L.3. Influence de la taille des particules

Trois tailles de particules moyennes ont été testées avec 1’éthanol pour une durée
d’extraction de 6 heures. Les résultats sont représentés sur la Figure I11.3.

Les résultats montrent 1’effet de la granulométrie sur le rendement global d’extraction. En
effet, la capacité d’extraction des produits naturels des plantes aromatiques et médicinales
par solvant organique est liée a la structure de la matiere premicre. Ainsi, apres le broyage, la
taille des particules diminue et donc la surface spécifique devient plus grande, ce qui facilite

la pénétration du solvant a I’intérieur des particules.
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Figure III. 3 : Variation du rendement global d’extraction de 7. articulata
avec I’éthanol au “Soxhlet” pour différentes tailles de particules

avec un débit de 1,9 mL/s et t=6h.

De plus, la résistance au transfert de matiere interne des solutés va diminuer. Cela explique
I’augmentation du rendement apres le broyage. Cependant, une diminution du rendement est
observée pour les particules les plus fines, ce résultat est probablement di a la perte de
composés volatils sur les couteaux du broyeur lors du broyage plus intense nécessaire pour

obtenir les plus petites particules.

1.4. Influence de débit du solvant d’extraction

Le débit du solvant d’extraction dépend directement de la puissance de chauffe, qui influe sur
le nombre de cycles effectués. L’influence de ce parametre a été étudiée afin d’optimiser le
processus ainsi que le nombre de cycles nécessaire. Les résultats obtenus pour trois débits
différents (nous avons fait varier la puissance de chauffe et par conséquent le débit) sont
représentés sur la Figure I11.4.

Les résultats montrent 1’existence d’un débit optimal pour une meilleure extraction. En effet,
une augmentation du débit de 1,5 mL/s a 1,9 mL/s permet une amélioration du rendement
global d’extraction de 36%. Ce résultat est probablement dii a ’augmentation du nombre de
cycles avec I’augmentation du débit et au fait que I’extraction avec un débit de 1,5 ml/s ne

soit pas terminée au bout de 6 heures Il faut donc plus du temps pour un débit faible.
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Figure III. 4 : Variation du rendement global d’extraction de 7. articulata

pour différentes valeurs de débit du solvant.

Cependant, pour un débit relativement ¢levé, 2,05 mL/s, une diminution de 6% a été
observée. Cet écart est relativement faible et peut étre attribué aux incertitudes
expérimentales. Par ailleurs, en travaillant avec un débit élevé, le temps de séjour du solvant
dans la cartouche est faible ce qui réduirait le temps de contact entre le solide et le solvant.
Par conséquent, pour I’extraction des substances naturelles de 7. articulata par solvant
organique, il semble qu’un débit modérément élevé soit nécessaire. Dans notre cas, le
meilleur résultat est obtenu avec 1,9 mL/s.

D’autre part, le choix de ce paramétre 1i¢ au colt de fonctionnement du procéd¢, pourrait étre

optimisé a travers une étude technico-économique.

L.5. Influence du taux de remplissage et rapport quantité de solvant/ masse de matiére
végétale seche (Ms)

Dans le but de déterminer la quantité de matiere végétale et de solvant a utiliser pour garantir
une meilleure extraction, I’effet du taux de remplissage de la cartouche et le rapport
solvant/Mv ont ¢été étudiés pour I’extraction de 7. articulata avec 1’éthanol par «Soxhlety.

Les résultats sont représentés sur les Figures II1.5 et II1.6.
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Figure III. 5 : Variation du rendement global d’extraction de T. Articulata

en fonction du taux de remplissage pour un rapport solvant/Ms =4 et t=6h.
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Figure III. 6 : Variation du rendement global d’extraction de T articulata

en fonction du rapport solvant/Ms avec un taux de remplissage égal a 65% et t=6h.

Les résultats montrent que le rendement global d’extraction de 7. articulata dépend de la
quantité de matiere utilisée ainsi que de la quantité de solvant correspondant a celle-ci. La
Figure III.5 montre qu’un taux de remplissage moyen de 65% est préférable pour assurer
I’homogénéité et le passage du solvant a travers la totalité des particules. En effet, la
concentration du solvant en contact avec la mati¢re végétale est faible tant que le taux de
remplissage est faible, ce qui permet d’augmenter la surface d’échange. Pour ce taux de
remplissage, la Figure II1.6 montre qu’une quantité faible de solvant est déconseillée et

qu’une quantité plus grande peut ralentir le processus d’extraction et demande plus de cycles
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pour extraire la totalité¢ de soluté de la plante. Ainsi, notre but étant de minimiser la quantité
de solvant utilisée nous pouvons considérer qu’un rapport solvant/Mv égal a 4 donne le

meilleur rendement d’extrait de 7. articulata.

I1. Extraction de 7. articulata par HD

Les conditions opératoires d’extraction des HEs par HD doivent étre optimisées, afin de
minimiser le temps d’extraction, améliorer le rendement global d’HEs et la qualité des
produits finaux. Dans ce cas, une étude paramétrique a été¢ effectuée, en faisant varier le
temps d'extraction, le rapport masse d'eau/masse de matiere végétale, et le débit de

condensation dans le condenseur.

I1.1. Cinétique d‘extraction des HEs de 7. articualata

Le temps est un paramétre trés important dans le processus d’extraction qui dépend
principalement de la tension de la vapeur des composés aromatiques. En effet, la cinétique
d’extraction de I’HE dépend de la nature du substrat végétal traité, de la localisation et de la
nature des sites producteurs des HEs qui influent sur le phénoméne de transfert par HD, et
par la suite sur le temps total d’extraction [3,159,160]. Dans le but d’étudier ce parameétre et
de déterminer le temps nécessaire d’extraction des HEs de T. articulata, un suivi du
rendement en fonction de la durée a été réalisé a I’aide de 1’appareil «Clevenger» décrit dans
le chapitre précédent. Les résultats de la cinétique d’extraction sont présentés sur la Figure
1.7.

La Figure I11.7 montre que I’allure de la cinétique d’extraction est classique. Elle peut étre
divisée en deux étapes : la premiere étape est rapide (jusqu’a 100 min) et elle correspond a
I’extraction des HEs situées a la surface du solide. La deuxiéme étape moins rapide que la
premicre et elle correspond a I’extraction des HEs situées au cceur du solide.

A partir de cette courbe, on peut voir que l'extraction est presque compléte (98%) apres 180

min. L’extraction aprés 150 minutes n'a pas augmenté significativement le rendement en HE.
p p g g
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Figure III. 7: Cinétique d’extraction des HEs de T articulata
obtenues par HD (Q=0,02 mL/s ; R=10 ;dp=1,2 mm).

Ce résultat expérimental confirme le principe de la deuxiéme loi de diffusion de Fick ou
aprés un certain temps, la concentration en soluté dans la matrice végétale diminue de sorte
qu’un équilibre final est atteint [160]. Ainsi, prolonger le temps d'extraction au-dela de cette
durée n’augmente pas significativement le rendement d’extrait. Par ailleurs, la vitesse de
transfert est ainsi décroissante jusqu’a atteindre une valeur minimale nulle a laquelle il y a
épuisement des feuilles [161]. Le comportement de cette courbe de cinétique d’extraction est
similaire avec ce que nous avons vu précédemment pour I’extraction au CO,-SC. Mais ce

dernier est plus intéressant en termes de temps.

11.2. Effet du débit de condensation

Le débit de condensation (mL/s) est directement li¢ au flux de vapeur sortant du ballon
chauffé et est donc li¢ a la puissance de chauffe du chauffe-ballon. Celle-ci, a été fixée a une
valeur fixée manuellement sur un rhéostat. Dans le but de minimiser les dépenses en énergie,
quatre puissances de chauffe ont été testées pour I’extraction des HEs de 7. articualata. Les
résultats obtenus pour une durée d’extraction de 240 min, une masse de 100g de 7. articulata
et un rapport eau/ matiere végétale de 10 sont représentés sur la Figure I11.8. Le temps
d’extraction pour chaque expérience a partir duquel on obtient la premiere goutte de

condensation est 180 min.
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Figure III. 8 : Variation du rendement global en HE de 7. articulata obtenu par HD
pour différents débits de condensation (t=180 min ; R=10 ;dp=1,2 mm).

Les résultats montrent que 1’extraction avec un faible flux de vapeur (débit de condensation
<0,02mL/s) donne un rendement d'extraction faible, car la cinétique d’extraction est ralentie.
Ainsi, un flux de vapeur élevé permet d’augmenter la capacité du systéme a extraire les HEs
localisées dans la surface de la plante. Il permet aussi de libérer les HEs et de les forcer a
diffuser a travers les particules végétales. Ceci, permet une augmentation du taux initial
d’extraction et du rendement global d’huile [160]. En effet, & faible flux de vapeur, pour
obtenir le méme rendement, plus de temps serait nécessaire et par conséquence l'extraction
n'était probablement pas compléte au bout de 180 minutes. Cependant, 1'augmentation du
débit de condensation a 0,045mL/s a aussi fait apparaitre une baisse du rendement global
d’extraction. Une grande augmentation du débit de condensation induit une diminution du
temps de séjour du condensat dans le décanteur et elle ne laisse pas le temps aux HEs de se
séparer du liquide. En conséquence, afin de minimiser la quantité d’énergie dissipée, le débit
égal a 0,02mL/s a été choisi comme le meilleur débit pour I’extraction des HEs de T.

articulata.

I1.3. Effet du rapport eau /matiére végétale séche (Ms)

Quatre rapports quantit¢ d’eau/quantité de matiere végétale seche ont été testés pour

I’extraction des HEs de T. articulata avec un débit de condensation de 0,02mL/s et une durée
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d’extraction de 180 min pour une quantité de matieére végétale constante 50g. Les résultats

sont représentés sur la Figure I11.9.
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Figure III. 9 : Variation du rendement global en HE de 7. articulata obtenu par HD
en fonction de rapport eau/Ms (t=180 min ; Q=0,02 mL/s ; dp=1,2 mm).

Les résultats montrent I’effet de la quantité d’eau sur le rendement global d’extraction d’HE
ou apparait un optimum autour de la valeur 10. Ceci a également ét¢ mis en évidence par
Muhammad Hazwan et al. [162]. En effet, un minimum d'eau (R =10), ou la totalit¢ de la
matiere végétale est immergée dans 1’eau, est nécessaire pour obtenir un systeme d’ébullition
solide-liquide efficace. Cependant, une quantité ¢levée d’eau (R>12) est néfaste pour le
rendement, probablement parce que cela induit une perte de solutés hydrosolubles dans un
volume plus important d'eau. La diminution du rendement final des HEs pour un taux de
solvant ¢€levé peut étre attribuée a la dissolution et/ou a la transformation hydrolytique des
constituants de 1’huile avec I’augmentation de la quantit¢ d’eau [160]. Cette influence
négative des valeurs excessives de taux de solvant également été observée [163] et cela a été
expliqué et justifié par une approche de modélisation.

Enfin, les conditions optimales d'extraction de 7. articulata par le procédé¢ d’HD ont été
estimées a une durée d’extraction de 3 heures; un débit de condensation de 0,02mL/s et un
taux de solvant égal a 10. Les différents parametres étudiés dans cette partie nous ont permis
d’optimiser la production de I’'HE de T. articulata par ’application du modele mathématique

développé par Sovova [163].
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II1. Modélisation de ’HD

Les données cinétiques de 1’extraction des HEs et précisément de 7. articulata sont trés rares.
La mise en ceuvre d’un modele mathématique de la cinétique d’extraction pourrait d’une part
améliorer la compréhension du processus d’extraction et d’autre part éviter la réalisation de
nombre trop important d’expériences [164]. En plus, la modélisation permet aussi un

meilleur contrdle de la cinétique d’extraction.

II1.1. Choix du modéle

La distribution initiale du soluté dans la maticre végétale peut déterminer le choix du modele
a utiliser. En effet, la substance extractible peut étre libre a la surface de la maticre solide ou
dans les pores ou également distribuée a I’intérieur des cellules végétales. Chaque
distribution correspond a plusieurs mode¢les. En outre, ces modeles peuvent rendre compte de
I’influence de différentes résistances au transfert de masse, de 1’existence des conditions
d’équilibre, ainsi ils peuvent mettre en évidence la transition entre les différents mécanismes
de transfert de masse [163,165-168]. Par conséquent, de nombreux modeéles ont été proposés
afin de décrire la diffusion du soluté contenu dans la solution au contact du solide vers la
masse fluide.

En effet, Svetomir et al. [160] ont étudié la cinétique d’extraction de I'HE de Juniperus
communis par HD a l'aide d'un mod¢le a deux parametres de diffusion a travers la matiere
végétale. Le modele a été bien corrélé avec les résultats expérimentaux.

Le méme raisonnement a été mis en ceuvre avec le modele développé en 2011 par Jutarut
Pornpunyapat et al. pour ’extraction des HEs par HD [169] dans lequel il a choisi I’'HD

batch et sans réaction chimique. Le mode¢le est basé sur la premiere loi de Fick (Eq.I11.1):

aq, 52qp
= D, — Eq. 1111
avec :

g, : concentration moyenne d’HE dans la plante a un temps ‘¢’.
x : distance le long de la direction de diffusion.

Dy : coefficient de diffusion effective.
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Ensuite, on peut citer le modele de la couche limite, basé sur I’hypothése que la particule est
entourée d’un film mince, qui introduit une résistance supplémentaire au transfert de maticre.
Le gradient de concentration est considéré comme linéaire dans la couche et s’annule a
I’extérieur. Développé par Benyoussef ef al. 2002 [161], ce modele est basé sur deux
¢quations. La premiére pour le soluté chimiquement lié:

oX ,(t,7)

=K, X, (t,r) Eq. I11.2
ot -
Et la deuxieme pour le soluté libre :

oX,(1,r) - O*X,(t,r) 2D, dX,(t,r)
=D +
ot “ ot r or

+ K, X, (t,r) Eq. I11.3

Enfin, Sovova [10] a développé un mod¢le tenant compte de cellules cassées pendant 1’étape
de broyage et de cellules intactes. Ce modele est écrit pour deux types de particules :

sphérique et plates.

I11.2. Modéle de Sovova pour ’HD des HEs

D’aprés la structure de notre plante 7. articulata observée par le MEB (Figure IlI-annexe)
(Chapitre II) et les résultats obtenus expérimentalement, le modéle de Sovova [10] a été

choisi.

Figure III. 10: Schéma des deux types de particules traitées: (a) particule sphérique
avec le cceur de cellule intacte entouré par les cellules cassées; (b) particule plate ou les HEs

se présentent dans la surface dans des trichomes glandulaires.
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Les deux types de particules traitées par ce modele sont schématiquement représentés dans la

Figure I11.10.

I11.2.1. Hypothéses du modele

Pour réaliser la modélisation du processus de transfert de mati¢re, des hypothéses
simplificatrices ont di étre posées, a savoir :
1. L'HE peut étre considérée comme un composé unique
2. Les particules sont identiques en taille, forme, teneur en HE
3. Pour chaque particule :
- la fraction d’HE dans les cellules cassées de la plante est notée ‘7’.
- la fraction d’HE dans les cellules intactes de la plante est notée /-7’
4. On consideére que le systéme se comporte comme un lit fluidisé a trois phases (solide,
liquide et vapeur).
5. Dans le bilan massique, on néglige la masse d’eau située dans la phase vapeur, dans le
condenseur et dans le séparateur par rapport a la masse d’eau placée dans le ballon.
6. La résistance au transfert de masse dans les cellules brisées est négligeable.

7. L’équilibre est établi instantanément entre les phases :
x, =kx, =kkx, Eq. 1114

Avec :

X, : concentration massique d’huile dans la phase vapeur, g (huile)/ kg (vapeur)

X : concentration massique d’huile restant dans I’hydrolat, g (huile)/ kg (eau)

X, : concentration massique d’huile dans 1’eau bouillante, g (huile)/ kg (matiéres végétales)
k, : coefficient de partage liquide-vapeur

k,, : coefficient de partage liquide-cellules cassées

8. La concentration initiale dans le noyau de particules composées des cellules cassées est

¢gale a la concentration en particules non traitées (xy) :
x,(t=0)=x, Eq. IIL.5

Avec :

x, : concentration massique d’HE non traitée, g (huile)/kg (matiére séche)
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9. La concentration d’HE dans I’eau (hydrolat) est supposée €tre constante (X;). Le rendement

au cours du temps est calculé par :
0

Y==|(x, —x,)dt Eq. II1.6
N ! (x, = x,) q

Le début de I’extraction #=0 est le moment ou les premicres gouttes de la condensation

atteignent le séparateur.

I11.2.2. Bilan massique de I’HE dans ’extracteur :

L’équilibre entre les cellules cassées, 1’eau bouillante et la phase vapeur est supposé étre mis
en place quasi-instantanément. Ainsi, le transfert de matiere pour les cellules intactes est
simulé comme un processus quasi-stationnaire ou 1’évolution de la fraction de soluté au cours
du temps s’écrit :

dx,

T %(xi -X,) Eq. II1.7

A t =0, une partie de I’'HE contenue dans les cellules cassées facilement accessibles a été
déja dissoute dans I’eau bouillante. Dans ce cas, le bilan d’HE dans les cellules cassées et

dans 1’eau bouillante s’écrit :

rN(x, —x,) =N, x,, pour t=0, Eq. I11.8

D’apres I’hypothese, (7) la concentration d’HE dans les différentes phases a # =0 s’écrit :

X, =X, Eq. I11.9

X, = x Eq. I11.10
"orgk, " q. 111

x, =l Eq. IIL11
" r + ]/ICW ! q. )

x, = R Eq. 1112
/. q. 1L

Le bilan massique global sur I’HE dans 1’extracteur pour des particules homogénes peut
s’écrire :

Accumulation (A) = Entrée (E) — Sortie (S)
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(1- r)N% + rN% +N, ‘z‘tw +0(x, —x,)=0 Eq. 1113

D’apres 1’équation 111.4 : ci’i + %(xi —x,) =0 On peut écrire :
t

X, = kxk Eq. 11114
Donc on obtient :

T Eq. 1IL15
k dt kk,

en utilisant le temps adimensionnel :

r= %z Eq. 11116
L’équation III.15 devient :

&, X - =) Eq.IIL17
dr k k

vow

Ainsi pour simplifier I’équation de bilan (Equation II1.7), des parameétres adimensionnels ont

été introduits :

Q=i +r Eq. I11.18
B= at Eq. I11.19
kvkw‘xu q. )
7= Okk,A Eq. I11.20
Nko

D’ou le bilan sur ’'HE dans ’extracteur qu’on exprime alors :

1-r dx, [l—r
+
a dr a

—kk,—x + — ijv = 7Zx, Eq. I11.21

La résolution de cette équation avec les conditions initiales pour =0, X; =X

1 u

etx, = kK, r x, » €n utilisant la transformee de Laplace qui fournit une methode générale de
(04

résolution des équations différentielles conduit a :
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;C— =B+ %[(1 =B =B )exp(= pr)+ (1= 5+ B )Jexp (- py7)] Eq. [11.22
(=P agllrap-B)ewl ) -ap+ B)ow(- o) Eq. 11123
avec .

Py = %(h+ JiZ—az) Eq. 11124
ps = %(h W —4z) Eq. 1125
h:1+1;r+2 Eq. 11126

B:2@+Uaywa+ﬂ)

1 1 Eq. I11.27

Q00+ af2)-h(r+a,
B = ( ﬂzz) C+ap) Eq. I11.28
VW -47
Ou (h2—4Z) =(1-2) 2+ [(1-1)/a+2+2Z](1-r1)/a,donc (h2—4Z) n’est pas négatif et p; et
p2 sont des nombres réels. En appliquant I’équation II1.3 et celle obtenue par la résolution de

la transformée de Laplace, 1’équation 111.16 et I’équation III1.12, le rendement d’HE peut

s’écrire :

Y = %.:[(xv -x,)dt :%.:[(xv - pk .k, x,)dr Eq. I11.29
_9; 1 [(r-ap-B)exn(-po) ]|

Y= N ![{kvkwxu B+ o L (r—af+ Bep(-pt) Bk k.x,) dr Eq. I11.30

L’intégration de 1’équation I11.29 permet de déterminer I’expression du rendement d’HE:

t

Y=Y, [1 — fexp (— %j —(1= f)exp (— FH Pour T>T, Eq. I11.31
1 2
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avece !

