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RESUME

L’objectif de ce travail, est d’optimiser 1’extraction par Soxhlet des
molécules bioactives du MarrubiumVulgare L. par un choix judicieux des conditions
optimales d’extraction en variant la puissance et la durée d’extraction en utilisant un
plan factoriel complet. L’effet du solvant (éthanol, dichlorométhane et éther de
pétrole), de puissance d’extraction et de la durée d’extraction ont été étudiés. Le
rendement, 1’énergie d’extraction et les teneurs en polyphénols les plus élevées ont
été obtenus dans les conditions suivantes : puissance 200W durant 140minutes. Les
résultats de I’optimisation montrent que 1’¢thanol est le solvant le plus efficace pour
I’extraction de molécules bioactives de Marrubium Vulgare L. Une étude
phytochimique a été réalisée pour voir les molécules bioactives que renferme le

Marrubium Vulgare L.

Afin de mieux valoriser notre extrait, nous avons choisi une forme
microparticules, Une optimisation des conditions de préparation tout en choisissant
les meilleurs ratios de polymeres et des autres excipients a été réalisée. Pour la
formulation de la microparticule, nous avons choisi la gélatine et la gomme arabique.
Les extraits éthanoiques de Marrubium Vulgare L. sont donc enrobés dans ces
polymeres par coacervation complexe. Chacune des expériences faites est évaluée en

termes de propriétés de capsules (rendement d’encapsulation et taux d’encapsulation).

Mot clé: Molécules bioactives, phytochimie, Soxhlet, activité biologique,
microparticules.



ABSTRACT

The main goal of this analytical study was focused on extracted compounds and
extraction conditions themselves. Soxhlet extractions were performed at two
extraction time and with two Energy. Soxhlet extraction technique is employed for the
extraction and separation of chemical constituents in the medicinal plant, Marrubium
Vulgar L. We use a general full factorial design with two factors such us extraction
time and the power of the extraction. The effects of solvent type (ethanol,
dichloromethane and petroleum ether), power and extraction time were studied. High
values of the yield, energy and total polyphenols were obtained at a power 200W
during 140 minutes. The optimization results showed that the ethanol was the most
efficient solvent for the Marrubium Vulgare L. molecules bioactive extraction. The
phytochemical study allowed isolating the main metabolites including those who are

major.

In the end, we encapsulate the Marrubium Vulgare L. extract by complex
coacervation of whey proteins and arabic gum. It focuses on the coacervation of
proteins and arabic gum in aqueous medium as well as the mechanisms involved in
the formation of microcapsules by complex coacervation. The influence of protein /
polysaccharide ratio and the other composition of the coacervate were studied. Every
one of experiences was evaluated in term of capsules properties (yield and

encapsulation efficiency).

Key word: bioactive molecule, phytochemical, Soxhlet, biological activity,

microcapsules.
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INTRODUCTION GENERALE

Les substances naturelles et les plantes en particulier représentent une immense source de
chimio diversité, avec souvent des structures tres originales dont une synthese totale et
rentable (complexité structurale, stéréospécificité...) est souvent difficile a réaliser voire
impossible. Ces derniéres années, nous assistons a un regain d’intérét des consommateurs
pour les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus
des, procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Et
ces principes actifs doivent étre mis sous la forme la plus appropriée afin d’avoir une

bonne administration et une efficacité optimale chez les patients [39].

La forme la plus appropriée et qui fait tant d’actualité est la microparticule. L utilisation
des microparticules a 1’échelle mondiale est considérable et ne cesse de s’accroitre
notamment sur le plan médical, environnemental et industriel. Les microtechnologies
constituent un champ de recherche et de développement important depuis le début du
XX1°™ siecle. Les microparticules présentent de nombreux avantages comme systémes
de libération de principes actifs, tels que la biocompatibilité, la biodégradabilité, la
stabilité physicochimique, le faible colt de fabrication, une capacité de charge importante
de principes actifs (PA) aussi bien lipophiles, qu’hydrophiles, que macromoléculaires
comme ’insuline, et un contrle précis de la libération des principes actifs incorporeés.
L’utilisation des microparticules est aussi tres diversifiée, telle qu’une utilisation par voie
sous-cutanée, topique, oral, intramusculaire ou pulmonaire [40].

Pour notre part, notre choix s’est porté sur la microencapsulation des extraits de
Marrube blanc ou Marrubium vulgare L. Le Marrube blanc est une source trés riche en
polyphénols que 1’on rencontre dans les feuilles. Elle est largement utilisée dans le bassin

méditerranéen pour ses nombreuses vertus thérapeutiques. Elle est employée par les




tradipraticiens contre le diabéte, les infections des voies respiratoires et les troubles de la
sécretion biliaire, les affections bronchiques aigués bénignes et les rhumes [41].

Ainsi donc, Defficacité de cette forme innovante qu’est la microencapsulation et les
effets de cette espéce endémique végétale sur les diverses pathologies nous ont donc
pousses a valoriser le Marrubium vulgare. Pour ce faire, nous avons structuré notre

travail comme suit :

- Aprés une introduction faisant le point sur I’extraction des molécules bioactives suivie
par une étude phytochimique détaillée de la plante se basant notamment sur la
caractérisation des molécules extraites majeures existant au niveau de la partie aérienne

qui fera donc I’objet d’une premiére partie.

- Dans un deuxiéme volet, nous aborderons la microencapsulation des extraits obtenus en
utilisant le procédé de coacervation complexe tout en les optimisant par le plan factoriel
complet. Dans le but de mieux comprendre le phénomene de coacervation complexe au
sein du couple de polymére gélatine/ gomme arabique. L’influence du ratio gélatine/
gomme arabique et de corps/ noyau ainsi que la quantité d’agent de durcissement a été
étudiée. Des observations microscopiques ont été faites pour faire la caractérisation avant
de faire des analyses granulométriques par traitement d’image. Ce dernier sera suivi

d’une conclusion générale présentant une synthése des résultats obtenus.




PREMIERE PARTIE

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Cette partie constitue une synthese bibliographique des différentes notions abordées
tout au long de cette étude.

Nous exposerons tout d’abord la place de la phytothérapie dans le monde actuel et les
différents types d’extraction. Ensuite, 1’extraction solide-liquide pour la matiere
végétale en abordant la question de la cinétique d’extraction. Puis, la caractérisation
physico-chimique des extraits naturels. Enfin pour terminer, la microencapsulation et

les proceédés de microenrobage.



CHAPITRE | : PHYTOTHERAPIE ET L’EXTRACTION, UNE MEDICINE
VIEILLE COMME LE MONDE

Marrun Abbud disait «La science, apres tout, n'est rien d'autre que I'expérience».

Depuis des années I’humanité ne cesse pas d’évoluer, de développer sa
condition de vie. Les hommes préhistoriques ont pu compter sur la nature pour
subvenir a ses besoins tel que, nourriture, abris. Ils découvraient trés tot dans leur
évolution que ces plantes ne représentaient pas uniquement une source d‘alimentation
mais pouvaient également soulager voire guérir certaines maladies. Les plantes
soignent, parfois trés rapidement, non seulement la fatigue, I’insomnie, les maux de
téte, la grippe, la toux, les rhumatismes, mais aussi de tres nombreuses maladies
chroniques parmi lesquelles on cite le diabete, la leishmaniose. Depuis des milliers
d'années, I'numanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son environnement, afin
de traiter et soigner toutes sortes de maladies, beaucoup d’études ont montré que ces
plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux
métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure
chimique et ils possédent un trés large éventail d'activités biologiques. Cependant
I'évaluation de ces activités demeure une tache trés intéressante qui peut faire I'intérét

de nombreuses études [1].

Le continent africain possede une diversité des plantes médicinales. Au travers des
ages, beaucoup de ces plantes ont été identifiées en fonction de leurs vertus
thérapeutiques et beaucoup d’entre elles se sont utilisées dans la médecine
traditionnelle pour le traitement des maladies. Aujourd'hui les principes actifs des
plantes sont des composants essentiels d'une grande partie de nos médicaments et
produits de soins [2]. Malgré les multiples progrés de la médecine moderne, il y 'a un
net regain d'intérét vis-a-vis de la phytothérapie. Selon OMS (Organisation Mondiale
de la Santé) plus de 80% de la population mondiale ont recours a la pharmacopée
traditionnelle pour faire face aux probléemes de la santé [3]. En effet sur les 300 000
especes végétales recensées sur la planéte plus de 200 000 especes vivent dans les

pays tropicaux d'Afrique ont des vertus médicinales [4].




I.1.Définition de la phytothérapie :

Traitement ou prévention des maladies par l'usage des plantes, la
phytothérapie fait partie des médecines paralleles ou des médecines douces. Ces
molécules bioactives extraites des plantes grace a leurs activites biologiques sont une

réponse concrete a plusieurs maladies qui touchent I’humanité.