Z r—affi—-B,
= Eq. 111.32
A
T ="
T Eq. I1L33
A
T, ="
. Eq. 111.34

Y, est le rendement asymptotique déterminé a partir des résultats a 1’équilibre, c’est-a-dire

quand 7’ n’a plus d’influence, ot on a :

dx. d d
L0, Br—get S0

dt dt dt
Alors Q (xy — x;) =0 et I’équilibre liquide-vapeur donne x, = k, x,,
Donc,

9

Y ==

“ " Eq. I11.35
ou Q. est la quantité récupérée, qui peut étre détermin€ par la relation suivante :
Quantité récupérée = Quantité initiale — Quantité restante
0 =0-0., Eq. I11.36

La quantité restante est la somme de la quantité restante dans les cellules (intactes et brisées)

et la quantité contenue dans I’eau :

.., =rNx, +(1=r)x, + N, x, Eq. 11137
Q0,.,=rN kfjcw +(1-r) kx + N;— =N kfliw + Nz— Eq. I11.38
O = Nx, — Nﬁ - Nwz—i Eq. 11139
0, = N(x, —x,B-x,1%,) Eq. 11140
0, = Nx,(1- Bl1-,)) Eq. [1L41
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Y, == =x,(1-p1-,)) Eq. 11142

I11.3. Application du modele

Les parameétres du modele dans le cas d’extraction des HEs de 7. articulata sont présentés
dans le Tableau III.1. Les grandeurs accessibles ont ét¢ déterminées expérimentalement. Le
coefficient de transfert k, les constantes d’équilibre &, et k,, ainsi que le taux de cellules

cassées 7 sont identifiés a partir des résultats expérimentaux.

Tableau III. 1: Parameétres du modéle pour I’extraction d’HE de 7. articulata

Grandeurs accessibles Grandeurs estimées Parameétres du modeéle
Q (kg/min) 0,012 k (m/min) 1,64 107 Yinf (mg/g) 0,63

a (m) 0,0012 kv 0,80 f 1,14

xy (g HE/kg) 0,7 kw 0,80 T, 96,65

xs (g HE/kg d'eau)  0,0001 r 0,99 T, 237,13

N (kg matiere seche) 0,05 To/T) 2,45

Ny, (kg eau) 0,5

Avec a: le diametre moyen de particule, x;: concentration massique d’HE restant dans
I’hydrolat, g (HE)/kg (eau) déterminée expérimentalement, et x, : concentration massique
d’HE non traitée, g (HE)/kg (matieres séches).

La simulation de la cinétique d’extraction des HEs de 7. articulata par HD a été effectuée en
supposant les particules sphériques.

La premiere étape du traitement des données est 1’ajustement de 1'équation Eq. I11.31 avec les
données expérimentales, comme le montre la Figure III.11, avec le résultat Y;,r=0,63 mg/g,
=114 ; T/= 96,65 min et 7,=237,13. L'écart-type des rendements expérimentaux et calculés
liés a la teneur en huile des feuilles de 7. articulata a été de 0,4%. Sur la Figure II1.11 la
courbe cinétique expérimentale est comparée avec la courbe calculée en utilisant le modele et

montre qu’un bon accord est obtenu ce qui valide le choix du modele proposé.
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Figure III. 11 : Simulation de I’extraction de I'HE de T articulata

par HD (particules sphériques)

L’application de ce modele a ’HE pour différents rapport eau/Mv a donné les courbes

cinétiques représentées sur la Figure I11.12.

06 — ¢ R=10 o ’
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0,5 7 A R-=5

modele

0,4
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0,2

Rendement (mg/g Ms)

0,1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temps (min)

Figure III. 12 : Simulation avec le modéle de Sovova de I’extraction de ’HE

de T. articulata par HD (t=180 min ; Q=0,02 mL/s ; dp=1,2 mm).

Les résultats présentés dans les deux Figures montrent, d’une part, que les courbes relatives
au modele sont en accord avec les courbes expérimentales. D’autre part, les courbes
présentées dans la Figure III.12 montrent I’effet du rapport eau/maticre végétale seche sur la
cinétique d’extraction et aussi bien sur le rendement global d’HEs de 7. articulata, ce qui est

confirmé par le modele de Sovova avec I’huile de thym.
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Par la suite nous avons utilisé le modele pour vérifier I’effet des paramétres d’extraction, de
la taille des particules, du débit de condensation et du rapport eau/ Mv, sur la cinétique et le
rendement global en fonction de temps d’extraction (1000 min). La Figure III.13 montre les
résultats du modele avec les données de T. articulata, les courbes (b et ¢) montrent un écart
durant les premieres heures d’extraction. Cet écart tend a s’atténuer au fur et a mesure de
I’évolution de 1’opération, pour devenir relativement faible au-dela de la troisieme heure de

traitement de la matiere végétale.
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Figure III. 13: Simulation de I’extraction d’HE de T. articulata en fonction du temps
pour différentes tailles de particules (a), différents débit de condensation (b)

et différentes valeurs de rapport eau / mati¢re végétale séche (c)

Par contre, si I’on observe la courbe (a) qui représente la cinétique pour différentes tailles de
. 97 Y b4 <

particules, on constate que les courbes s’écartent au fur et a mesure de 1’évolution de

I’opération et chaque courbe atteint un maximum vers 6 heures. Les courbes expérimentales

sont comparées avec les résultats calculés en utilisant notre modele. Un bon accord a été

observe pour les différents parametres étudiés.

Enfin, ces résultats montrent que le modele cinétique que nous avons choisi permet de bien

représenter les phénomenes d’extraction de ’'HE de T. articulata par HD.

Conclusion

Dans ce chapitre nous avons travaillé sur deux méthodes conventionnelles les plus utilisées
dans le domaine d’extraction des plantes aromatiques et médicinales dans le monde : I’'HD
(Clevenger) et I’extraction par solvant organique (Soxhlet). Nous avons déterminé les
conditions opératoires optimales pour ces deux techniques. Ensuite, nous avons appliqué le
modele de Sovova pour simuler I’extraction des HEs de T. articulata par HD.

Cette étude est nécessaire pour optimiser le rendement d’extrait des méthodes
conventionnelles et le comparer avec les méthodes innovantes présentées dans les autres

chapitres de cette these.
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Chapitre IV : Extraction par CO;
supercritique

Ce chapitre sera consacré a [’application de la technique d’extraction d’HE avec le dioxyde
de carbone supercritique. Il est composé de deux parties.

La premiere partie traite de [’extraction des substances naturelles des feuilles de T.
articulata, par le dioxyde de carbone supercritique et [’optimisation des conditions
opératoires.

La seconde partie traite de la modélisation de ce procédé et sa validation par comparaison

des résultats du modeéle avec ceux obtenus expérimentalement.

Une partie des travaux rapportés dans ce chapitre a fait 1’objet d’une publication soumise a

The Journal of Supercritical Fluid
Supercritical CO, extraction of Tetraclinis articulata

N. HERZI, S. CAMY, J. BOUAJILA, P. DESTRAC, M. ROMDHANE, J.S. CONDORET
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I. Extraction des feuilles de Tetraclinis articulata par CO, supercritique

L’extraction par CO, supercritique est un exemple de technique simple, rapide, efficace et
pratiquement sans solvant ni prétraitement [170,171]. Les objectifs de cette nouvelle
technologie sont I’¢limination de I'utilisation de solvant organique pour obtenir un produit
pur et propre tout en diminuant la durée d’extraction et la consommation d’énergie. Ainsi,
avec cette technologie il n’est plus nécessaire de purifier ’extrait en fin du traitement,
contrairement aux solvants liquides. L’intérét de choisir de manicre sélective les conditions
de traitement (température et/ou pression) est majeur pour le CO,-SC. Ce choix permet de
piéger les composants de facon distinctive et de récupérer un extrait purifié, ce qu’il n’est pas
possible d’obtenir avec des solvants liquides.

Dans ce contexte, I’application de cette méthode a été réalisée sur 7. articulata. Afin de
pouvoir déterminer les conditions opératoires optimales d’extraction, I’effet de différents
parameétres opératoires sur le rendement global d’extraction de la fraction volatile et non
volatile a été étudié. Enfin, dans le but de valoriser les données expérimentales obtenues et
pour une meilleure compréhension des phénoménes d’extraction par le CO,-SC, nous nous
sommes intéressés a la modélisation de ce procédé d’extraction.

L’influence de chacun de ces parametres sur le rendement global d’extraction est étudiée

dans cette partie.

I.1. Cinétique d’extraction

Afin de déterminer le temps nécessaire pour I’extraction des HEs de 7. articulata par le
dioxyde de carbone supercritique, des expériences sur la cinétique d’extraction ont été
réalisées. Lors de cette étude, pour chaque expérience, 50g de feuilles de 7. articulata
séchées et broyées ont été utilisés. L’extraction a été réalisée a un débit de CO, de 20g/min,
une température et une pression dans 1’extracteur de 40°C et 90 bar, respectivement. La taille

des particules est de I’ordre de 1,2 mm.

Lors des expériences servant a ¢&tablir la cinétique d’extraction, I’extraction a été
périodiquement arrété, I’extracteur a €té ramené a pression atmosphérique, I’extrait dans les
trois séparateurs a été récupéré et le rendement calculé. Ensuite, 1’extraction a été reprise. A

partir de ces calculs de quantité d’extrait, la courbe cinétique d’extraction a été tracée.
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Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure IV.1. Cette figure présente le rendement
global d’extrait volatil obtenu par CO,-SC exprimé en mg/g de matiere séche (Ms) en

fonction du temps d’extraction (min).
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Figure IV. 1 : Rendement d’extraction de la fraction volatile de 7. articulata
en fonction du temps d’extraction, avec un débit de CO,=20 g/min, T =40°C,

P =90 bar et une taille de particules moyenne de 1,2 mm.

La courbe montre que I’extraction semble presque complete apres 30 minutes. Cependant, 30
minutes supplémentaires d’extraction ont €ét€ ajoutées pour assurer I’épuisement de la maticre
extractible. Comme la forme de la courbe le suggere (pseudo-linéarité initiale de la courbe),
I’extraction est principalement limitée par la solubilité de la fraction volatile dans le CO; ou

par I’équilibre solide-fluide de la fraction volatile (solubilité apparente).

Ensuite, afin de mettre plus clairement en évidence le régime d’extraction, la quantité de

fraction volatile extraite (mg/g Ms) a été tracée en fonction de la quantité de CO, consommée
(2.

La Figure IV.2 montre comment le rendement d’extraction (mg/g Ms) varie avec la quantité
de CO; utilisée. Une étape relativement constante est observée initialement correspondant a
I’extraction du soluté facilement accessible se trouvant a la surface des particules. S’en suit
une période de transition au cours de laquelle le taux d'extraction diminue rapidement. Cette
diminution rapide du taux d'extraction est causé€e par un appauvrissement de la couche d'huile

continue sur la surface des particules.
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Figure IV. 2 : Rendement instantané d’extraction de la fraction volatile de 7. articulata
en fonction de la quantité du CO, consommée avec un débit de CO,=20 g/min,

T=40°C, P=90 bar et une taille de particules moyenne de 1,2 mm.

Enfin, dés que la totalité de I’extrait présent a la surface des particules est enlevée, une
diminution du rendement d’extraction est observée, qui dépend alors entierement de la vitesse
de diffusion de I’huile de Dl’intérieur des tissus cellulaires vers la surface. Une courbe
similaire pour I’extraction d'huile a partir des graines de tournesol a été décrite par Kiriamiti
et al. [172] sur le méme appareil avec des conditions opératoires (pression, température)

différentes (250 bar, 60°C, respectivement).

La durée d’extraction est un facteur important dans le processus d’extraction par fluide
supercritique ; la durée totale peut €tre constituée par un temps statique suivi d’un temps

dynamique d’extraction.

I.1.1. Temps statique d’extraction par CO; supercritique

Le mode statique permet ’établissement de I’équilibre entre les phases solide et fluide. Il ne
nécessite pas de débit de CO,, conduisant a une économie de solvant. Dans la premiére partie
de cette étude, 'influence des périodes statiques sur 1’efficacité d’extraction par CO,
supercritique a €té démontrée. Trois temps d’extraction statique (5, 10, 15 min), suivi de 30

min de temps dynamique d’extraction ont été testés. La pression et la température dans
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I’extracteur ont été fixées a 90 bar et 40°C avec un débit de CO, de 20g/min et des particules

de diamétre 1,2 mm.

Rendement (mg/g Ms)

5 10 15
Temps statique (min)

Figure IV. 3 : Influence du temps statique sur le rendement global d’extraction de la fraction
volatile de T. articulata par CO,- SC avec un débit de CO,=20g/min, T=40°C,

P=90 bar et une taille de particules moyenne de 1,2 mm.

Les résultats obtenus, présentés dans la Figure V1.3, montrent que 1I’augmentation de la durée
d’extraction statique de 5 a 10 min augmente D’efficacité d’extraction de plus de 40%.
Cependant, 1’augmentation du temps d’extraction statique de 10 a 15 min a des effets
minimes sur le rendement global d’extraction. Par conséquent, dans les expériences

suivantes, 10 min ont été utilisées pour 1’extraction de la fraction volatile de 7. articulata.

I.1.2. Temps dynamique d’extraction CO; supercritique

L’effet du temps d’extraction dynamique sur I’extraction des fractions volatiles a été étudié
tout en gardant les autres parametres fixés. Trois valeurs de temps dynamique (20, 30, et 60
min) ont été testées avec 10 minutes de temps d'extraction statique. La pression et la
température d’extraction sont de 90 bar, 40°C; le débit de CO, est de 20g/min avec des

particules de diametre 1,2 mm pour toutes les expériences.
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Figure IV. 4: Influence du temps dynamique sur le rendement global d’extraction
avec un débit de CO,=20g/min, T=40°C, P=90 bar

et une taille de particules moyenne de 1,2 mm.

La Figure IV.4 montre comment un temps plus long d'extraction accroit I'efficacité¢ de
l'extraction de la fraction volatile. Cependant, a partir d’un certain temps dynamique
d’extraction le rendement devient peu a peu invariant. Par conséquent, une durée dynamique
de 30 min a été choisie pour l'extraction de fraction volatile de 7. articulata par le CO,

supercritique par la suite.

1.2. Influence de la pression sur le rendement d’extraction

Dans le but de déterminer 1’influence de la pression d’extraction, les expériences ont été
réalisées sur deux installations d’extraction au CO; (décrite dans le chapitre II). La pression
dans D’extracteur a été fixée a différentes valeurs comprises entre 90 et 1000 bar, afin de
déterminer I’influence de ce parametre sur le rendement global d’extraction de fraction
volatile de 7. articulata pour une température de 40°C et un débit de CO, de 20g/min et avec

des particules de taille 1,2 mm.

Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure IV.5. Cette figure donne la variation du

rendement global de fraction volatile de 7. articulata en fonction de la pression d’extraction.
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Figure IV. 5 : Variation du rendement global de 7. articulata en fonction de la pression
d’extraction avec un débit de CO,=20 g/min, T=40°C, =30 min

et une taille de particules moyenne de 1,2 mm.

Comme prévu, une augmentation de la pression d’extraction montre une forte influence
positive sur le rendement global. En fait, 'augmentation de la pression d'extraction de 90 a
150 bar permet d’augmenter le rendement de plus de 9 fois et une augmentation de 90 a 1000

bar permet de multiplier le rendement par 16.

En effet, la pression a un effet direct sur la masse volumique du CO,, ce qui augmente son
pouvoir solvant. Cependant, une pression d’extraction élevée favorise 1’extraction des
composés lourds ayant des grandes masses moléculaires telles que les lipides ou les cires

[170].

Par contre, comme les fractions volatiles des matieres végétales sont solubles dans le CO,
supercritique a 90 bar, la sélectivité de 1’extraction de ces composés est favorisée par une
pression d’extraction peu élevée. Ces conditions opératoires sont mentionnées a plusieurs
reprises dans la littérature [171,173]. Par conséquent, dans le cas de l’extraction des
substances naturelles et spécialement les fractions volatiles, une basse pression (90 bar) est

préférable pour assurer une extraction sélective envers les fractions volatiles.
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L.3. Influence de la température sur le rendement d’extraction

Afin de déterminer I’influence de la température sur le rendement global d’extraction de la
fraction volatile de 7. articulata par le CO,-SC, la température dans 1’extracteur a été
modifiée de 40 a 60°C pour une pression de 90 bar et un débit CO, de 20g/min et avec des

particules de taille 1,2 mm.
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Figure IV. 6 : Variation du rendement global de 7. articulata en fonction de la température
d’extraction avec un débit de CO,=20g/min, P=90 bar, t=30 min

et une taille de particules moyenne de 1,2 mm.

Les résultats sont représentés dans la Figure IV.6 et montrent qu’une augmentation de la
température, induisant une diminution de la masse volumique du CO; supercritique, conduit a
une diminution du rendement global d’extraction. Cela peut étre li¢ a 1’effet de la solubilité
rétrograde bien connu ou, lorsque la température augmente, 1’augmentation de la tension de
vapeur n’est pas suffisante pour compenser la perte de pouvoir solvant en raison de la

diminution de la densité du CO,.

Cependant, d’autres travaux concernant 1’effet de la température d’extraction sur le
rendement global montrent que l'augmentation de la température accélére également le
transfert de masse ce qui améliore le rendement d'extraction [175,170]. Par conséquent, il est
difficile de prédire l'effet de la température. En outre, il doit étre souligné que I’extraction a
haute température peut avoir un effet néfaste sur la qualité de 1’extrait en raison de possibilité
d’avoir une réaction de dégradation. Ainsi, la possibilit¢ de procéder a I’extraction des
composés volatils a basse température est I’un des principaux avantages de la technologie

CO,-SC par rapport aux techniques conventionnelles comme I’HD ou la distillation seche.

88



Ensuite, dans le but de déterminer I’influence de la température dans I’extracteur sur la
cinétique du processus d’extraction supercritique, nous avons tracé les isothermes
d’extraction a 40, 50 et 60°C, pour une pression d’extraction de 90 bar, un débit de CO, de 20

g/min, une taille de particules de 1,2 mm et 60 min de temps d’extraction (Figure IV.7).
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Figure IV. 7 : Cinétiques d’extraction pour différentes températures (40, 50 et 60°C)
pour un débit de CO,=20g/min, P=90 bar, T=40°C

et une taille de particules moyenne de 1,2 mm

Les résultats présentés sur la Figure IV.7 montrent une cinétique similaire pour les différentes
températures. Les trois courbes présentent deux parties : une premicre partie semble linéaire
en fonction du temps et une deuxiéme partie, qui commence apres 30 min, semble étre un

palier qui correspond a I’épuisement de la matiere végétale.

1.4 Effet du débit de CO, sur le rendement d’extraction

Le débit de CO;, est un parametre important dans le processus d’extraction par fluide
supercritique qui est directement lié¢ a I’apport d’énergie. En effet, le choix qui se pose est un
compromis entre 1’augmentation du rendement global d’extrait, une diminution de la durée

d’extraction et de la consommation de CO, et donc du cofit de fonctionnement [2]
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Dans le but de déterminer le débit de CO,, plusieurs débits ont été testés entre 5 et 30g/min
pour une pression de 90 bar et une température de 40°C, avec des particules de taille 1,2 mm.

Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure IV.8.

L’augmentation du débit de CO, a montré un effet positif et significatif sur le rendement
global d’extrait de 7. articulata. Ces résultats indiquent que, pour le débit de CO, de 5g/min,
60 min d'extraction sont & peine suffisantes pour réaliser une extraction compléte tandis que

30 min pourraient étre suffisantes pour 20g/min.
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Figure IV. 8 : Variation du rendement global en fonction du débit
de CO; supercritique pour une température T=40°C, P=90 bar, t=30 min

et une taille de particules moyenne de 1,2 mm

Le plateau obtenu pour des débits élevés correspond a une extraction compléte de la matiere
végétale et une variation tres faible entre les débits 20 et 30g/min. Ce qui nous permet de dire
que la meilleure valeur de débit de CO, en termes de rendement global et de temps

d’extraction est 20g/min pour une extraction de 30 minutes.
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Figure IV. 9 : Variation du rendement d’extraction pour différentes débit
de CO; (5, 15 et 20g/min) en fonction de la durée d’extraction (a) et en fonction
de la quantité de CO; (b) pour une température T=40°C, P=90 bar, t=30 min

et une taille de particules moyenne de 1,2 mm

En outre, la courbe de rendement global d’extraction de 7. articulata en fonction de la
quantit¢ de CO, consommée pour les 3 débits de CO, (5, 15 et 20g/min) a été tracée. Les
résultats obtenus montrent que les trois courbes sont confondues et quasi-linéaires (Figure

IV.9).
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Ces résultats confirment la présence de la limitation du processus d’extraction par la
solubilité ou 1'équilibre. La pente de la partie lin€aire de ces courbes donne la concentration
du soluté dans le fluide a la sortie ou une valeur de la solubilité apparente des substances
extraites [172]. La valeur ainsi calculée est 0,165 1072 g/gCO,, une valeur qui est nettement
inférieure a la valeur habituelle de solubilité de terpénes (pour 1’alpha-pinéne, par exemple,
elle est de 1,051 107 g/gCO,) [176]. Donc, lorsque la limitation de transfert de masse n'est
pas suspectée, cela indique trés probablement la présence d’un phénomene d’équilibre

matiere végétale-fluide et donc la limitation de 1’extraction par cet équilibre.

LS. Influence de I’ajout d’un co-solvant dans le processus d’extraction avec le CO;

supercritique

Dans notre installation, le co-solvant a été ajouté et mélangé au CO, juste avant ’entrée dans
I’extracteur a 1’aide d’une pompe HPLC. Afin de déterminer 1’effet de I’ajout d’un co-solvant
pour I’extraction des fractions volatiles de T. articulata par CO,-SC deux solvants polaires
ont été testés : 1’éthanol et I’eau. L’éthanol a été choisi car c’est un co-solvant polaire
classique, présentant une toxicité réduite et qui est largement utilisé. De son c6té, I’eau est un
co-solvant qui apparait comme le solvant le plus ‘vert’ qui soit, évidemment non-toxique, et

propre.

Rendement (mg/g Ms)

sans co-solvant avec ethanol avecl'eau
Figure IV. 10 : Rendement d’extraction global de 7. articulata par CO,-SC en fonction
de la nature du co-solvant pour un débit de CO,=20g/min, P=90 bar, T=40°C,

t=30 min et une taille de particules moyenne de 1,2 mm
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Les résultats obtenus avec une pression de 90 bar, une température de 40°C et des particules
de taille 1,2 mm, avec comme co-solvant 5% d’éthanol et 0,33% d’eau sont présentés sur la
Figure IV.10. Cette figure montre que I’ajout d’un co-solvant améliore le rendement global
d’extrait de 7. articulata. Bien que 1’éthanol donne le meilleur résultat comme co-solvant, il
présente cependant une toxicité si on le compare a I’eau. Donc, 1’utilisation de 1’éthanol
comme co-solvant atténue la non-toxicit¢ du CO, supercritique, la technique du CO,-SC
devenant ainsi moins «propre». Dans ce cas, I’eau a été considérée comme le meilleur choix

de co-solvant pour le CO,-SC.
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Figure IV. 11 : Influence de la présence de 1’eau comme co-solvant dans la cinétique

d’extraction avec CO, supercritique a basse (a) et a haute (b) pression
pour un débit de CO,= 20g/min, T=40°C, t=30 min

et une taille de particules moyenne de 1,2 mm.
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Dans ce cas, 1’é¢tude de I’influence de 1’eau comme co-solvant sur la cinétique d’extraction
avec le CO,; supercritique a été ¢tudiée a basse et a haute pression (respectivement 90 et 280
bar) a une température et un débit de CO, constant de 40°C et de 20g/min, respectivement, en
utilisant des particules de taille moyenne 1,2 mm. Les résultats obtenus sont présentés sur la

Figure IV.11 (aetb)

Les courbes présentées sur la Figure IV.11, présentent une méme allure pour les deux
pressions. En effet, au début de I’extraction, on remarque que les résultats sont proches avec
ou sans co-solvant. Cependant, a partir d’une certaine masse de CO, utilisée une différence
significative se remarque pour les deux cas. L’extraction sans co-solvant est compléte et
atteint la quantité maximale d’extrait vers 20 kg CO,/kg Mv, ce qui n’est pas le cas pour
I’extraction avec co-solvant, qui se poursuit mais avec une vitesse plus faible.

Ces résultats montrent 1’influence significative de 1’ajout de I’eau comme co-solvant dans la

capacité d’extraction avec le processus de CO, supercritique.

L.6. Influence de la granulométrie de la matiére végétale sur I’extraction

Différents facteurs liés a la matiére végétale tels que la taille des particules, la forme, la
surface, la porosité et I’humidité, peuvent affecter les résultats de 1’extraction par le CO,-SC.
L’extraction par le CO,-SC dépend donc non seulement du choix des parametres
d’extraction, mais également de la matiére végétale considérée et son prétraitement avant

extraction [177].

Comme le rendement d’extraction est li¢ a la capacité¢ du CO,-SC a diffuser au sein de la
plante ainsi qu’a la diffusion des solutés vers 1’extérieur de la matic¢re végétale, la structure

physique de la matiére végétale a une importance capitale.

La taille des particules a un effet sur le rendement d’extraction qui dépend des conditions
d’extraction [178-180]. En effet, d’une part, une diminution de la taille des particules va
conduire a une amélioration de la surface spécifique; le CO, pénétrant plus facilement a
I’intérieur des particules et permettant ainsi d’augmenter la quantité d’extrait et de diminuer

le temps de transfert interne des solutés [181].
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Figure IV. 12 : Influence de la taille des particules sur le rendement global d’extraction

de la fraction volatile de 7. articulata par CO,-SC

D’autre part, le broyage peut conduire indirectement a une déstructuration de la matiere

végétale et donc a une perte des composées.

Dans le but de déterminer I’influence de la granulométrie sur le rendement d’extraction
global de T. articulata, trois fractions ont été principalement utilisées : (0,5<dp<l,2;
1,2<dp<1,8 ; 1,8<dp<2,5) pour une pression de 90 bar, une température de 40°C, un débit de
CO; de 20g/min et 60 min comme temps d’extraction. Les résultats obtenus sont présentés

sur la Figure IV.12.

Les résultats montrent une différence faible du rendement global et indiquent que le meilleur
rendement a été obtenu pour des particules ayant un diamétre moyen compris entre 1,2 et 1,8
mm. Les particules les plus fines donnent un rendement global trés légerement plus faible.
Cela est trés probablement 1i¢ a une perte de solutés au cours de 1’étape de broyage, comme

précédemment démontré avec Khajeh et al. [182].

Pendant le broyage, le soluté peut étre dégradé en raison d’une surchauffe locale ou a pu
rester collé sur les lames du broyeur. Une diminution faible du rendement global a été
observée également lors de 1’utilisation de particules avec des diamétres plus grands (>1,8
mm). Cela pourrait s’expliquer par une limitation diffusionnelle interne qui induit
probablement une cinétique d’extraction plus lente. Cependant, cette différence est faible et
on constate une certaine dispersion dans les points expérimentaux. Les courbes peuvent donc

étre considérées comme globalement similaires. En particulier le rendement final est atteint
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apres le méme temps (environ 30 min) pour toutes les tailles de particules, ce qui indique un

comportement cinétique assez similaire.

Ce résultat est en accord avec la limitation d’équilibre prédominante suspectée qui prédit que
la cinétique n’est que tres légerement dépendante du transfert de masse interne, et donc de la

taille des particules.

11. Modélisation

11.1. Analyse préliminaire des phénoménes physiques mis en jeu

En raison de trés grande diversité¢ de la maticre végétale, de trés nombreux modeles sont
disponibles dans la littérature, allant des plus simples aux plus complexes, capables de gérer
tous les phénoménes physiques qui se produisent lors de 1'extraction. Opérer un choix entre
ses modeles est toujours difficile et le modele le plus complexe pourrait ne pas étre le plus
utile. Ce choix dépend de l'estimation de nombreux paramétres alors que certains d’entre eux
peuvent avoir une influence négligeable. De plus, leur complexité empéche parfois de
comprendre facilement ce qui est nécessaire pour choisir les conditions optimales pour le
processus d'extraction, en particulier lorsque 1’extrapolation a grande échelle est envisagée.
Ainsi, une interprétation qualitative aisée des courbes cinétiques par la mise en ceuvre de
modeles simplifiés est tres utile. L'étude des courbes d'extraction expérimentales a différents
débits et pour différentes tailles de particules est également particulierement instructive. Cette
approche a été recommandée récemment par Sovova [183,184] qui fournit une méthode
simplifiée tres utile basée sur l'utilisation des temps caractéristiques impliqués pour tous les
processus physiques. La comparaison de ces temps caractéristiques aide considérablement a

discriminer les paramétres importants.

Nous avons limité cette approche a l'extraction de 1'huile volatile. La modélisation a donc été
proposée pour les résultats obtenus a 90 bar et 40°C. Dans cette présente étude, la
superposition des courbes obtenues dans la Figure IV.9 (b) a clairement indiqué une
limitation par le phénomene d'équilibre entre le solide et le fluide. Dans ce cas, lorsque le
transfert de masse externe ne participe pas, I’estimation du coefficient d'adsorption (équilibre
solide-liquide) est obtenue a partir de la pente initiale des courbes de la Figure IV.9 (b).
L'hypothése qui consiste a négliger la limitation de transfert de masse externe peut étre

évaluée par le calcul du temps caractéristique de transfert de masse externe # et en le
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comparant au temps d'extraction de la partie linéaire ¢;. Ces temps caractéristiques sont

donnés par Sovova [183]:

;o€ A
isex, Eq.IV.1
t,=G/K,q'1-exp(=1/6,)] Eq.1V.2

Le temps caractéristique de transfert de masse externe #, dépend de &y et, A qui est le rapport
volume/surface de la particule (= R/3 pour des particules sphériques) et, ¢ la fraction de vide
du lit de particules. Le temps d’extraction ¢;, correspondant a la fin de la partie linéaire de la
courbe d'extraction, est en fonction de ¢’, qui est le débit spécifique de CO, relatif a la masse
du solide, G qui est la fraction de cellules facilement accessibles, K, est le coefficient de
partage du soluté (kg plante/kg solvant) et @, le rapport entre le temps caractéristique de

transfert externe tret le temps de séjour #. donné par :

7
tr =—' E .IV.3
q q

Pour fournir une évaluation quantitative de ces temps caractéristiques, 1'extraction a un débit
de 20g/min, pour des particules sphériques de taille moyenne 1,2 mm, a été considérée parce
que ces conditions sont les plus susceptibles de subir une influence du transfert de masse
externe. Pour une fraction de vide ¢=0,457, le temps caractéristique de transfert externe tr est
calculé a 1,05 s en utilisant la corrélation de Tan et al. [185] pour I'évaluation de k¢ (qui a
donné k= 1,61 10* m.s™) et 7. est égal a 75 s. La valeur de tr est faible par rapport #,., par
conséquent la résistance de transfert de masse externe peut étre négligée. D’apres la Figure.
IV.9 (a), la valeur G = 0,7 de la fraction accessible est estimée ; elle correspond a la fin de la
partie linéaire des courbes et se produit a environ #,=750 s (avec une valeur de K,=Co/qo=
0,14 kg Mv/kg CO,). Ce résultat permet d'utiliser un modele d'équilibre simple pour la partie
linéaire de la courbe d'extraction comme proposé par 1’approche de Reis-Vasco [186] pour

l'extraction de 1'HE de Menthe pouliot.

L'interprétation de la derniere partie des courbes d'extraction est plus délicate. Dans une
premiere approche, comme I'a suggéré Sovova, cette partie pourrait correspondre a
I’extraction de la partie non accessible du soluté selon un processus limité par le transfert de
masse interne. Dans ce cas, les courbes de la Figure IV.9 (b) devraient présenter une

influence du débit sur la fin du processus. Ce n'est pas le cas parce que les courbes se
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superposent jusqu'a la fin de I'extraction. En outre, cette incohérence se confirme lorsque 1'on
tente d'ajuster les données expérimentales avec le modéle simplifié pour I’écoulement piston

avec adsorption d’écrit par Sovova [183]:

t—t
e=x,~(1-G)x, exp(-—) pour ¢ 2 ¢; Eq.1V.4
comb,i
Dans cette équation x, est la teneur initiale du soluté dans le solide. Elle est déterminée a
partir de la valeur du rendement global final des courbes d'extraction (x,=1,6 107 g/g). Le
temps caractéristique de transfert de masse combiné 7., est obtenu en fonction de #; K, et #;
(temps caractéristique de transfert de masse interne) qui implique le coefficient de diffusion

effectif interne D,. Ces temps caractéristiques sont donnés par (Eq.IV.5 et Eq.IV.6):

= Eq.IV.5

y est le rapport entre la masse de CO; initial et la masse de solide dans I'extracteur. Lors de

l'utilisation de cette approche sur les courbes expérimentales obtenues a différents niveaux de
débit de CO,, l'identification des paramétres a donné une valeur différente du coefficient de
diffusion interne D, pour chaque débit, alors que ce parametre ne devrait pas étre affecté par
le débit.

Tous ces ¢éléments indiquent que 1’allure a la fin des courbes d'extraction correspond plus
probablement a l'influence de la dispersion axiale (qui n'est pas prise en compte dans le
modele simplifi¢). Finalement, ceci suggere un procédé extraction limité par 1’équilibre entre
le solide et le fluide, ou tout le soluté est accessible et avec une limitation de transfert de
masse externe négligeable mais une dispersion axiale significative. D’ailleurs, le calcul du
nombre de Peclet pour un coefficient de dispersion axiale donné par la relation de Funakuzuri
et al. [186], donne la valeur Pe = h,/(Dg) = 19 et montre donc une influence non négligeable
de la dispersion axiale. Il est donc possible d'écrire un modéle simple qui correspond a la
premiere partie du modele de Reis-Vasco, c'est-a-dire, les équations différentielles de bilan
massique correspondant au cas d'une extraction limitée par adsorption du soluté et décrivant

le modele d’écoulement comme un écoulement piston avec dispersion axiale [187].
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11.2. Description des équations du modéle

Les équations de bilan massique dans ce cas correspondent aux hypothéses simplificatrices

suivantes: (i) la vitesse superficielle du CO, supercritique, u, est constante au cours du

processus, (i1) le processus est isotherme et la perte de charge est négligée, (iii) on suppose

une relation d'équilibre linéaire, et (iv) I'huile volatile est décrite comme un seul composant,

le "soluté".

Fluide supercritique

soluté
St i vide entre les
- particules

/.

particules solide

(‘:6.&

T
o

I co=0; ug
Fluide supercnitique

Figure IV. 13 : Schéma de ’extracteur.

La Figure IV.13 présente un schéma simplifié de 1’extracteur avec de hauteur H.

Les équations de bilan de matiere sont établies sur un élément de longueur Az, les conditions

initiales et limites (voir Figure IV.13) sont [187]:

{(u&4C)z+(—DL&466—Cj }{(umc*)m—(—qmaa—cj }:

Aa (%) aa (%)
ot ot

25 ) (-2 F)
u(CZ—CZ+dZ)+ Loz ). Loz )., _(-9)dq  oC

dz dz E Ot Ot

Eq.1V.7

Eq.1V.8
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pfg%—erpf(l—g)%=—pfuaa—f+DLpf5627§ Eq.1V.9

C=K,q Eq.1V.10

t=0, C=C, et x,=q,+yC z>0 Eq.1V.11

=0, “c-p C_0t>0 Eq.IV.12
& 0Oz

Z=H, ‘Zg _0t>0 Eq.1V.13

L'équation VI.6 peut étre réécrite sous la forme:

+ — —D
ot & oz Loz

1— 1 |oC oC o°C
[1+ € Ps J U =0 Eq. V.14

€ pr K,

ou u est la vitesse superficielle du fluide supercritique (m/s), C est la concentration de 1'huile
volatile dans la phase fluide (g soluté/g CO,), Cy est la concentration de I'huile volatile dans
le solvant au début du processus d'extraction (correspond a 1'équilibre avec la concentration
en phase solide initiale gy), g est la concentration de 1'huile volatile dans la phase solide (g
soluté/g Ms), t est le temps d'extraction, z est la coordonnée axiale du lit d'extraction, K, est
une constante d'équilibre (Eq. IV.10), ¢ est la fraction de vide du lit et p, est la masse
volumique du la matiére végétale, et D; est le coefficient de dispersion axiale (m?/s).
L'équation aux dérivées partielles a été résolue avec le logiciel Matlab. La teneur initiale
d’huile volatile de T articulata a été déterminée a partir du rendement global final obtenu par
les courbes d'extraction, soit Q;,; = 1,6 10 g soluté/g Ms a été identifiée. La concentration
initiale du soluté dans le CO, a été obtenue a partir de la pente initiale de la Figure IV.9 (b) et
la valeur C, = 0,2 107 soluté g/g de CO, a été obtenue. La constante d'équilibre d'adsorption
K, a été évaluée a 0,14 kg de plante /kg CO,. A 90 bar et 40°C, la densité et la viscosité du
CO; ont été évaluées a py= 448,45 kg/m’ et uy= 40,1 10 ° Pa.s.

11.3. Estimation du coefficient de dispersion axiale

Le coefficient de dispersion axiale Dy, a été déterminé en utilisant la corrélation proposée par

Funazukuri [186]:
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D
D, =1,317(Re Sc)“”[i) Eq.1V.15
E

pud
Re=-L—2 Eq.IV.16
Hy
Se = p“ L Eq.1V.17
12

Le coefficient de diffusion binaire D, a été estimé par 1'équation Wilke-Chang tel que

proposé par Funazukuri [186]:

T. oM
D, =7,410" ¢—C006 Eq.IV.18
luspr ’

T est la température (K), @ est le facteur d’interaction du solvant (@ = 1 pour le CO;), M est
la masse molaire du solvant (CO,) et V5, est le volume molaire du soluté a son point
d'ébullition normal exprimé en cm’/mol. Comme I’a-pinéne est un composé présent dans tous
les extraits volatils, son volume molaire V,,=178,63 10° m’/kmol a été utilisé dans
I’équation (Eq.IV.18) [188]. Une valeur de D;>=1,7 10® m*/s a été obtenue pour 90 bars,
40°C. Le coefficient de dispersion axiale a ainsi été évalué égal a 1,9 10° m%/s et Pe =19 pour

un débit de CO; égal a 20 g/min.
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Figure IV. 14 : Simulation du rendement de 1’huile volatile de 7. articulata avec le modele
de Reis-Vasco (premiere partie) a différentes débits de CO, pour des particules

de taille moyenne de 1,2 mm, la pression 90 bars et la température de 40°C.
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Sur la Figure IV.14, les courbes expérimentales sont comparées aux rendements calculés en
utilisant le modéle avec la valeur dispersion axiale décrite ci-dessus. Un bon accord est
observé pour les 3 différents débits de CO,. D’apres les analyses qualitatives que nous avons

développées, ce résultat valide le choix du modéle proposé.

11.4. Utilisation de la modélisation pour l'extrapolation du procédé d'extraction

Comme nous 1'avons mentionné, une dispersion axiale significative a été mise en évidence a
'échelle du laboratoire (Pe=19 pour un débit de CO,=20g/min). Néanmoins, son influence
sur la durée d’extraction est faible. Par exemple, a 20g/min, la durée d’extraction nécessaire
pour obtenir un rendement de 90% est prédite a 16 minutes avec le modele simplifié de
Sovova (qui néglige la dispersion axiale), #; obtenue par 1’équation (Eq.IV.2), tandis que
notre modé¢lisation, qui prend en compte la dispersion axiale, donne une valeur proche de 20
minutes.

Cette différence plutot faible permet de proposer des pistes pour extrapoler le procédé a
I’échelle industrielle en maintenant le débit spécifique q' et le rapport hauteur/diameétre de
I'extracteur (5 dans notre cas). Avec cette extrapolation, par simple calcul a partir de
I’approche de Sovova, par exemple pour I’extraction d’une masse de maticre végétale égale a
1000 fois ce qui est trait¢ dans notre extracteur a I’échelle du laboratoire conduisent au
dimensionnement d’un extracteur de 113 L (diametre 0,3 m, hauteur 1,6 m) percolé par 240
kg/h de CO; (vitesse superficielle de 10 mm/s) dans lequel un rendement de 90% est obtenu
apres 16 minutes d’extraction. Dans ces conditions la valeur du nombre de Peclet est égale a
82, ce qui est plus favorable que dans l'extracteur a échelle du laboratoire (ou Pe=19). Ce

résultat confirme la validité de cette simple extrapolation du procédé.

Conclusion

Le but du présent travail a été d’étudier I’extraction par CO; supercritique et I’application de
ce procédé pour extraire de 'HE a partir de 7. articulata de Tunisie. Cette étude
expérimentale de I’extraction par le CO, supercritique, réalisée a différentes conditions
opératoires (température, pression, diametre de particules et débit de solvant,) a permis de
mettre en évidence les effets de chaque parametre sur le rendement global et les conditions

opératoires optimales pour les produits volatils et I’extrait a haute pression. L’aspect
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physique de l'extraction a basse pression supercritique (90 bar) a été étudié et la modélisation
de la cinétique d'extraction s'est avérée adéquate, révélant un processus d'extraction
principalement limité par 1'équilibre d'adsorption d'huile volatile sur la matrice végétale a
proximité de la surface de la feuille. Un bon accord de la prédiction du modele avec les

expériences a validé le modele et le phénomene supposé limitant du processus d'extraction.
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CHAPITRE V : Extraction des substances
naturelles par eau sub-critique

Ce chapitre est consacré a la présentation des résultats d’extraction d’huiles volatiles par
[’eau a l’état sub-critique.

Lors de [’extraction des huiles volatiles de T. articulata avec l’eau sub-critique une étude
paramétrique a été mise en ceuvre, pour optimiser les conditions opératoires d’extraction.
Ensuite, dans le but de réaliser une étude aussi complete que possible nous avons effectué
des extractions dans les mémes conditions a l’aide du méme appareil ‘ASE200’ en utilisant

un autre solvant avec [’eau.
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I. Influence des parameétres intervenant lors de I’extraction des huiles
volatiles de 7. articulata par I’eau sub-critique

Lors de I’extraction des substances naturelles par 1’eau sub-critique, des phénomenes
physico-chimiques sont a la base d’échange de matiére entre le solide et le solvant
d’extraction (eau), d’ou I’influence de multiples facteurs sur le rendement global et la
cinétique d’extraction [189,139,138]. Ainsi, les facteurs influencant le rendement et la
cinétique d’extraction peuvent avoir deux types d’origines : naturelle et technologique. Par
conséquent, ’optimisation des paramétres opératoires est importante pour contrdler la
cinétique du processus d’extraction [190-193].

Dans cette partie, les conditions opératoires ont été étudiées afin d’optimiser les parametres

intervenant lors de 1’extraction des substances naturelles par I’eau a 1’état sub-critique.

1.1. Conditions d’extraction

Les expériences de cette étude ont été réalisées avec les feuilles de T. articulata, cueillies en
Mars 2010 dans une forét du nord de la Tunisie, séchées a 1’air libre jusqu'a la stabilité de
leur poids. Les feuilles séchées ont été broyées jusqu'a obtention de particules dont la
granulométrie varie entre 0,8 mm et 2 mm. Dans le processus d’extraction par 1’eau sub-
critique, I’évaporation de I’eau aprés extraction a ¢€té réalisée dans un lyophilisateur. Apres
I’évaporation la quantité d'huile a été pesée et le rendement a été exprimé en mg d'huile par g

de matiére seche.

L2. Influence de la durée d’extraction

La durée d’extraction est un parametre trés important aussi bien sur le plan technico-
¢conomique, que sur celui de la qualité des extraits. Dans nos expériences, une combinaison
d'extraction statique et dynamique a été utilisée. A cet égard, la pratique de I’eau sub-critique
est trés similaire a la pratique de CO,-SC. Apres une certaine période d'extraction statique,
les échantillons ont été extraits en mode dynamique.

Afin d’¢tudier et d’optimiser ce parametre pour le cas d’extraction des substances naturelles
du T. articulata avec 1’eau sub-critique, la cinétique d’extraction en fonction du temps a été

déterminée. Les résultats sont représentés sur la Figure V.1.
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Figure V. 1 : Cinétique d’extraction des substances naturelles de 7. articulata

avec 1’eau sub-critique (T=150°C et P= 100 bar)

Cette figure montre [’augmentation du rendement global d’extraction des substances
naturelles en fonction du temps. Sur cette courbe, un palier a été observé au bout de 30 min
d’extraction, ce qui indique 1’épuisement de la matiére végétale. Par conséquent, un temps
d’extraction de 30 min a été utilisé pour 1’étude des autres parameétres.

Comme nous I’avons vu précédemment avec I’HD, Soxhlet et I’extraction au CO,-SC, le
temps de contacte de la matiere végétale avec le solvant d’extraction a un effet important sur
le rendement global d’extraction. En effet, 1’allure des courbes de cinétique pour chaque
procédé est trés similaire, une augmentation relativement linéaire au début de 1’extraction
suivi par un palier correspond a la fin de ’extraction. Cependant, ce parametres est trés
longue (entre 6 et 12 fois plus) dans les méthodes conventionnelles (3 h pour I’HD et 6h pour

Soxhlet) par rapport aux nouvelles technologies (30 min).

1.3. Influence de la température d’extraction

Nous avons vu plus haut (chapitre I), I’évolution importante des propriétés de 1’eau sub-
critique en particulier en fonction de la température. Ce parametre est considéré comme le
parametre principal qui influence, quantitativement et qualitativement, 1’extraction des huiles
volatiles a partir de 1’eau sub-critique [194,195,106]. Ainsi une augmentation de température
induit une augmentation de solubilité¢, ce qui permet des extractions sélectives, en

augmentant progressivement la température et la polarité [196]. Mais il faut toujours
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controler 1I’augmentation de la température pour éviter la dégradation des composés d’intérét.
Plusieurs recherches ont porté sur 1I’extraction de certains principes actifs de PAM tel que les
antioxydants [197,198] grace a 1’eau sub-critique. Ainsi, certaines d’entre elles, ont montré
qu’une augmentation de température de 100 a 200°C permet d’augmenter les quantités de
composés volatils extraites [139,199-202].

La température d'extraction pour les feuilles de 7. articulata a été optimisée afin de
maximiser le rendement d'extraction des substances naturelles. Dans ce cas, trois
températures sont étudiés (100, 120 et 150°C) dans les méme conditions opératoires, pour
des particules de taille moyenne 1,2 mm une pression €gale a 100 bar, pendant 30 min. Les

résultats sont représentés sur la Figure V.2.
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Figure V. 2 : Variation du rendement d’extraction de 7. articulata avec I’eau sub-critique
en fonction de la température d’extraction pour une pression de 100 bar,

30 min d’extraction et des particules de 1,2 mm de diametre.

Comme on peut le voir sur la Figure V.2, le rendement global d’extraction de 7. articulata
est amélioré avec 1’augmentation de la température d'extraction. En effet, lorsque la
température d'extraction augmente de 100 a 120°C, le rendement d'extrait augmente de 56%,
et de méme, entre les températures 100 et 150°C une augmentation de 65% a été observée.
Cette amélioration est probablement due a 1’augmentation de la solubilité des composés
cibles dans 1’eau sub-critique avec 1’augmentation de la température de [’eau. Par
conséquent, 1’extraction par 1’eau sub-critique doit donc étre effectuée a la température la

plus élevée possible. Cependant, I’augmentation de la température est limitée par la réactivité
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de I’eau et la sensibilité¢ des composées cibles a la dégradation thermique [203]. Ainsi, une
température d’extraction de 150°C a-t-elle été choisie comme la meilleure valeur pour
augmenter ’efficacité du processus d’extraction de 7. articulata par I’eau a 1’état sub-
critique.

Nous avons ensuite étudié I'influence de la température sur la cinétique d’extraction. La
Figure V.3 présente un comparatif des résultats de la cinétique d'extraction des substances

naturelles de 7. articulata obtenus avec trois températures (100, 120, 150°C).

20 *T=150°C

ET=120°C ¢
—
é 40 4 AT=100°C .
]
oo .
7533' -]
g 30 -
e
=
* ]
“E’ 20
2 F 5
- .‘
= m
@ 10 - A
&~ ) R
0 W T T T T T T
0 3 10 15 20 25 30 35

Temps d'extraction (min)

Figure V. 3 : Cinétique d’extraction des substances naturelles de 7. articulata

par I’eau sub-critique pour différentes température d’extraction, P = 100 bar.

La Figure V.3 montre la cinétique d’extraction a chaque température, ou une allure similaire
est observée pour les trois températures. Cependant, on constate une augmentation des
rendements instantanés avec I’augmentation de la température. Cela confirme ce que nous
avons vu précédemment avec le rendement global. Ces résultats peuvent €tre expliqués aussi
par la diminution drastique de la constante di¢lectrique de l'eau en augmentant la température
sous une pression modérée.

Une ¢étude similaire de ce paramétre a été effectuée avec le procédé d’extraction au CO,-SC,
ou nous avons vu un effet néfaste de I’augmentation de température sur la capacit¢ du CO,
pour I’extraction des substances naturelles. Ceci nous permet de conclure que 1’effet de ce

parametre dépend du solvant et de méthodes d’extraction.
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L.4. Influence de la pression d’extraction

Dans le but de déterminer 1’effet de la pression sur I’efficacité du processus d’extraction avec
I’eau sub-critique, nous avons tracé la courbe de saturation de I’eau (pression, température).
Les résultats sont présentés sur la Figure V.4.

Avec I’augmentation de la température, 1’augmentation de la pression est nécessaire pour
maintenir I’eau a 1’état liquide et rester en dessous de la zone d’ébullition. Sur cette courbe,
on peut voir qu’en travaillant a une pression supérieure a 10 bar, on peut réaliser des
extractions avec de I’eau a I’état liquide jusqu’a une température de 160°C environ [104,

204].
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Figure V. 4 : Courbe de saturation de I’eau pure [91]

Des extractions a différentes pressions (90, 100 et 120 bar) sont réalisées a une température

constante de 150°C. Les résultats sont représentés sur la Figure V.5.
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Figure V. 5 : Rendement d’extraction de substances naturelles de 7. articulata a 150°C

pour trois pressions d’extraction (90, 100 et 150 bar).
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Aucune différence dans les rendements d’extraction n’a été observée pour une variation de
pression dans la gamme de 90 a 150 bar (Figure V.5).

Cela implique que la sélection de la pression d'extraction est assez facile. L'effet de la
pression (100 bar et 150 bar) sur la cinétique d'extraction des substances naturelles de 7.
articulata est représenté sur la Figure V.6. Ces résultats confirment que la pression, qui a peu
d’influence sur les propriétés de I’eau a cette température, n’est pas un parametre majeur
pour I’extraction en eau sub-critique. Dans notre cas, nous avons choisi de travailler avec une

pression d’extraction de 100 bar.
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Figure V. 6 : Influence de la pression de processus de I’eau sub-critique
sur la cinétique d’extraction des substances naturelles

de T. articulata pour T=150°C

L’influence de la pression d’extraction a été étudiée précédemment avec la méthode
d’extraction au CO,-SC. Nous avons vu un effet trés important de ce parametre sur la
capacité d’extraction du CO, et donc sur le rendement global des substances naturelles de 7.
articulata. Ces résultats nous permettent de confirmer 1’importance de 1’étude de sensibilité
aux parametres opératoires pour chaque procédé afin de mieux maitriser les processus

d’extraction et ainsi d’améliorer la qualité du produit.
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L5. Influence de la taille des particules

L'effet de la taille moyenne des particules sur le rendement d'extraction des substances
naturelles de 7. articulata a été réalisé a une température de 150°C, une pression de 100 bar

et un temps d'extraction de 30 min. Les résultats sont représentés sur la Figure V.7.
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Figure V. 7 : Variation du rendement d’extraction des substances naturelles

par I’eau sub-critique en fonction de la taille

des particules (T=150°C et P=100 bar).

D’apres la Figure V.7, nous avons observé I’effet de la taille moyenne de particules sur le
rendement global d’extraction. Comme nous 1’avons vu précédemment pour I’HD et
I’extraction au CO,-SC, on constate ici que le rendement le plus élevé (47,8 mg/g Ms) est
obtenu pour des particules de taille moyenne entre (1,2<dp<2,5 mm). Alors que le rendement
diminue pour des particules avec une taille moyenne plus grande ou plus petite. Par
conséquent, les feuilles de 7. articulata doivent étre moyennement broyées ou coupées en
petites particules avant I'extraction. Ces résultats peuvent étre expliqués par I’amélioration de
la surface spécifique et de la quantité extraite avec la diminution de la taille des particules, et
ensuite la diminution du temps de transfert interne des solutés. Par contre, de manicre
indirecte, I’opération de broyage peut conduire a une déstructuration de la matiere végétale et
donc rendre le soluté plus disponible. L’importance de ce paramétre dépend donc de la

matiere utilisée et des conditions opératoires d’extraction [205].
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L6. Influence du taux de remplissage de la cellule d’extraction

Dans le méme contexte, le taux de remplissage des cellules d’extraction est l'un des
parametres qui doivent tre pris en compte avant 1’extraction.

Afin de déterminer le taux de remplissage le plus convenable dans notre cas, trois tests ont
été réalisés pour différents taux de remplissage (45%, 60% et 85%) par rapport a la capacité
totale de la cellule d’extraction. Les extractions ont été réalisées pour une pression de 100
bar, une température de 150°C et des particules de diametre (1,2<dp<2,5). Les résultats sont

représentés sur la Figure V.8.
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Figure V. 8 : Variation du rendement global des substances naturelles
de T. articulata obtenu par 1’eau sub-critique avec 1’eau sub-critique
pour différents taux de remplissage de la cellule d’extraction,

P=100 bar, T=150°C et 1,2<dp <2,5.

Les résultats montrent qu’une augmentation de 26% du rendement global a été observée pour
une variation de taux de remplissage entre 45 et 60%. Cependant, une diminution de 1’ordre
de 27% a été observée aussi pour une variation de taux de remplissage entre 60 et 85%. Ces
résultats peuvent étre expliqués par le fait que, plus le taux de remplissage est faible, plus la
surface d’échange est important, ce qui permet d’extraite la totalité de soluté dans la matiére
par conséquent améliore le rendement d’extraction.

Par conséquent, un taux de remplissage moyen de I’ordre de 60% est préférable a condition
que les exigences relatives a 'homogénéité des échantillons et la sensibilité soient satisfaites.

Cela confirme I’influence de la quantité de matiére végétale choisie par rapport a la cellule
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d’extraction, comme nous l’avons vu précédemment pour le remplissage de la cartouche

d’extraction avec le Soxhlet.

II. Extraction des substances naturelles de feuilles de 7. articulata par

autre solvant en utilisant ’ASE200

Le choix d'un solvant d'extraction approprié est probablement I'étape la plus difficile dans le
développement de méthodes d’extraction a température élevé a I’aide de 1’appareil ASE200.
Ainsi, les solvants utilisés pour I'extraction au ‘Soxhlet’ classique peuvent ne pas €tre adaptés
pour celle avec ASE200 parce que les matériaux végétaux peuvent étre dissouts ou gonfler a

une température élevée utilisée.

Tableau V. 1 : Les différentes expériences réalisées pour la 7. articulata

avec ’appareil ASE

Echantillon  Solvant Température (°C) Cycles
1 Ethanol (100°C) 100 1
2 Ethanol (100°C) 100 2
1 Eau (100°C) 100 1
2 Eau (100°C) 100 2
1 Eau (50%) +éthanol (50%) 100 1
2 Eau (50%) +éthanol (50%) 100 2
1 Ethanol (150°C) 150 1
2 Ethanol (150°C) 150 2

Dans ce travail de thése, nous avons choisi comme solvant d’extraction des solvants ‘verts’
comme le dioxyde de carbone supercritique et 1’eau sub-critique ainsi que 1’éthanol comme
solvant de comparaison entre les différentes techniques.

L’éthanol a été utilisé dans le cadre de I’extraction Soxhlet et dans la CO,-SC comme co-
solvant et avec I’appareil ASE de fagon a ce que I’on puisse comparer les résultats.

Dans le but de déterminer I’effet du solvant d’extraction, 1’éthanol et I’eau ont été testés pour
I’extraction des substances naturelles de 7. articulata avec la technologie ‘ASE’ (Tableau
V.1). Les rendements globaux d’extraction (exprimés en mg/g Ms) obtenus pour les

différentes expériences ont été enregistrés dans le Tableau V.2.
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Les résultats montrent 1’effet de la nature du solvant et de la température d’extraction sur le
rendement global d’extrait. En effet, en comparant les solvants d’extraction utilisés, a une
température de 100°C, 1’éthanol est le solvant le plus efficace par rapport au mélange
H,0O/éthanol et H,O.

Tableau V. 2 : Rendement global d’extrait de 7. articulata obtenu par I’appareil ASE

Température (°C) Solvant Rendement (mg/g Ms)
Eau (100%) 16,7
Ethanol (100%) 27,4
100 Eau & Ethanol (50% / 50%) 17,4
Ethanol (100%) 26,7
150 Eau (100%) 47,8

Par contre, a une température plus élevée, 150°C, I’eau (100%) donne le meilleur rendement.
Ces résultats sont probablement dus au changement des propriétés du solvant avec les
conditions opératoires d’extraction.

L’eau a une température de 1’ordre de 150°C est a I’état sub-critique, ses propriétés de
transport changent pour augmenter 1’efficacité du processus d’extraction et la capacité
extractible des substances naturelles devient plus importante (chapitre I). Par ailleurs on
constate que la température a peu d’impact sur le rendement d’extraction obtenu avec
I’éthanol. On retrouve avec I’ASE un rendement identique a celui obtenu avec 1’éthanol en

Soxhlet (réalisé a la température d’ébullition de 1’éthanol, soit 78,4°C).

Conclusion

L'extraction par I’eau sub-critique est un procédé d'extraction tres récent (début 1995). Elle a
eu un succes considérable pour différentes applications analytiques dans les pays développés.
L'un de nos buts premiers ¢était d'évaluer I’impact des différents parametres opératoires de
cette technique sur le rendement global d’extraction et d’en tirer un jeu de conditions
opératoires « optimales » dans le cas de l'extraction des substances naturelles d’une plante
tunisienne, 7. articulata.

L'influence des parametres d'extraction, tels que la température, le temps d’extraction, le type
de solvant et la pression a été évaluée. Les résultats ont montré que la température et la durée
d'extraction étaient des parametres critiques a considérer dans le processus de 1’eau sub-

critique.
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L’eau sub-critique (solvant ‘vert’) présente différents avantages par rapport a I’'HD ou a
I’extraction par solvant classique, en particulier la réduction du temps d'extraction et de la
quantité de solvants organiques nécessaires (généralement toxiques). Ainsi, du point de vue
du rendement global, 1’eau sub-critique s'avére étre un trés bon solvant alternatif d'extraction

pour les substances naturelles des plantes aromatiques et médicinales.
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Chapitre VI: Comparaison des proceédés
d’extraction

Ce chapitre traite de [’analyse qualitative des différents extraits obtenus avec chaque
méthode d’extraction. Ce chapitre est composé de 2 parties.

Dans une premiere partie, nous allons comparer les quatre méthodes d’extraction, en termes
d’efficacité d’extraction et de qualité de produits obtenus. Ainsi, la composition chimique, la
quantité de composés phénoliques et les activités biologiques de chaque extrait de T.
articulata obtenu seront étudiées.

Dans une deuxieme partie, nous présenterons les résultats obtenus pour [’extraction des
substances naturelles de quatre autres matieres premieres décrites dans le chapitre II :
Eucalyptus cinérea, FEucalyptus Camaldulensis, Cypres semprevirens et callitris

glaucophyllia.

Une partie des travaux rapportés dans ce chapitre a fait I’objet de deux publications acceptées
Natural Product Research
Extraction of Essential Oil from Cupresseus semperevirens: comparison of global yields, chemical composition
and antioxidant activity obtained by hydrodistillation and supercritical extraction.
N. HERZI, S. CAMY, J. BOUAJILA, M. ROMDHANE and J. S. CONDORET
Journal of Food Science
Supercritical CO, extraction of essential oil from two species of eucalyptus: global yield,
chemical composition and antioxidant activity
N. HERZI, J. BOUAIJILA, S. CAMY, S. CAZAUX, M. ROMDHANE, J.-S. CONDORET

118


http://www.ift.org/knowledge-center/read-ift-publications/journal-of-food-science.aspx

119



I. Comparaison des méthodes d’extraction de 7. articulata

1.1. Conditions et rendement d’extraction

L’extraction des feuilles de T. articulata par différentes méthodes et sous différentes conditions, peut conduire a
la récupération de fractions volatiles et non volatiles. Les différents résultats en termes de rendement global ont
été détaillés dans les chapitres précédents. Nous résumons ci-dessous les résultats expérimentaux obtenus dans

les conditions optimales déterminées, dans le but de comparer I’efficacité d’extraction de ces méthodes.

Les rendements globaux d’extraction correspondant aux résultats obtenus dans les différentes

conditions d’extraction de chaque méthode sont présentés dans le Tableau VI.1.

Tableau VI. 1 : Comparaison du rendement global d’extraction des substances naturelles
des feuilles de T. articulata par différentes méthodes d’extraction

et différentes conditions d’extraction

Température Temps d’extraction Pression Rendement

°O) (min) (bar) (mg/g Ms)
CO,-Supercritique 40 30 90 1,6
CO;- Supercritique 40 30 280 19,2
CO»- Supercritique 40 30 1000 25,9
Eau sub-critique 150 30 100 47,8
Soxhlet (Ethanol) 360 26,8
Soxhlet (Hexane) 360 40,4
Hydrodistillation 100 180 1 0,61

D’apres ces résultats, lorsque 1’on compare le rendement global d’huile volatile (1,6 mg/g)
obtenu par I’extraction au CO,-SC et ’'HE (0,61 mg/g) obtenue par HD, on observe une
efficacité¢ plus grande du CO; supercritique a basse pression (61%) pour ’extraction des
composés aromatiques de 7. articulata par rapport aux techniques traditionnelles. Par
ailleurs, I’extraction au CO,-SC a haute pression (280 bar et 1000 bar) donne des rendements
globaux, comprenant cette fois des fractions volatiles et non volatiles, trés importants égaux a
19,2 et 25,9 mg/g, respectivement.

Ces résultats indiquent 1’efficacité de cette technologie d’extraction: avec un solvant «verty,
en un temps court (30 min) & haute pression on obtient un résultat similaire en quantité par

rapport a celui obtenu avec de 1’éthanol en 360 min (26,8 mg/g) et de meilleure qualité

120



(aucune trace de solvant). De méme, 1’extrait obtenu par I’eau sub-critique 47,8 mg/g en une
demi-heure est plus important que celui obtenu par Soxhlet-hexane (40,4 mg/g) apres 6
heures d’extraction. De plus, I’extrait obtenu par Soxhlet est une pate marron, ce qui suggere
la présence d’impuretés indésirables en plus du résidu du solvant organique. Par conséquent,
I’extrait final obtenu en utilisant des solvants «verts» avec les nouvelles technologies est
obtenu en quantité et qualité plus ¢€levées (Figure VI.1), tout en répondant aux besoins des
différentes industries et satisfaisant a la fois les demandes économiques changeantes et le
respect de I'environnement. La Figure VI.1 présente une photographie des extraits obtenus
par HD et CO,-SC. On constate une légére différence de couleur de ces extraits, ce qui

traduit une différence de composition chimique.

HD CO,-SC
Figure VI. 1: Photo de I’extrait

Dans le but de mieux comparer les méthodes d’extraction, nous avons reporté sur la méme
Figure V1.2 I’évolution du rendement d’extraction des huiles volatiles de T. articulata c’est-
a-dire ceux obtenus par CO,-SC a 90 bar et par HD, en fonction du temps.

La Figure VI.2 présente la cinétique d’extraction des huiles volatiles de 7. articulata obtenue
par HD dans les meilleures conditions déterminées dans le chapitre III (débit de condensation
0,02 mL/s, rapport eau/Ms 10) et par extraction au CO,-SC dans les conditions les plus
favorables (débit de CO, 20g/min, pression 90 bar, température 40°C) déterminées dans le

chapitre IV.
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Figure VI. 2: Cinétique d’extraction des huiles volatiles de 7. articulata obtenue par HD
(pour un débit de condensation 0,02 mL/s, rapport eau/Ms 10) et CO,-SC
(débit de CO; 20 g/min, pression 90 bar, température 40°C)

D’apres la Figure V1.2, le comportement des courbes de cinétique d’extraction par CO,-SC et
HD est similaire dans leur évolution. On observe dans les deux cas une partie ou le
rendement augmente linéairement au cours du temps, qui correspond a I’extraction des huiles
volatiles les plus accessibles. Ensuite, une partie ou I’extraction est moins rapide est observée
qui correspond a I’extraction de 1’huile située a I’intérieur des cellules de la plante. Enfin, la
partie correspondant a la fin de I’extraction est représentée par un plateau.

La Figure V1.2 montre aussi, d’une part, une valeur supérieure du rendement d’extraction de
CO,-SC par rapport a celui obtenu par HD (1,61 mg/g et 0,61 mg/g, respectivement) et
d’autre part, des temps d’extraction différents : 1a ou I’HD nécessite 180 minutes pour
atteindre son plateau (fin de 1’extraction), ce temps ne dépasse pas 30 minutes pour le CO,-
SC. Ces résultats sont d’autant plus intéressants que 1’on gagne du temps et de I’énergie, pour

obtenir des produits plus purs et naturels.

1.2. Composition chimique

L’identification des composés volatils de différents extraits de 7. articulata obtenus par
chaque méthode d’extraction, est réalisée au moyen de GC-FID et quantifiée par GC-MS.
Les résultats d’analyse complets sont présentés dans le Tableau V1.2 (annexe). Ces résultats

montrent que les HEs et volatiles obtenues par HD, CO,-SC, Soxhlet et par eau sub-critique
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ont des compositions trés différentes. Les chromatogrammes correspondants sont présentés
dans la Figure VI.3 (annexe). Ainsi, au total 92 composés ont ét¢ identifiés par ces
différentes méthodes, les composants principaux sont : l'acide palmitique (1,32-36,19 %),
l'alpha-pinéne (1,08-31,32 %), le Podocarp-7-en-3-one, 13a-methyl-13-vinyl (1,6-,25,53 %),
linalool acetate (1,72-21,44 %), a-terpinene (0,12-16,65 %), alloaromadendrene (1,41-11,8
%) et Podocarp-8(14)-en-15al, 13a-methyl-13-vinyl (4,25-10,79 %). Un total de 56
composés a été identifié dans les HEs obtenues par HD, 56, 29 et 14 composés dans les
huiles volatiles obtenues par CO,-SC a 90, 280 et 1000 bar, respectivement, 57 composés
dans les fractions volatiles obtenues par 1’eau sub-critique et 65 composés dans les extraits de
Soxhlet, qui représentaient 98,63% (HD), 96,24% (CO,-SC 90 bar), 83,85% (CO,-SC 280
bar), 98,14% (CO,-SC 1000 bar), 94, 94% (eau sub-critique) et 96,75% (Soxhlet ethanol) de
I’huile volatile total. Par souci de simplification de I’analyse, la discussion a été limitée aux
composants majeurs (dont la fraction est supérieure a 2%) identifiés pour les différentes
méthodes, soit 38 composés qui sont présentés dans le Tableau VI.3.

La principale différence entre la composition d'HE obtenue par HD et la fraction volatile
obtenue par CO,-SC est la proportion de certains composants.

Une observation critique des compositions des huiles révele que des quantités plus élevées de
monoterpenes oxygénés (12,36 et 6,92 %), hydrocarbures monoterpenes (34 et 40,73 %),
hydrocarbures sesquiterpenes (8,83 et 21,48 %) et sesquiterpenes oxygenés (18,41 et 5,64 %)
sont présents respectivement dans I'HE obtenue par HD par rapport a la fraction volatile
extraite par CO,-SC. Ceci est probablement dii aux propriétés du CO, supercritique et a la
température d’extraction qui est plus faible dans ce cas. Ainsi qu’aux effets de temps de
contacte de la matiére avec le solvant d’extraction. En effet, dans le cas de HD la matiére est
émergée dans 1’eau chaude (100°C) pendant 3 heurs alors que dans le cas de CO,-SC, le
temps d’extraction ne dépasse pas 30 min avec une température trés faible 40°C.

Ces résultats montrent qu'une plus courte durée de fonctionnement a basse température est
I'un des principaux avantages du CO,-SC par rapport a I’HD avec la faible température. Par
conséquent, pour 7. articulata, 1’extraction au CO,-SC semble étre un procédé intéressant
pour l'obtention des huiles volatiles de haute qualité avec un bon rendement. Ainsi, Costa et
al. [206] ont obtenu des résultats similaires lors du traitement des feuilles de Lavandula
viridis, ou des rendements plus €élevés ont été¢ obtenus par la CO,-SC en comparaison avec
I’HD. De méme, Pavela et al. [207] ont obtenu un rendement plus ¢levé pour le CO,-SC par

rapport a I’HD lors du traitement du Tanacetum parthenium (L.).
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Tableau VI. 2 : Composés majeurs (>2%) de la fraction volatile de T. articulata obtenue

par chaque méthode (HD, CO,-SC, Soxhlet et eau sub-critique)

Type de méthode d'extraction

CO,-SC Soxhlet HD

Débit (g/min) 20 20 5 20 20 0,02 mL/s

Température (°C) 40 60 40 40 40 - - - - -

Pression 90 90 920 280 1000

Solvant CO, CO, CO, CO; CO, Eau EtOH EtOH EtOH Hexane Eau

(Tn‘ig‘l?s d’extraction 30 30 30 30 30 30 240 360 480 480 180

Rendement (mg/g) 1,6 1,6 0,6 19,7 25,9 47,8 21,2 26,8 27,4 40,4 0,61
RI Composés N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6 N°7 N°8 N°9 N°10 Ne11
936 o-pinéne 31,32 21,92 9,35 nd nd 1,08 2,68 3,14 1,02 6,79 249
967 p-thujéne 2,64 1,56 0,91 nd nd 0,61 0,45 0,53 0,1 0,68 1,99
983 trans-iso limonéne nd nd nd nd nd nd 5,85 8,19 7,28 4,93 nd
1004 pseudo limonéne 0,26 0,16 0,16 nd nd nd nd nd nd 3,22 0,37
1008 3-caréne 3,39 2.3 1,5 nd nd 0,11 nd nd nd 3,32 3,44
1012 o-terpinéne nd nd nd nd nd nd 13,36 16,65 13,87 421 0,12
1128 a-campholénal 3,44 2,67 3,43 0,1 0,43 2,12 1,51 1,81 0,12 1,9 3,84
1148 camphéne hydrate 1,25 1,67 2,51 nd nd 0,46 1,1 1,57 0,78 1,33 4,36
1266 linalol acetate 18,18 15,78 17,69 1,72 nd 2,84 6,15 5,52 2,48 7,44 21,44
1356 o-cubébéne 1,11 1,15 1,22 0,47 nd 2,21 0,9 0,73 0,7 0,95 0,26
1400 ¥-caryophylléne 4,16 5,43 5,81 2,05 nd 3.4 1,51 1,68 1,35 1,71 2,53
1461 alloaromadendréne 7,55 11,8 10,86 1,41 nd 3,79 nd 2,04 1,38 2,03 1,14
1494 o-zingiberene 2,14 3,52 4,75 2,38 nd 1,87 3,96 2,93 3,13 4,03 0,53
1501 o-amorphéne 1,39 1,98 2,76 nd nd 0,74 nd nd nd nd 1,64
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caryophylléne

1557 alcohol 1,06 3,23 243 nd nd nd nd nd nd nd nd
1568 caryophyllene oxide 1,82 2,88 4,04 2,45 nd 1,08 4,21 2,44 2,2 3,54 4,24
1613 1-epi-Cubénol 0,52 1,23 1,67 2,12 nd 1,26 1,17 0,95 0,84 0,92 2,83
1626 y-eudésmol 0,58 1,01 1,35 nd nd 0,25 1,73 1,53 1,17 1,12 2,56
1642 spathulénol 0,43 0,77 1,05 0,77 nd 0,69 1,5 1,52 1,36 1,47 2,37
1678 cis- o -santalol 0,44 1,07 1,36 1,24 nd 0,3 2,41 2,8 2,24 2,19 1,74
1778 Platambin nd nd 0,31 nd nd 1,69 1,96 2,82 1,9 0,82 nd
1962 acide palmitique nd nd nd 2,98 36,19 4,19 2,69 1,32 2,2 1,52 nd
2095 Heneicosane 0,4 0,4 0,59 3,66 nd 1,52 2,26 2,01 2,2 2,53 0,09
2135 1R-pimaral 0,13 0,16 0,27 6,09 nd 2,16 2,14 1,83 nd 0,27
2143 cubitene 0,22 0,3 0,58 nd nd nd 1,55 1,47 2,33 1,65 nd
216 ;g;;ilf’igte“' 0.41 0,94 1,62 2.11 nd 2,55 22 176 2.85 273 0,52
2274 larixol * nd nd nd 2,17 nd 0,57 0,68 0,66 0,75 0,63 nd
2288 ni nd nd nd 10,29 nd 5,15 0,33 0,44 0,44 0,4 nd
2311 trans-totarol nd nd nd 4,85 0,05 0,87 0,67 0,52 0,74 0,62 0,07
2368 :;dggséfl;ey;‘;l7'°l’ nd nd nd 2,28 2,49 0,39 4,43 1,73 6,54 3,73 nd
Podocarp-7-en-3-
2383 one, 13a-methyl-13- nd nd nd 7,77 25,53 11,89 1,6 2,53 5,79 4,56 nd
vinyl
2473 ni nd nd nd 14,4 1,35 15,64 2,56 2,99 2,86 2,28 nd
2922 Acide Abiétique nd nd nd Nd 0,31 nd 4,41 5,68 5,68 0,51 nd
2925 ni nd nd nd Nd 1,05 nd 4,89 3,86 6,26 5,46 nd
Podocarp-8(14)-en-
2930 15al, 13a-methyl- nd nd nd Nd 10,79 nd nd nd 425 nd nd
13-vinyl
ni (M=552) nd nd nd Nd 2,14 0,52 nd nd nd nd nd
ni (M=618) nd nd nd Nd 8,96 1,27 nd nd nd nd nd
ni (M=296) nd nd nd 7,34 7,98 8,38 nd nd nd nd nd
Total 82,84 81,93 76,22 78,65 97,27 79,6 80,86 81,82 86,64 79,22 81,25
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De plus, le changement des conditions d’extraction avec le CO,-SC, influe aussi sur la
composition chimique des extraits. D’une part, un changement de la température d'extraction
(40 a 60°C) montre une variation dans les teneurs des composés. Il est probable que, a 60°C,
la solubilité des solutés diminue en raison du phénomene de solubilité rétrograde spécifique
aux fluides supercritiques. D’autre part, la diminution du débit de CO, (20 a 5 g/min) a
température constante, entraine une diminution des teneurs d'hydrocarbures monoterpénes
(40,56% a 13,1%), et une augmentation de la proportion de sesquiterpénes oxygénés (5,64%
a 14,6%) et des hydrocarbures sesquiterpéniques (21,76% a 31,2%). Ceci indique une
extraction sélective favorisée par cette technologie (CO,-SC) selon les conditions
d’extraction. Ainsi, pour différentes pressions (90 a 1000 bar), des changements importants
sont constatés au niveau de la composition chimique des extraits. Il semble qu'il y ait peu de
similitudes entre les compositions chimiques des extraits étudiés obtenus par HD et CO,-SC
a chaque pression (surtout a haute pression). Cependant, comme nous le verrons par la suite,
a haute pression, nous avons obtenu le meilleur rendement d'extrait contenant des composés
ayant des propriétés antioxydants.

Enfin, I’injection en CG des fractions volatiles obtenues par Soxhlet a permis l'identification
de composés volatils mais avec des teneurs faibles. Ceci s’explique par la présence de
composés de haute masse moléculaire qui se sont révélés étre présents en grandes quantités.

Il en est de méme pour I’extrait obtenu par 1’eau sub-critique.

1.3. Dosage des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont utilis€és pour la prévention de diverses maladies qui sont
principalement associées aux radicaux libres. Plus généralement, les composés phénoliques
ont été reconnus comme agents antioxydants, qui ralentissent la dégradation due aux effets
de D’oxydation en assurant un meilleur vieillissement, et présentent doncune activité
médicinale et des fonctions physiologiques [208].

La teneur en composés phénoliques des extraits de 7. articulata a été déterminée et les
résultats sont résumés dans le Tableau VI.4. La concentration des composés phénoliques
dans les extraits, exprimée en équivalents acide gallique (mg d'équivalent acide gallique
(EAG)/g de matiere séche des plantes) dépend de la polarité du solvant et de la méthode
utilisée pour l'extraction. Une large gamme de concentrations phénoliques a été observée
dans ces extraits. Cela est dli aux conditions d'extraction de chacune des méthodes : le temps

de contact, la pression et la température d'extraction. La teneur en phénols totaux varie de 1 a
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466 mg/g EAG. Comme prévu, I'HE obtenue par HD et la fraction volatile obtenue par CO,-
SC (basse pression) fait apparaitre une trés petite quantit¢é de composé€s phénoliques .
L'extrait obtenu par I'eau sub-critique a 150°C présente une quantité nettement plus élevée de
phénols totaux, par rapport aux extraits obtenus par Soxhlet ou CO,-SC -haute pression.

Le contenu en composés phénoliques diminue dans l'ordre : eau sub-critique>CO,-SC
(fraction non-volatile>Soxhlet>HD>CO,-SC (fraction volatile). En effet, la quantit¢ de
composés phénoliques obtenue dans les HE de HD (8,89 + 0,16 mg EAG/g de matiére séche)
est faible mais plus importante que celle contenue dans la fraction volatile obtenue par CO,-
SC (0,49 a 1,18+0,02 mg EAG/g de matiere végétale séche). Ce résultat confirme le faible
pouvoir solvant du CO, a basse pression pour ces molécules. La quantit¢ de composés
phénoliques présente dans la fraction non volatile des extraits CO,-SC a haute pression est
¢galement plus élevée (102,03+4,57 et 192,25£7,91 pour 280 bar et 1000 bar,

respectivement).

Tableau VL. 3 : Teneur en composés phénoliques et activité antioxydante exprimées
en Clso (mg/L) pour les différents extraits de 7. articulata obtenus par HD,

Soxhlet, CO,-SC et eau sub-critique.

Méthodes DPPH’ ABTS™
Echantillons

Ppt mg/g EAG Clso (mg/L) Clso (mg/L)

VTC 4,08+0,14 2,66+ 0,06
N°l1 1,08 + 0,06 182,47 + 5,63 4528 £1,93
Ne2 1,18 £0,02 146,02 + 1,99 4091 £ 0,53
CO,-SC N°3 0,49 £ 0,00 242,79 + 10,09 96,98 +£2,78
N°4 102,03 + 4,57 120,21 + 3,65 33,55+0,40
N°5 192,25 +7,91 108,16 + 3,07 29,77 £ 1,30

Eau sub-critique N°6 466,82 + 18,38 7,18 £ 0,08 4,12 £0,12
N°7 11,52 +0,16 2669 + 125 375+ 17,55

N°8 329+1,6 1110+ 55 51+1,71

Soxhlet

N°9 89,7+3 1836 £ 61 293 + 14,

N°10 140,5+9 943 + 50 281 +7,75

Hydrodistillation N°I1 8,89+ 0,16 3681 + 69 324+ 14
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Avec Clsp c’est la valeur caractéristique de 1’activité antioxydante, donne la concentration
correspondant a 50% d’inhibition. Plus le Cls, est faible, plus le pouvoir antioxydant de la
molécule est élevé.

Ces résultats sont dus au changement de propriétés du CO,-SC sous I’effet de I’augmentation
de la pression d’extraction. Il en est de méme pour 1’eau: le changement de ses propriétés
(une température ¢levée et une pression suffisante pour qu’elle soit dans 1’état sub-critique)
la rendent plus efficace pour extraire les substances phénoliques.

Le meilleur résultat en termes de quantité de composés phénoliques a été obtenu avec 1’eau
sub-critique (466,82+18,38 mg EAG/g de mati¢re seéche des plantes). Les valeurs obtenues
par CO,-SC a 1000 bar et eau sub-critique en 30 min sont plus élevées que celles de I’extrait
d’éthanol par Soxhlet (11,52+0,16 a 89,743 mg EAG/g de matiére séche) et de l'extrait a
I’hexane par Soxhlet (140,5+9 mg EAG/g de maticre séche).

Ces résultats confirment aussi 1’efficacité des nouvelles technologies et leurs avantages par
rapport aux techniques traditionnelles.

Le résultat obtenu par HD a été confirmé par d’autres études sur 7. articulata comme celle de

Marocoo [209].

1.4. Propriétés antioxydants

Les propriétés antioxydantes des extraits des plantes aromatiques sont principalement
attribuées a des composés actifs présents dans ces plantes. Cela peut étre dii a la forte
proportion de constituants principaux, mais aussi a la présence d'autres constituants en petites
quantités mais présentant une activité forte ou a la synergie entre eux. L'activité
antiradicalaire des extraits est évaluée in vitro par les méthodes DPPH' et ABTS™ et
comparée a celle d’un antioxydant synthétique plus couramment utilisé tel que l'acide
ascorbique (Vitamine C). Les différentes valeurs de Clsy (mg/L) obtenues a la fois par la
méthode ABTS™ et par la méthode DPPH" pour les différents extraits ainsi que pour la
vitamine C (VC) sont regroupées dans le Tableau VI.4. Les deux tests sont basés sur le
méme principe de mesure de I’inhibition de différents radicaux en présence d’antioxydants
(chapitre II). Cependant, il existe souvent des différences de valeurs entre les méthodes du
fait que les sources de radicaux libres soient différentes, et que les antioxydants répondent
différemment aux méthodes de mesure. La tendance générale obtenue pour les différents

extraits testés est cependant la méme avec les deux méthodes [210].
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En effet, pour le test DPPH’, la valeur la plus importante de Clso de I’HE a été obtenue par
HD (3681+69 mg/L), ce qui indique un pouvoir antioxydant trés faible. Ce résultat est
conforme a celui obtenu par Ben Hadj Ahmed ef al. [111] (1214,13 mg/L par le test DPPH")
avec T. articulata d'Algérie. Alors que les valeurs de Clsy (mg/L) varient de 146 a 242 mg/L
pour les fractions volatiles obtenues par CO,-SC, ce qui est trés important par rapport a celles
des HEs. Ensuite, pour les fractions non volatiles, les valeurs varient de 108,16+£3,07 a
122,91+4,30 mg/L pour le CO,-SC, de 7 a 36 mg/L pour l'extrait obtenu avec I'ASE et de
943 4 2668 mg/L pour les extraits de Soxhlet. Les valeurs obtenues par le test ABTS™ sont
plus élevées. En effet, I’Clsop de I’HE obtenue par HD est 324 mg/L, celui de la fraction
volatile de CO,-SC varie de 40,91 a 96,98 mg/L. La fraction non volatile obtenue par ASE
varie de 4 a 20 mg/L, avec le CO,-SC elle varie de 29,77 a 40,91 mg/L, et avec le Soxhlet,
elles varient de 51 a 375 mg/L. La grande variation des valeurs de Clsj est due a ’efficacité
de la méthode d’extraction et au pouvoir du solvant utilisé pour extraire les antioxydants
naturels. De méme, on observe I’effet du changement des conditions d’extraction pour
chaque méthode sur le pouvoir antioxydant de son extrait. En effet, les résultats montrent
qu'une augmentation de la température (de 40°C a 60°C) entraine une diminution de l'activité
antioxydante de 1’extrait. Faire varier le débit de CO, (de 20g/min a 5g/min) diminue aussi
l'activité antioxydante (452 & 9743 mg/L) de l'extrait. Ces résultats peuvent étre expliqués
par le changement des propriétés lorsqu’on change la température et par le fait que, pour le
temps d'extraction choisi, et puisque le processus d'extraction est supposé étre limité par la
solubilité apparente, I'extraction a 20g/min est complete, ce qui n'est pas le cas a 5 g/min.
Dans ce dernier cas, les composés qui contribuent a l'activité antioxydante ne sont pas
completement récupérés.

De méme, pour I'extraction Soxhlet, deux solvants ont été testés et le temps d'extraction a été
modifié dans le cas de I'é¢thanol. Dans ce cas, les résultats montrent qu’une durée d'extraction
de 6 heures était préférable pour obtenir un rendement interessant (essai n°§) avec une bonne
activité antioxydante des extraits (51 mg/L avec test ABTS™). Les meilleurs résultats obtenus
par les deux tests étaient ceux de l'extrait obtenu avec I’eau sub-critique (7,18 mg/L pour le
DPPH’ et 4,12 mg/L pour ’ABTS™). Ces extraits montrent en effet un pouvoir antioxydant
trés élevé comparé aux résultats standards (VTC: 4,08+0,14 par DPPH’ et 2,66+0,06 de
’ABTS™).

Par conséquent, ces résultats montrent bien le pouvoir antioxydant important des fractions
volatiles de T. articulata obtenues par CO,-SC (a 90 bar et 40°C) par rapport a celui de

I’huile essentielle obtenue par HD. De méme, pour la fraction non volatile, le pouvoir
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antioxydant des extraits obtenus par les nouvelles technologies est beaucoup plus important
par rapport a ceux obtenus par Soxhlet (éthanol et hexane). Ces résultats suggerent que le
CO,-SC et I’eau sub-critique permettent de récupérer un ou plusieurs composés possédant
des propriétés antioxydantes €levées alors que ces compos€s ne sont pas extractibles avec
I’HD ou le Soxhlet-solvant organique. Une autre hypothése pourrait étre que, dans le cas de
l'extraction Soxhlet ou HD, ces composés actifs sont détruits dans les deux méthodes parce
qu'ils sont exposés a des températures élevées pendant une longue période. Ceci démontre les
intéréts principaux du processus de CO,-SC et d’eau sub-critique par rapport aux techniques
traditionnelles d'extraction [211]. En effet, une certaine dégradation thermique peut se
produire lors de l'extraction conventionnelle, puisque la matrice végétale dans I’HD a été
soumise a une température de 100°C pendant 3 heures et qu’elle a été en contact pendant 6
heures avec le solvant organique dans le cas du Soxhlet par rapport & une extraction ne
dépassant pas 30 min a 90 bar et 40°C pour le CO,-SC. Dans le cas de I’ASE, la matiere
végétale est en contact avec de I’eau a température ¢levée mais pendant une durée plus courte
en comparaison avec le Soxhlet ou I’'HD.

L’importance du temps de contact est démontrée en comparant 'HE extraite par HD (en 3
heures) avec de I'eau a 100°C ayant une trés grande Clsg et l'extrait obtenu avec I’eau sub-
critique (en 30 min) a 150°C. Ainsi, nous pouvons confirmer ces résultats on comparant
’extrait obtenu par le Soxhlet avec de I'éthanol pendant 6h (1110 mg/L pour le DPPH" et 51
mg/L pour ’ABTS™) et celui obtenu par I'ASE avec de I'éthanol pendant 30 min (36,9 mg/L
pour DPPH" et 20,78 mg/L pour 'ABTS™ ).

L'activité antioxydante est souvent due a la présence de composés phénoliques. Dans notre
cas cependant, les extraits obtenus par CO,-SC ont une teneur trés faible en composés
phénoliques alors que leur pouvoir antioxydant est important. Ceci montre peut-étre que
I’extraction des composés non phénoliques par CO,-SC est responsable de cette activité ou
que les composés phénoliques détectés sont tres actifs. Ceci est confirmé par la bonne
corrélation (R = 0,99 pour ABTS' et R* = 0,94 pour DPPH’) entre I'activité antioxydante et
la teneur en composés phénoliques pour les fractions volatiles de CO,-SC pour différentes
conditions d’extraction (Figure VI.4). On peut donc supposer que, méme a faible
concentration, les composés phénoliques présents dans les extraits obtenus par CO,-SC sont
probablement des molécules tres actives.

La corrélation entre la quantit¢ de composés phénoliques totaux et l'activité antioxydante est

originale et est confirmée pour le CO,-SC pour la premiére fois.
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Bien que ’extrait de 1’éthanol-Soxhlet ait donné de bons résultats, son utilisation en tant que
procédé industriel est discutable, surtout au regard des risques qu'il génére (soit en raison de
leur toxicité soit en raison de leur inflammabilité). L'utilisation d'un solvant «vert» tels que le

CO,-SC ou I’eau sub-critique ne présente aucun de ces inconvénients.
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Figure VI. 3 : Corrélation entre la teneur en composés phénoliques et I’activité antioxydante

déterminée par la méthode ABTS™ (a) et la méthode DPPH" (b).

Ces résultats montrent que les extraits de 7. articulata obtenus par CO,-SC ou 1’eau sub-
critique pourraient étre utilisés comme une source potentielle d'antioxydants naturels avec

des applications possibles dans les systémes alimentaires.
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I1. Applications a d’autres plantes

I1.1. Cypreés de sempervirens

I1.1.1. Le rendement d'extraction

Dans le but d’étendre les résultats obtenus pour 7. articulata en utilisant les nouvelles
technologies d’extraction des HEs ou des fractions volatiles, nous avons appliqué ces
méthodes, dans les conditions les plus favorables déterminées précédemment avec T.
articulata et rassemblées dans le Tableau V1.2, a I’extraction de feuilles de C. semprevirens.
Nous allons, dans cette partie, nous intéresser a la fraction volatile de cette plante. Ainsi,
nous avons comparé la fraction volatile obtenue par CO,-SC a basse pression et I’HE
obtenue par HD, en termes de quantité et de qualité. Le rendement global pour chaque
méthode est calculé comme précédemment (Y=mg d'huile extraite/g de mati¢re séche
chargée dans I'extracteur). Les résultats sont présentés dans le Tableau VI.5. D'aprés le
Tableau V1.5, le rendement global de la fraction volatile (8,3 mg/g) obtenu par CO,-SC en 30
min est plus important que celui de I’HE (6,2 mg/g) obtenu par HD en 3 heures. En outre, la
couleur et I'odeur des extraits sont différentes. En effet, I"HE est jaune, alors que la fraction
volatile obtenue par CO,-SC est jaune foncé avec une forte odeur trés proche de celle des
feuilles de la plante C. semperevirens. Ces résultats confirment ceux qui ont été obtenus avec
T. articulata, et peuvent €tre expliqués par la probable dégradation thermique des molécules
actives obtenues par HD due a l'exposition pendant une longue période a une température
élevée.

Ainsi, la méthode traditionnelle peut, dans une certaine mesure, altérer 1’odeur des composés

aromatiques contenus dans la plante.

Tableau VI. 4 : Rendement global des huiles volatiles de C. semperevirens

obtenues par HD et CO,-SC.

HD CO,-SC (a 90 bar, 40°C)
Rendement (mg extrait/g matiére sseche) 6,2 8,3
Temps d’extraction (min) 240 30
Couleur Jaune Jaune foncé
Pas d’odeur Odeur trés naturelle
Odeur .
spécifique proche de celle des
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feuilles

11.1.2. Composition chimique

Les fractions volatiles de C. semperevirens obtenues par chaque méthode ont été identifices
par CG-FID et quantifi¢es par CG-MS.

Les résultats des chromatogrammes et les principaux composés détectés dans les extraits de
C. semperevirens obtenus par CO,-SC et HD sont présentés dans la Figure VI.5.

Le spectre de masse de chaque compos¢ a ét¢ analysé et afin d’identifier les composés nous
avons utilisé la bibliothéque de spectres de masse des produits chimiques connus. Cinquante
composés ont été identifiés représentant 98% de la totalité des HEs. Dans I'HE obtenue par
HD seulement 8 composés ont été identifiés tandis que de nombreux autres composés ont €té
détectés dans les extraits CO,-SC. Les principaux composants de I'HE obtenue par HD sont:
I'a-pinéne (46,6%), le Myrcene (15,7%), le pipéronal (5,3%) et le trans-4,5-époxy-(E)-2-
docénal (5,4%), dans le chromatogramme de la Figure V1.5 -HD. Les principaux constituants
des extraits CO,-SC étaient: I’oxyde manoyle (15,9%), le trans-totarol (6,8%), I’a-acoradi¢ne
(5,7%) et le cis-alpha-santalol (5,3%) comme le montre le chromatogramme de la Figure

VIL.5-CO,-SC.
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Figure VI. 4: Chromatogrammes et composés principaux de ’HE de C. semperevirens

obtenue par CO,-SC et HD.

En outre, nous pouvons observer que les composés oxygénés extraits par CO,-SC, comme le
manoyl oxyde, trans-totarol et 1'alpha-acoradiene ne sont pas présents dans 1'extrait HD, peut-
étre a cause d'une dégradation thermique de ces composés en raison de la température élevée
de I’HD.

Ces résultats GC-MS peuvent expliquer la différence entre HD et CO,-SC concernant

I'odeur, la couleur et le rendement d'extraction.

11.1.3. Teneur en composés phénoliques et activité antioxydante

La teneur en composés phénoliques présents dans les extraits a été mesurée comme
précédemment par la méthode de Folin-Ciocalteu et 1'activité antioxydante des extraits a été
évaluée par DPPH" et ABTS™. Une comparaison de la quantité totale phénolique et de
l'activité antioxydante des huiles obtenues par les deux méthodes HD et CO,-SC est résumée
dans le Tableau VI.6. La différence observée entre les valeurs de DPPH' et ABTS™ peuvent

s'expliquer par les mécanismes impliqués dans les réactions.

Tableau VI. S : Teneur en composés phénoliques (EAG) et activité antioxydante

exprimée en Clso (mg/L) obtenue par HD et CO,-SC

Teneur en composeés
. T
phénoliques (mg EAG/g  DPPH' ClIsy (mg/L) ABTS ClIso (mg/L)

matiere séche)

CO,-SC 4,2+0,1 146+2 4543
HD 10,9+1,2 3681+69 295+6
Vitamine C - 4,0+0,1 2,7+0,1

La teneur en composés phénoliques dans ’'HE de C. semprevirens obtenue par HD (10,9+1,2
mg EAG/g Maticre végétale) est l1égerement supérieure a celle de 1'huile volatile obtenue par
CO,-SC (4,2+40,1 mg EAG/g Matiere seche). Cependant, les résultats de I'activité

antioxydante obtenue avec les deux tests, principalement le test ABTS™ montrent une activité
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antioxydante importante de I'huile volatile obtenue par CO,-SC (Clsp=45,0+£3,2 mg/L) par
rapport a I'HE obtenue par HD (Cl5(=295+6 mg/L), par rapport a la référence a la vitamine C
(Cls50=2,7+0,1 mg/L). Ces résultats avaient été aussi été montrés pour 7. articulata.

Enfin, I’extraction des fractions volatiles de C. semprevirens par la méthode CO,-SC offre de
nombreux avantages par rapport a I’HD : le rendement d'extraction du CO,-SC a été 34%
plus ¢élevé par rapport a I’HD. En outre, ’extraction au CO,-SC est plus rapide (30 min) par
rapport a I’HD (240 min). Enfin, les extraits CO,-SC présentent un pouvoir antioxydant plus

important.

I1.2. Eucalyptus Cinérea et Eucalyptus Camaldulensis

11.2.1.Rendement global d’extraction

De maniére similaire au cas précédent, les deux techniques d’extraction HD et CO,-SC sont
utilisées pour extraire la fraction volatile de deux especes d’Eucalyptus. Le rendement global
de chaque extrait des feuilles d’E. cinerea et E. camaldulensis obtenus par CO,-SC et HD est
donné dans le Tableau VI.7. L'intensit¢ de la couleur des extraits des deux espéces est
différente: I’HE obtenue par HD est jaune alors que celle obtenue par CO,-SC présente une

couleur jaune foncé qui peut étre associée a des différences de composition chimique.

Tableau VI. 6: Rendement global d’extraction d'E. cinerea et E. camaldulensis
obtenus par HD et CO,-SC (Pour un débit de CO; 20 g/min,

Pression 90 bar et température 40°C)

E. cinerea E. camaldulensis

HD CO0O,-SC HD C0O,-SC
Temps d’extraction (min) 180 30 180 30
Température (°C) 100 40 100 40
Rendement (mg extrait/g

23+0,16 27,5+0,24 6,2+0,1 8,8+0,21
matiere séche)
Couleur Jaune  Jaune foncé Jaune Jaune foncé

Le rendement global de I'HE extraite de E. cinerea et E. camaldulensis obtenu par HD est de
23 mg/g et 6,2 mg/g, respectivement. Ces résultats sont en accord avec les données de la

littérature sur I’'HE d’E. cinerea obtenue par HD [127] ce qui représente environ 3% (30
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mg/g) ainsi que pour I’E. camaldulensis dont le rendement en HE [212] représente environ 8
mg/g. En outre, le rendement global de la fraction volatile de chaque espéce obtenue par
extraction CO,-SC a 40°C et 90 bar est de 27,5 mg/g et 8,8 mg/g, respectivement pour E.
cinerea et E. camaldulensis. Ici encore, les résultats montrent que les rendements obtenus
pour chaque plante par CO,-SC en 30 min sont plus importants que ceux obtenus par HD en
3 heures. Ceci est en accord avec d'autres travaux pour ce qui est des capacités du CO,-SC a
extraire des fractions volatiles. En effet, Fadel et al [128], dans les conditions
expérimentales suivantes: 50°C, 200 bar pendant 120 minutes, ont montré que le rendement
global obtenu était de 11 mg/g pour E. camaldulensis. Da Cruz et al. [129] avec du CO,-SC a
250 bar et 40°C pendant 120 min, ont montré que le rendement était de 1’ordre de 20 mg/g.

Dans notre étude, la fraction volatile obtenue par CO,-SC pour les deux especes, E. cinerea
et E. camaldulensis améliore le rendement d'extraction d'environ 20% et 30%,
respectivement en comparaison avec I’HD. Comme précédemment, ceci est probablement di
aux propriétés du CO,-SC et aux particularités du procédé déja évoquées pour les autres

plantes.

11.2.2. Composition chimique

Les fractions volatiles de chaque plante ont été injectées et identifiées par CG-MS. Les
résultats sont présentés dans le Tableau VI.8 (annexe). Les chromatogrammes obtenus pour
chaque extrait sont présentés dans la Figure VI.6.

Ces résultats montrent des compositions différentes entre les extraits de la méme plante 37
composés (94,22 %), 39 (96,54 %), pour la fraction volatile de E. cinerea (HD, CO,-SC) et
43 (97,17 %) et 41 (100 %) pour la fraction volatile de E. camaldulensis (HD, CO,-SC)
respectivement. La plupart des composés ont pu étre identifiés a 1'exception des extraits CO,-
SC d’E camaldulensis. Nous avons pu identifier certains composés volatiles mais d’autre
entre eux de grande masse moléculaire restent non identifié par CG-MS. Par souci de
simplicité, la discussion a été limitée aux composants majeurs (fractions supérieurs a 3%)
identifiés pour les différentes méthodes (12 composés) présentés dans le Tableau VI.9.

Ce résultat est en accord avec d'autres publications qui rendent compte de plus de composés
identifiés dans les extraits CO,-SC que pour I'HE obtenu par HD mais avec une différence
dans les composés majeurs dans les huiles volatiles des E. camaldulensis et E. cinerea [213,

214].
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Les principaux composés pour I’HE d’E. cinerea obtenue par HD sont: le 1,8-cinéole
(64,89%), le p-menth-1-en-ol (8,15%), le terpinéne-4-ol (4,30%) et I'alpha-pinene (4,07%).
Les principaux composés identifiés dans la fraction volatile d’E. cinerea obtenue par CO,-SC
sont: le p-menth-1-éne-8-o0l (31,87%), le 1,8-cinéole (16,1%), le 8,14 - cedranoxide (5,68%),
le terpinene-4-ol (5,34%) et l'alcool caryophylléne (5,39%). Dans le cas de I'E.
camaldulensis, ’HE obtenue par HD est riche en 1,8-cinéole (45,71%), en p-cyméne
(17,14%), en a-pinéne (7,88%) et en limonene (5,06%). Alors que celui de la fraction
volatile obtenue par CO,-SC est riche en 8,14-cedranoxide (43,79%), en élémol (6,3%) et en
myrtanal (4,38%).

Dans la littérature, a notre connaissance, une seule étude sur I’E. cinerea a comparé la
composition chimique des fractions obtenues par CO,-SC et HD et quantifié¢ par GC-FID et
identifi¢ par CG-MS [127].

Tableau VI. 7 : Compositions chimiques (>3%) des extraits obtenus par chaque méthode

E. Cinerea E. Cinerea E. Camaldulensis  E. Camaldulensis
HD CO,-SC HD CO,-SC

IK Composés % % % %
937 a-pinene 4,07 7,38
1025  p-cyméne 1,52 0,37 17,14 0,90
1029 Limonéne 3,05 2,06
1033 1,8-cinéole 64,89 16,10 45,71 1,74
1177 terpinén-4-ol 4,30 5,34 6,36 4,38
1318 P-menth-1-en-8-ol 8,15 31,87 0,17
1421  béta-gurjunene 0,96 0,27 3,30
1456 beta-acoradiene 0,19 5,03 1,14
1538 8,14-cedranoxide 0,72 5,68 2,54 43,79
1545  Elémol 0,62 4,15 2,01 6,30

caryophyllene 0,74 5,39 0,85
1555 alcohol
1714 cis-beta-santalol 0,36 3,05

E-gamma- 3,30
1728 curcumen-12-ol

Total 89 75 86 62

L'HE produite par HD contenait le 1,8-cinéole (85,1%) comme constituant majeur, suivi par
l'a-terpinéol (7,2%) et le limonéne (4,4%). L'extrait produit par CO,-SC a été dominé par le
1,8-cinéole (70,4%), l'alpha-terpinéol (8,6%) et globulol (3,1%). Nous avons remarqué une

grande différence dans la composition chimique et la quantité¢ de nos extraits comparés a
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ceux de Mann [127]. Dans d'autres travaux [128,129] sur ’extraction de I’E. camaldulensis
par HD et CO,-SC, ou ils ont identifi¢ des compositions tres différentes entre eux.
Différences en composés majoritaires détectés et les teneurs des différents composés avec

notre échantillon.
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Figure VI. 5: Chromatogrammes des fractions volatiles obtenues par HD et CO,.SC
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de E. cinerea (a) and E. camaldulensis (b) (Pour un débit de CO; 20 g/min,

Pression 90 bar et température 40°C).

Dans la plupart des cas rencontrés dans la littérature, la comparaison entre HD et le CO,-SC
a montré une différence de rendements, mais quelques variations dans la composition
chimique pour les mémes composés majeurs dans l'extrait ont également pu étre observées.
Notre étude, met pour la premicre fois en évidence de telles variations entre les principaux
COmposeEs.

A titre de comparaison plus détaillée, dans les extraits obtenus par HD, le 1,8-cinéole est le
principal composant de I'HE pour les deux especes (64,89% des E. cinerea et 45,71% de E.
camaldulensis). L’ a-pinéne et le limoneéne sont présents a des concentrations élevées dans les
deux échantillons, mais le p-menth-1-éne-8-ol et le terpinéne-4-ol sont présents a des
concentrations élevées uniquement dans I’HE d’E. cinerea, et le p-cymene et le myrtanol
dans I’E. camaldulensis. A l'inverse, dans les extraits CO,-SC, le 1,8 cinéole (16,1%) a été
détecté a une concentration €levée, mais il n'est pas le principal composé.

Les extraits de ces deux espéces obtenus par CO,-SC, en particulier pour I’E. camaldulensis,
ont été caractérisés par des teneurs plus élevées en composés plus lourds (masse moléculaire,
temps de rétention dans la gamme 30-40 min) que dans le cas des HEs obtenues par HD,
comme on peut le voir a partir des chromatogrammes de la Figure VI.6. En parall¢le, des
composants plus légers, par exemple de l'a-thujéne, de I’a-pinéne, du camphéne, du
limonene et du y-terpinene, présents dans les HEs obtenues par HD, sont faiblement détectés
dans les extraits CO,-SC. Cela ne veut pas dire que les composés 1égers ne sont pas présents
dans les extraits CO,-SC, mais la présence d'autres composés, en particulier lourds, réduira
de maniere importante leur proportion. En effet, il serait surprenant que le CO,-SC n’extraie
pas ce type de composes plus légers qui sont connus pour étre solubles dans le CO, dans ces

conditions.

11.2.3. Détermination de la teneur en composés phénoliques
Les teneurs en composés phénoliques dans les fractions de feuilles d'eucalyptus ont été
déterminées par la méthode de Folin-Ciocalteu et les résultats ont ét¢ exprimés en

équivalents acide gallique (EAG) (mg/g de matiere seche) et présentés dans le Tableau

VI.10.
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Les teneurs en composés phénoliques des deux espéces varient beaucoup selon la méthode
d’extraction. Les HEs de ces deux especes d'Eucalyptus présentent une teneur en composés
phénoliques sensiblement plus élevée (43,85 mg EAG/g de E. cinerea et 60,19 mg EAG/g E.
camaldulensis) par rapport & ceux obtenus par CO,-SC (3,9 mg EAG/g de E. cinerea et 2,16
mg EAG/g de E. camaldulensis).
Tableau VI. 8 : Teneur en composés phénoliques (mg EAG/g de matiere séche)
et activité antioxydante exprimée en Clsy (mg/L) des fractions volatiles d’E. cinerea

et E. camaldulensis obtenus par HD et CO,-SC

E. cinerea E. camaldulensis

HD CO,-SC HD CO,-SC
Teneur en composes
phénoliques (mg EAG/g de 43,85+1,03  3,9+0,07 60,19+1,33  2,16+0,03
matiere séche)
Clso DPPH’ (mg/L) 1519452 468+21 1146445 606+30
Clso ABTS®" (mg/L) 399+15 65+3 183+3 128+4

Cela peut étre di a la faible polarit¢é du CO, qui ne permet pas I'extraction de composés
polaires lourds. En effet, ces composés ne sont pas détectés par GC-MS, ce qui indique qu'ils
ne sont pas volatils. La plupart des études sur I’HD et les extraits par CO,-SC, qui utilisent la
CG-MS pour identifier les composés volatils, ne présentent pas l'analyse des composés
phénoliques. A notre connaissance, aucune étude n’est présente dans la littérature sur la
quantification de composés phénoliques dans les extraits de ces deux especes d'Eucalyptus

obtenus par HD ou CO,-SC.

11.2.4. Activité antioxydante des fractions volatiles HD et CO,-SC

Les activités antioxydantes, exprimées en Clso (mg/L), des HEs obtenues par HD et les
fractions volatiles obtenues par CO,-SC des deux especes ont ét¢ mesurées par les tests
DPPH' et ABTS™ et comparées a celle du Vitamine C. Les résultats de chaque extrait
d'Eucalyptus de deux espéces sont présentés dans le Tableau VI.10.

Le pouvoir antioxydant de la fraction volatile obtenue par CO,-SC est plus important que
celle de I’'HE obtenue par HD. Il a été rapporté qu'il existe une relation entre l'activité

antioxydante et la présence de phénols tels que le thymol et I'eugénol [215] et la teneur en
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composés phénoliques contenus dans certaines HEs [216-220]. Cependant, dans notre étude,
bien que les extraits obtenus par CO,-SC contiennent une plus faible teneur en composés
phénoliques que 1'HE, leur pouvoir antioxydant est plus important. Ceci indique la présence
de certains composés non phénoliques et actifs dans les factions volatiles de CO,-SC. En
effet, une forte activité anti-radicalaire a été observée avec ABTS ~ dans les extraits de CO,-
SC pour les deux espéces E. cinerea (65£3 mg/L) et E. camaldulensis (128+4 mg/L) par
rapport a ceux des HEs obtenues par HD (399+15 mg/L, E. cinerea et 183+3 mg/L pour E.
camaldulensis.

Les ¢études sur des extraits de ces deux plantes obtenus avec le CO,-SC sont tres rares. Nous
pouvons citer celle de Fadel et a/, [128] qui confirme la forte activité antioxydante de 'extrait
obtenu par CO,-SC.

De méme que dans le cas de 7. articulata, on observe que la composition chimique et les
propriétés antioxydantes de 1'huile volatile obtenue a partir des deux especes d'Eucalyptus

sont influencées par les méthodes d'extraction.

11.3. Callitris glaucophylla

11.3.1. Rendement global d’extraction

L’extraction des HEs et des fractions volatiles de Callitris glaucophylla a été effectuée par
les deux techniques HD et CO,-SC. Les résultats sont présentés dans le Tableau VI.11.

Les résultats montrent une amélioration de 39% du rendement global pour I’extraction le
CO,-SC par rapport a celui de ’HD. La qualité de produit observé est différente de par la

couleur et I’odeur, ce qui confirme les résultats obtenus pour les autres plantes.

Tableau VI. 9: Rendement global des huiles volatiles de C. glaucophylla
obtenue par HD et CO,-SC.

HD CO,-SC (a 90 bar, 40°C)
Rendement (mg extrait/g matiere seéche) 0,51 0,84
Temps d’extraction (min) 240 30
Couleur Jaune Couleur jaune foncé

Odeur non Odeur tres naturelle proche a
Odeur spécifique celle des feuilles
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Dans la littérature, a notre connaissance, on trouve peu d’information concernant cette plante.
On peut citer par exemple le travail de Watanabe et al. sur C. glaucophylla d’ Australie [221].
Mais aucun résultat n’est présent sur I’extraction des huiles volatiles des feuilles de C.

glaucophylla par les technologies non traditionnelles.

11.3.2. Composition chimique

Les fractions volatiles des feuilles de C. glaucophylla obtenus par CO,-SC et HD sont
injectées et identifiées par GC-MS. Les chromatogrammes obtenus pour chaque extrait sont

présentés dans la Figure VI.7.
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Figure VI. 6: Chromatogrammes des fractions volatiles obtenus par HD et CO,-SC
de C. glaucophylla (pour un débit de CO, 20 g/min,

pression 90 bar et température 40°C)

Ces résultats montrent des différentes compositions entre les extraits de chaque méthode. Les
composés majoritaires identifier dans I’HE obtenu par HD sont présentés dans la Figure VI.7
(HD) (a-pineéne (33,73%), 3-carene (14%), linalool acétate (7,5%), sabinéne (7,24%), Z-
dihydrocaryone (5,67%) et y-caryophylléne (3,55%)). Cependant, celles d’huile volatile
obtenue par CO,-SC sont présentées dans la Figure VI.7 (CO,-SC) (y-caryophylléne
(20,89%), Iperonal (11,26%), caryophylléne oxide (10,41%), 7-Methylpentacosanen (9,38
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%), Tricosanoic acid (8,95%), linalool acétate (5,34%), acide palmitique (4,52%) et 3,5,5-
Trimethyl-1,4-cyclohexanedione (3,25%).

La différence en composition chimique est observée aussi avec les autres plantes, ce qui
confirme I’effet de la méthode d’extraction sur la qualité des substances naturelles d’origine

végétale.

11.3.3. Teneurs en composés phénoliques et activité antioxydant

La teneur en composés phénoliques présents dans les extraits a ét¢ déterminée par la méthode
de Folin-Ciocalteu et l'activité antioxydante a été évaluée par deux tests DPPH" et ABTS™.
Une comparaison de la quantité totale phénolique et de l'activité antioxydante des huiles

volatiles obtenues par les deux méthodes HD et CO,-SC est résumée dans le Tableau VI.12.

Tableau VI. 10: Teneur en composés phénoliques (Gallic acid eq) et activité antioxydante
exprimée en Clso (mg/L) pour la fraction volatile de C. glaucophylla obtenue par HD et CO,-
SC (Pour un débit de CO; 20 g/min, Pression 90 bar et température 40°C)

Teneur en composés
phénoliques (mg eq acide ~DPPH’ Clso (mg/L)  ABTS™ Clso (mg/L)
gallique/g matieres séche)

CO,-SC 4,84+0,1 1362 41,6+3
HD 5,43+0,21 1399,2+ 0 368,1+7
Vitamine C - 4,0+0,1 2,7+0,1

Les résultats font apparaitre les mémes observations que pour les autres plantes: une faible
teneur en composés phénoliques dans les fractions volatiles obtenues par les deux techniques
(4,84+0,1 en CO,-SC et 5,4340,21 en HD, mg EAG/g Ms) et un pouvoir antioxydant
important (41,643 mg/L) dans la fraction obtenu par CO,-SC par rapport a celui de HE
(368,1+7 mg/L).

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons comparé les différents extraits obtenus par CO,-SC et HD pour
4 plantes. Cette comparaison a ¢été faite en termes de qualité de produit obtenue, évaluée par

la composition chimique des fractions volatiles et leur pouvoir antioxydant.
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Les résultats pour 7. articulata montrent bien I’efficacit¢ des nouvelles technologies
d’extraction par le dioxyde de carbone et I’eau sub-critique.

Cependant, le procédé le plus efficace pour extraire les fractions volatiles en quantité
importante et présentant une activité anti-oxydante intéressante est le CO,-SC a basse
pression (90 bar). Concernant I’extraction des fractions non volatiles, les rendements et
activités anti-oxydantes obtenus par CO,-SC a haute pression et avec 1’eau sub-critique sont
beaucoup plus importants que ceux qui ont été obtenus par extraction avec un solvant
organique.

Dans les conditions opératoires de CO,-SC déterminées a partir des résultats obtenus sur 7.
articulata, nous avons réalisé quelques extractions sur d’autres plantes, ou des résultats

similaires ont pu étre mis en évidence.
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Conclusion générale

Tout au long de ce travail de recherche, nous avons comparé¢ les performances des procédés
traditionnels d’obtention des HEs (HD) et I’extraction par solvant organique aux nouvelles
technologies d’extraction (extraction au CO,-SC et a I’eau sub-critique). Ainsi, sur une
premiére plante, 7. articulata, nous avons optimisé les conditions opératoires de chaque
technique. Cette optimisation a été réalisée dans un premier temps a 1’aide d’une étude
paramétrique, ensuite par la modélisation a partir de modéles mathématiques. Ensuite, nous
avons appliqué ces techniques d’extraction a d’autres plantes aromatiques et médicinales et

nous avons compar¢ les résultats obtenus quantitativement et qualitativement.

D’une part, les travaux réalisés ont permis d’évaluer la capacité des différentes techniques
d’extraction a récupérer les principes actifs d’origine végétale. Ainsi, nous avons pu
déterminer les avantages des nouvelles technologies par rapport aux traditionnelles. En effet,
en termes de quantité, les meilleurs résultats des fractions volatiles ont été obtenus par CO,-
SC a 90 bar. Les fractions non volatiles, quant a elles, ont été obtenues par I’extraction au
CO,-SC a haute pression (1000 bar) et par extraction a 1’eau sub-critique. Nous avons
constaté que le temps d’extraction avec les nouvelles technologies était nettement réduit. Il
ne dépasse pas 30 min avec le CO,-SC et I’eau sub-critique alors qu’il est de I’ordre de 240
min pour ’HD et 6 heures pour I’extraction par solvant organique «Soxhlet». L’accélération
de la cinétique d’extraction est essentiellement due a 1’amélioration des phénomenes de
transfert de masse. Ces résultats sont confirmés par les modeles mathématiques appliqués
dans le cas de ’HD et celui de CO,-SC. Par conséquent, ce gain de temps, tout en gardant

une bonne qualité, permet d’atteindre I’un des objectifs des industriels, la productivité.

D’autre part, en termes de qualité, les résultats obtenus par I’identification des compositions
chimiques a I’aide de GC-MS et ’évaluation du pouvoir antioxydant de chaque extrait
obtenu par DPPH' et ABTS™, ont montré une meilleure qualité des produits obtenus par les
nouvelles technologies par rapport a ceux obtenus avec des techniques traditionnelles. En
effet, les extraits a I’eau sub-critique et au CO,-SC montrent le pouvoir antioxydant le plus
important.

Ensuite, nous avons étudié¢ quatre autres plantes d’origine tunisienne dont deux de la méme

famille que celle utilisée dans I’optimisation et deux autres d’une famille différente. Nous
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nous sommes intéressés uniquement a la fraction volatile, nous avons donc étudié
I’extraction de chaque plante par la méthode conventionnelle de I’HD et la nouvelle
technologie CO,-SC a 90 bar dans les conditions opératoires optimales déterminées dans
I’étude paramétrique, ainsi les résultats sont comparés par la suite en termes de quantité et de
qualité. Les résultats obtenus dans cette étude confirment bien I’efficacité¢ de la nouvelle

technologie d’extraction des principes actifs d’origine végétale.

Enfin, dans un contexte promouvant la chimie verte et le développement durable, les
nouvelles technologies, en utilisant des solvants ‘verts’ tels que le CO,-SC et I’eau sub-
critique, répondent aux exigences des industries pharmaceutique, cosmétique et agro-
alimentaire, et respectent les normes pour la protection de I’environnement. Par conséquent,
ces nouvelles technologies apparaissent bien comme la meilleure solution alternative et la

plus efficace face a ces défis de 1’industrie moderne.

A I’issue de ces travaux menés tout au long de cette thése, un certain nombre de pistes de
recherche sont a notre portée et méritent d’étre expérimentées. En voici quelques-unes :

e L’extrapolation de ces résultats et le développement de ces procédés a 1’échelle
industrielle nous semblent trés importants dans des domaines tels que les industries
pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire.

e La modélisation du processus d’extraction a I’eau sub-critique pour en améliorer la
capacité d’extraction.

e La modélisation du processus d’extraction au CO,-SC a haute pression pour en
améliorer I’extraction des antioxydants naturels.

e La valorisation des extraits de ces nouvelles technologies par des tests sur les activités
biologiques telles que ’activité anticancéreuse et antipaludique.

e Le fractionnement de ces extraits et I’identification des molécules responsables de la

meilleure activité.
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Abréviations

dp: diaméetre de particule (mm)

T: Température (°C)

P: Pression (bar)

T: temps (min)

te. temps caractéristique de transfert de masse externe (s)

A: rapport volume / surface de la particule (m)

&: fraction de vide du lit de particules

k¢. coefficient de transfert de masse externe dans la phase fluide (m/s)

R: rayon de particule

t; . temps d’extraction

q' : débit spécifique de CO; référé a la masse du solide

G : fraction de cellules facilement accessible

K., : coefficient de partage du soluté (kg plante/kg solvant)

Oy, : rapport entre le temps caractéristique de transfert externe t et le temps de séjour t,
v: (-pr €/ ps (1-€)) rapport massique solvant / solide dans l'extracteur

qini - teneur initiale du soluté dans le solide

teomb.i : temps caractéristique de transfert de masse combiné

ti . temps caractéristique de transfert de masse interne

u : vitesse superficielle du fluide supercritique (m/s),

C : concentration de I'huile volatile dans le solvant (g/g),

Co : concentration de l'huile volatile dans le solvant, au début du processus d'extraction
(correspond a I'équilibre avec la concentration en phase solide initiale qq),
q: concentration de 'huile volatile dans la phase solide (g/g),

t : temps d'extraction,

z : coordonnée axiale du lit d'extraction,

Keq : constante d'équilibre (K¢q = 1/Kp, ou

K, : constante d'équilibre utilisée dans la modélisation de Sovova ,

¢ : fraction de vide du lit et ps est la densité¢ du maticre végétale, et

Dy : coefficient de dispersion axiale (m%/s).

qp: concentration moyenne d’HE dans la plante a un temps ‘t’.

x: distance le long de la direction de diffusion.
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D.ss : coefficient de diffusion effective.

r : fraction d’huile facilement accessible

N : masse de la matiére végétale, kg

Xj : concentration massique d’huile dans les cellules intactes, g huile/kg Ms
Xp : concentration massique d’huile dans les cellules cassées, g huile/kg Ms
Ny : masse d’eau, kg

Xy : concentration massique d’huile dans 1’eau bouillante, g huile’kg Ms

Q : Débit de vapeur, kg/s

Xy : concentration massique d’huile dans la phase vapeur, g huile/kg vapeur
Xs : concentration massique d’huile restant dans I’hydrolat, g huile/kg eau
A : (= Volume/surface) dimension caractéristique des particules

X, : concentration massique d’HE non traitée, g huile/kg Ms

ky : coefficient de partage liquide-vapeur

ky : coefficient de partage liquide-cellules cassées

v : (= Nw/N) rapport eau/ mati¢re végétale, kg/kg

k : coefficient de transfert de masse dans le noyau des particules, m/s

t : temps d’extraction, s
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Résumé

Extraction et purification de substances naturelles : comparaison de

P’extraction au CO,-supercritique et des techniques conventionnelles

Ce travail concerne I’extraction de substances naturelles d’origine végétale en utilisant des
procédés « verts » tels que 1’extraction au CO, supercritique (CO2-SC, de 90 a 1000 bar) et
I’extraction a 1’eau sub-critique (SWE). Ces procédés sont une alternative a
I’hydrodistillation (HD) et I’extraction par solvant (SE) traditionnellement utilisés dans
I’industrie des produits naturels. La majorité du travail a été réalisée sur I’espece Tetraclinis
articulata ou les performances des procédés, CO2-SC , HD, SWE et SE, ont été optimisées
puis comparées en termes de rendement, composition chimique, durée..., et en particulier
activité antioxydante des extraits (évaluée par les tests ABTS®" and DPPH"). La plus forte
activité antioxydente a été mise en évidence pour les extraits CO2-SC, ceci étant trés
probablement dii & une moindre dégradation thermique, comme 1’a indiqué la comparaison
des compositions chimiques. La CO,-SC basse pression (90 bar) a permis d’obtenir un extrait
de bonne qualité¢ et, pour ce cas, une modélisation a été proposée pour comprendre et
identifier le mécanisme limitant qui s’est avéré étre 1’équilibre solide-fluide. La modélisation
de I’hydrodistillation a également été proposée, basée sur le modele de Sovova . Ensuite,
I’approche a été étendue a d’autres plantes : Eucalyptus cinerea, Eucalyptus Camaldulensis,

Cypres sempervirens et callitris.

Mots clés : CO, supercritique, eau sub-critique, hydrodistillation, antioxydants, Tetraclinis

articulata,



Abstract

Extraction and purification of natural substances: comparison of

supercritical CO, extraction and conventional techniques

This work has dealt with extraction of natural substances from plants using "green" processes
such as supercritical CO, extraction (CO,-SC from 90 to 1000 bar) and extraction with
subcritical water (SWE). These processes are an alternative to hydrodistillation (HD) and
solvent extraction (SE) traditionally used in the natural products industry. Main part of the
work was done on the species Tetraclinis articulata, and performance of the different
processes, CO,-SC, HD, SWE and SE, were optimized and compared in terms of yield,
chemical composition, duration ... and especially antioxidant activity of extracts (assessed by
the ABTS™ and DPPH’ tests). CO,-SC extracts exhibited the strongest antioxidant activity
and comparison of chemical compositions of the different extracts indicated that this is very
probably due to lower thermal degradation of active molecules. For low pressure CO,-SC (90
bar), a model was proposed to understand and identify the limiting mechanism that proved to
be solid-fluid equilibrium. For hydrodistillation, modelling, based on the Sovova ’s model
was also proposed. Then, the approach was extended to other plants: Eucalyptus cinerea and

Eucalyptus camaldulensis, Cypres sempervirens and Callitris.

Keywords: Extraction, supercritical CO,, subcritical water, hydrodistillation, antioxidant,

Tetraclinis articulata,
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Annexes

Tableau VI. 11: Composition chimiques (CG-MS) des fractions volatiles de 7. articulata

obtenu par HD, Soxhlet, eau sub-critique (SWE) et CO,-SC

Type de méthode d'extraction

CO,-SC Soxhlet HD

Débit (g/min) 20 20 5 20 20 r(r);li)/zs

Température (°C) 40 60 40 40 40 - - - - -

Pression 90 90 90 280 1000

Solvant coO, CO, CO, CO, CO, Eau EtOH EtOH EtOH Hexane Eau

(Tn‘;f‘l‘lﬁ’s @extraction 55 35 30 30 30 30 240 360 480 480 180

ﬁ:}’;“g";‘d‘;‘t global ¢ 16 06 212 268 274 404 061
KI  Composés N°l N°2 N°3 N4 N°5 N°6 N°7 N°8 N°9 N°10  N°11
906  Santoline triéne 085 0,67 0,23 nd nd nd 0,08 0,1 0,09 0,17 0,39
931 Artemesia triéne 0,8 0,47 0,25 nd nd nd 0,11 0,11 0,09 0,19 0,6
936 a-pinéne 31,32 21,92 9,35 nd nd 1,08 2,68 3,14 2,63 6,79 24,9
940 Cumeéne 0,33 0,14 0,24 nd nd nd nd nd nd nd nd
953  a-fenchéne 022 0,14 0,08 nd nd 0,09 nd nd nd 0,06 0,14
958 Camphéne 0,49 0,37 024 nd nd 0,08 0,1 0,13 0,1 0,17 0,45
967  B-thujéne 2,64 1,56 0091 nd nd 0,61 045 0,53 0,43 0,68 1,99
973 rlr;ft;lh}?;;:r_lzéne 043 022 029 nd nd nd nd nd nd nd nd
983 trans-iso limonéne nd nd nd nd nd nd 5,85 8,19 7,28 4,93
990 myrcéne 0,17 0,06 0,12 nd nd 0,97 nd nd nd nd 0,48
1004 pseudo limonéne 0,26 0,16 0,16 nd nd nd nd nd 3,22 0,37
1008  3-caréne 339 23 1,5 nd nd 0,11 nd nd nd 3,32 3,44
1012 a-terpinéne nd nd nd nd nd nd 13,36 16,65 13,87 421 0,12
990 myrceéne 0,17 0,06 0,12 nd nd nd nd nd nd nd 0,48
1037 limonéne 0,16 0,09 0,1 nd nd nd 0,11 0,15 0,13 0,1 0,18
1047 3-Méthyl-1-decéne 0,13 0,12 0,16 nd nd nd 0,05 0,07 nd 0,07 nd
1068 isoterpinoléne 0,26 0,14 0,16 nd nd 0,28 026 035 0,28 0,25 0,46
1077 éthyle maltol nd nd nd nd nd nd 0,32 0,36 0,27 0,29 0,26
1079 alcool artemisia 0,19 0,17 0,25 nd nd nd nd nd nd 0,12 nd
1089 a-terpinolene nd 0,08 nd nd nd nd nd nd nd 0,12 nd
1108 cis-thujone 022 0,18 025 nd nd 036 019 01 005 013 0,35
2y M8 007 015 026 nd nd 024 nd nd nd  nd 038
1128 a~campholénal 344 2,67 343 0,1 043 2,12 1,51 1,81 0,95 1,9 3,84
1132 isothujol nd nd 0,25 nd nd nd nd nd nd nd 0,17
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1148
1157
1159

1172

1193
1200
1232
1266
1279

1318

1327

1356

1370
1383
1400

1409

1435

1444
1455

1461

1474
1479
1494
1501
1516
1534

1557

1568

1588
1594
1613

1619

1626
1642

1660

1673
1678
1690

camphéne hydrate
isobornéol
B-terpinéol
3,5,5-Trimethyl-1,4-
cyclohexanedione
myrténal
Z-dihydrocarvone
cis-carvéol

linalool acétate
p-sec-butylphenol

(Z)-3-Hexenyl 2-
methyl-(E)-2-
butenoate

Trans-pulegone
oxyde

a-cubébéne

Cyclosativene
B-bourbonéne

Y-caryophylléne

aromadendréne
o-trans-bergamoténe

a-caryophylléne

a-patchouléne

alloaromadendréne

¥-muuroléne

Y-curcumeéne

a-zingiberéne
a-amorphéne
a-selinéne

incisol

caryophylléne alcool

caryophylléne oxyde

-oplopenone
cedrénol
1-épi-Cubénol

trans-
isolongifolanone

¥-eudesmol
spathulénol

14-Hydroxy-9-epi-
(E)-caryophylléne

Cedr-8-en-13-ol
cis-a-santalol

juniper camphor

1,25
nd
0,18

nd

0,23
0,18
0,15
18,18
nd

0,38

nd
0,48
7,55

nd
0,58
2,14
1,39
0,32
0,17

1,06

1,82

nd
0,48
0,52

nd

0,58
0,43
0,14

nd
0,44
nd

1,67
nd
0,2

0,14

0,2
0,13
0,12
15,78

nd

0,17

0,79

1,15

1,73
5,43
nd

1,51

0,08
0,61
11,8
nd
0,78
3,52
1,98
0,35
0,46

3,23

2,88

nd
0,96
1,23

nd
1,01
0,77
0,29

0,1
1,07
nd

2,51
nd
0,22

0,26

0,41
0,26
nd
17,69
nd

0,33

0,96

1,22

0,65
1,9
5,81

nd
1,63

nd
0,75
10,86

nd
0,63
4,75
2,76
0,31
0,44

2,43

4,04
nd
1,12
1,67
0,15
1,35
1,05
0,23
nd

1,36
0,52

nd
nd
nd

0,09

nd
nd
nd
1,72
nd

nd

0,31

0,47
nd
nd

2,05

nd
0,59

nd
nd

1,41

5

nd
nd
2,38
nd
nd
nd

nd

2,45

nd
1,03
2.12

nd

0,77
0,5

nd
1,24
nd

nd
nd
nd

0,14

nd
nd
nd
nd
nd

nd

nd

nd

nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

nd

nd
nd
nd

nd

nd
nd

nd

nd
nd
nd

0,46
nd
0,89

1,12

nd
nd
nd
2,84
nd

nd

0,98
221
0,44
34
0,26
0,56

nd
nd

3,79

0,96
1,87
0,74
nd
0,44

nd

1,08

nd

1,26
nd
0,25
0,69
0,09
0,45
03
0,58

1,1
0,29
nd

0,28

0,12
0,13
0,14
6,15
0,06

nd

0,61

0,9

122
1,51
nd

0,53

0,06
0,84
nd
0,68
nd
3,96
nd
nd
0,73

nd

4,21

nd
1,56
1,17

nd
1,73

1,5
0,48

nd
2,41
0,65

1,57
0,35
nd

0,41

0,2
0,24
0,18
5,52

0,1

0,11

0,53

0,73

0,36
0,75
1,68

nd
0,51

0,08
nd

2,04

0,64
nd
2,93
nd
nd
0,7

nd

2,44

s

nd
1,2

b}

0,95
nd
1,53
1,52
0,5
nd

2.8
nd

0,78
nd
0,36

0,28

0,09

0,11
nd

2,48
nd

0,1

nd

0,7
0,23
0,67
1,35

nd
0,4

0,06
nd

1,38

0,49

0,52

nd

2,2

s

nd
0,93
0,84

nd

nd
2,24
nd

1,33
0,16
nd

0,37

nd
0,16
0,14
7,44
0,07

nd

0,67

0,95

0,37
1,14
1,71

nd
0,54

0,06
nd

2,03

0,47
nd
4,03
nd
nd
0,66

nd

3,54

nd
1,16
0,92

nd

1,12
1,47
0,42

nd
2,19
0,13

4,36
nd
0,73

1,41

0,08
0,34

21,44
0,58

nd

1,53

0,26
0,16
0,44
2,53

nd
1,04

0,13
0,18

1,14

0,35
0,43
0,53
1,64
nd
0,59

nd

4,24

0,38

2,83
0,42

2,56
2,37

0,97

0,23
1,74
nd
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1717 (Z)-2-Heptadecene 0,22 0,4 0,74 nd nd 0,3 1,1 1,64 1,39 1,55 nd

1729  cis-B-santalol nd nd nd nd nd 0,12 1,13 nd 0,69 nd
1761 1,10- nd nd nd 0,88 nd 0,23 0,88 nd nd nd 0,08
Dihydronootkatone ’ ’ ’ ’
1778 Platambin nd nd 0,31 nd nd 1,69 1,96 2,82 1,9 0,82 nd
1789 4-Hydroxy-alpha- nd 04 nd nd nd 0,71 0,76 049 036 nd
muurolene
1799 Alloaromadendréne 404 ng nd 03 035 047 049 015  nd
oxyde
1928 16-hexadecanolide nd nd 0,31 0,43 0,78 0,18 0,41 0,22 nd 0,15
1962 acide palmitique nd nd 298 36,19 4,19 2,69 1,32 2,2 1,52 nd
1991 manoyl oxyde 0,13 0,37 0,5 nd nd 1,65 0,59 0,36 0,43 0,66 0,26
2008 Kaur-16-éne 0,14 0,38 0,48 nd nd 0,77 0,53 0,36 0,68 0,56 0,1
2053 abietatriéne nd 0,2 0,4 nd nd 0,84 0,84 0,56 0,67 0,47 0,32
2095 Heneicosane 0,4 0,4 0,59 3,66 nd 1,52 2,26 2,01 2,2 2,53 0,09
2135 1R-pimaral 0,13 0,16 0,27 6,09 nd 2,16 2,14 nd 1,83 nd 0,27
2143 cubiténe 0,22 0,3 0,58 nd nd nd 1,55 1,47 2,33 1,65 nd

2187 cembréne A ketone 0,25 049 0,95 1,37 nd 1,42 1,04 1,01 0,93 1,27 0,14

15-ripperten-3alpha-

2216 041 094 1,62 2,11 nd 2,55 2,2 1,76 2,85 2,73 0,52

ol
2223 trans-totarol 0,12 0,19 0,32 nd 0,29 nd
2274 larixol nd nd nd 217 nd 057 068 066 075 063 nd
2288 ni nd nd nd 1029 nd 515 033 044 044 0,4 nd
2311  trans-totarol nd nd nd 485 005 087 0,67 052 074 0,62 007
2368 Z"f;‘;f]ﬁ;l‘?}'”'oh nd  nd - nd 228 249 039 443 1,73 654 3,73 nd
nd nd nd nd
2383 I{;’g(’;gyﬁgilg;f 777 2553 11,89 1,6 253 579 456
2473 ni nd nd nd 144 135 1564 256 299 286 228 nd
2922 acide abiétique nd nd nd nd 031 nd 441 568 568 051 nd
2925 ni nd nd nd nd 1,05 nd 489 38 626 546 nd
Podocarp-8(14)-en- nd nd nd nd nd nd nd nd
2930 15al, 13a-methyl-13- 10,79 nd 425
vinyl
ni (M=410) nd nd nd nd 0,73 0,14 nd nd nd nd nd
ni (M=552) nd nd nd nd 2,14 052 nd nd nd nd nd
ni (M=618) nd nd nd nd 896 127 nd nd nd nd nd
ni (M=296) nd nd nd 734 798 838 nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd
Nombre de composés 56 60 62 29 14 57 66 65 63 68 56
}Iiﬁgf:rr;’g:: 40,73 28,02 1322 0 0 322 23 2935 249 2421 34
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monoterpenes

s 6,92
oxygenés
hydro'carbt‘lres 2148
sesquiterpenes
sesqurlte’rpenes 5.64
oxygeneés
autres 21,14
Total 96,24

6,28 8,8

28,94 31,27

12,42 14,67

20,26
96,06

25,49
93,69

041 043

6,9 0

8,99 0

67,55
83,85

97,711
98,14

505 4,15 5,08

14,23 9,7 9,72

7,48 18,34 16,82

64,96
94,94

41,49
96,68

35,78
96,75

2,34 4,68
8,41 11,3
12,28 13,63
52,46 39,3
100,39 93,12

12,36

8,83

18,41

25,03
98,63

Tableau VI. 12 : Composition chimiques (CG-MS) des fractions volatiles d’E. cinerea

et E. camaldulensis obtenu par HD et CO,-SC

E. Cineria- E. Cineria- E. E. camaldulensis-
HD CO,-SC camaldulensis- CO,-SC
HD

RI Composés % % % %
928 a-thujéne nd nd 0,17 nd
937 a-pinéne 4,07 nd 7,88 nd
952 camphéne 0,15 nd 0,12 nd
962 1-Ethyl-4-méthylbenzéne nd 0,35 nd nd
982 B-pinéne nd nd 0,11 nd
997 1,2,3-Triméthyle benzéne nd 0,43 nd 0,16
1007  o-phéllandréne 0,17 nd 0,21 nd
1018  a-terpinéne nd nd 0,13 nd
1025 p-cyméne 1,52 0,37 17,14 0,90
1029  limonéne 3,05 nd 5,06

1033 1,8-cinéole 64,89 16,1 45,71 1,74
1055  y-terpinéne 0,08 nd 0,27 nd
1070  artemisia kétone 0,08 nd nd nd
1084  o-terpinoléne 0,17 nd 0,25 nd
1092 linalole 0,17 nd 0,19 0,13
1109  fenchole 0,20 0,26 0,21 nd
1114  1S-B-fenchol nd nd 0,27 0,29
1132 a-campholénal 0,51 0,53 1,19 0,33
1140  veratrole nd nd 0,21 nd
1154  2-Méthyle-1- 0,04 nd 0,33 nd

phénylpropan-2-ol

1156  Iso-bornéole 0,64 0,94 0,34 nd
1166  lavandulole 0,45 0,59 1,46 0,88
1172  éthyle benzoate 0,04 0,58 0,16 nd
1174  myrtanal 0,38 nd 3,36 4,38
1177  terpinén-4-ol 4,30 5,34 0,56 nd
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1192
1202
1210
1213
1222
1226
1235
1254
1266
1274
1281
1289
1291
1292
1318
1330
1344
1356
1366
1374
1377

1383
1401
1413
1421
1453
1456
1458
1477
1483
1492
1517
1520

1528
1538
1545
1555
1564
1573
1587
1603
1616
1632

cis-pipéritol
E-dihydrocarvone
trans-carveol
verbénone
cuminaldehyde
eucarvone

néral

carvénone
p-tert-butylphenol
perilla aldéhyde
méthyl nerolate
Undecan-2-one
1-Tridecene

thymol
P-menth-1-en-8-ol
p-Mentha-1,4-dien-7-ol
2,6-Dimethoxyphenol
citronellyl acétate
3-phenylpropyl acétate
longicycléne

trans-4,5-Epoxy-(E)-2-
decénal
B-bourbonene

longifoléne
Iso-caryophylléne
B-gurjunéne
a-caryophylléne
[-acoradiéne
(E)-2-Dodecenal

y-muurolene

(E,E,Z)-2,4,7-Decatrienal

anisic acide

cubébol

lilial

1,4-cadinadiéne
8,14-cedranoxyde
¢lémol

caryophylléne alcohol
trans-nerolidol
spathulénol
viridiflorol

cédrenol
trans-isolongifolanone

hinesol

nd
0,15
0,41
0,28
nd
0,06
nd
nd
nd
0,30

0,28
nd

0,11
0,07
nd
nd
nd
0,19
nd
nd
nd
nd
nd
nd

0,16
0,72
0,62
0,74
0,23
nd

0,25
0,16
nd

0,22

nd
0,22
0,74
0,26
nd
nd
nd
nd
nd
0,63
nd
0,16
0,39
nd
31,87
nd
nd
0,23
nd
0,33
nd

2,42
1,76
0,34
0,96

5,03
0,43
0,56
1,15
1,67
nd

nd

1,28
5,68
4,15
5,39
0,82
nd

1,68
0,61
nd

1,15

0,07
0,12
0,27
0,20
1,69
nd
0,19
0,45
0,40
0,54
nd
nd
nd
nd
0,17
nd
nd
nd
nd
nd
nd

0,09
0,54
nd
0,27
0,19
nd
nd
nd
nd
nd
0,35
nd

0,17
2,54
2,01
0,85
nd
nd
0,33
nd
nd
0,40

0,20
nd
0,33
nd
1,31
nd
0,36
nd
1,40
0,98
0,56
2,91
nd
nd
nd
0,91
0,56
0,59
nd
nd
0,62

nd
2,52
nd
3,30
0,75
1,14
nd
nd
nd
0,33

1,31

43,79
6,30
nd
nd
1,80
nd
1,01
0,33
1,80
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1660  14-hydroxy-9-epi-E- nd 0,30 nd 1,63
caryophylléne
1714 cis-B-santalol nd 0,36 nd 3,05
1717  Z,Z-farnesol nd nd nd 2,21
1724  o-cypérone nd nd nd 2,09
1728 E-y-curcumen-12-ol nd nd nd 3,30
1754  E,Z-farnesol nd 0,47 nd 1,93
1766  dehydrovomifoliol nd nd nd 0,75
1774  guaiazulene nd nd nd 0,78
1800  5,13- nd nd nd 0,36
Diméthylheptadecane
hydrocarbures 9 1 31 1
monoterpenes
Monoterpénes oxygénés 81,21 57,47 57,72 13,80
hydrocarbures 0,53 12,69 1,61 7,71
sesquiterpénes
Sesquiterpénes oxygénés 2,94 20,62 6,13 69,65
Phénol 0 0 0 0,78
autres 0,32 4,96 0,37 6,99
Total 94,22 96,54 97,17 100

Estimation de la masse volumique de 7. articulata

Afin de déterminer la masse volumique de la matiére solide, on procéde de la maniére

suivante :

La masse volumique de la plante 7. Articulata est d’environ 815 kg/m”’.

On pese une quantité de plante (ms) et on la place dans une éprouvette graduée.

On ajoute un volume V., d’hexane (de masse volumique connue pjex, prex= 670

kg/m’) jusqu’a atteindre un volume connu V.

On pese de nouveau 1’éprouvette pleine et on note la masse m1;,;.

On calcule la masse d’hexane ajoutée (mye,=m,-m;) ainsi que son volume Vi = mje,/

Phex-

On cherche le volume de la matiére végétale Vs (Vs = Vip-Vier) €t on en déduit sa

masse volumique p,= my/V.
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Figure VI. 7 : Chromatogramme d’huile essentielle obtenu par HD et huile volatile

obtenu par CO,-SC de T. articulata.
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C. sempervirens C. glaucophylla

T. articulata

Figure III. : Image du MEB d'une section de différentes plantes

utilisées dans cette thése
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