I.2.Différents types de la phytothérapie :

= Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales
obtenus par extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthylique ou un autre
solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action
soutenue et rapide. lls sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de
gélules, de lyophilisats... [5].

= Homéopathie : a recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non
exclusive; les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant

d'origine animale et minérale.

= Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou
huiles essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses
familles de plantes, ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a

travers la peau.

= Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus

jeunes de végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

= Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et
la plus ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée; elle
utilise soit la plante entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs).
La préparation repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau :
décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous forme

plus moderne de gélule de poudre de plante seche que le sujet avale.




1.3.Les avantages de la phytothérapie

Actuellement, ’humanité s’oriente de plus en plus vers la phytothérapie.
Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
I'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution
quasi universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a
peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus. Malgré les énormes
progrés réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de multiples
avantages. N'oublions pas que de tout temps a I'exception de ces cent derniéres
annees, les hommes n‘ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de
maladies bénignes, rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la
malaria.

La phytothérapie qui repose sur des remeédes naturels est bien acceptée par
I'organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours
un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies

chroniques comme I'asthme ou l'arthrite [6].

L'action de la phytothérapie sur l'organisme dépend de la composition des plantes,
depuis XVIlléme siécle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a
isoler les substances chimiques qu'elles contiennent. On considére les plantes et leurs
effets en fonction de leurs principes actifs. La recherche des principes actifs extraits
des plantes est d'une importance capitale car elle a permis la mise au point de
médicaments essentiels.

Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par I'industrie pharmaceutique, il
est impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria
ou sans la diagoxine qui soigne le cceur, ou encore I'éphédrine que 1'on retrouve dans

de nombreuses prescriptions contre les rhumes [6].

Aujourd’hui, la thérapeutique continue de recourir aux plantes de deux fagons :

1. pour P’extraction industrielle de substances naturelles pures, destinées le plus
souvent a des indications thérapeutiques majeures : prise en charge de la

douleur (morphine), traitement des cancers (paclitaxel, vinblastine), traitement




du paludisme (artémisinine), etc.

2. en nature ou sous la forme de médications familiales simples ou plus
innovantes (poudres, extraits, etc.), généralement utilisées dans les pathologies
mineures ou en thérapeutique d’appoint : c’est le champ actuel de la
phytothérapie. “ Médecine douce ” pour les uns, “ placébothérapie ” pour les
autres, elle connait un large succes. Apres évaluation clinique, et sous réserve
que la balance bénéfices-risques soit favorable, divers médicaments de
phytothérapie constituent une possibilité parmi d’autres de prise en charge de

certaines de ces pathologies du quotidien.

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant la securité et
I’efficacité des produits chimiques utilisés en meédecine. Face aux limites
thérapeutiques, des antibiotiques classiques ont poussé les scientifiques a orienter les
recherches vers des nouvelles voies et surtout 1’utilisation des principes actifs des

plantes (composés phénoligues, alcaloides, huiles essentielles etc.).

La flore Algérienne est caractérisee par sa diversité florale Méditerranéenne, Sahara et
une flore Paléo Tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartiennent a plusieurs
familles botaniques, dont 15% endémique [7]. Ce qui a donnée a la pharmacopée
traditionnelle une richesse inestimable. Parmi celle-ci, Marrubium Vulgare L., sujet
de ce mémoire, ont été choisies pour leurs vertus thérapeutiques dans le but d’évaluer

de ces extraits par microencapsulation.




CHAPITRE Il : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DES PLANTES
SELECTIONNEES

I1.1.Marrubium Vulgare

Le genre Marrubium appartient a la famille des lamiacées, comprenant plus de
30 especes différentes largement distribués dans les régions d’Europe, d’Afrique du
Nord et d’Asie [8].
Le Marrube vulgaire est une Arbuste, d’aspect blanchatre trés rameux, a poils laineux
appliques, a feuilles petites en coin a la base et portant quelque dents au sommet,
fleurs en petites glomérules a 1’aisselle des paires de feuilles, corolle petite par apport

au calice tubuleux, celui-ci s’accroissant considérablement par sa partie supérieure en

formant autour du fruit une auréole membraneuse [9].

Figure 11.1. Marrubium Vulgare L. dans son environnement d origine

11.1.1. Taxonomie et Origine

Tableau I1.1.Selon Judd et al. (2002) la position systématique de 1’espéce Marrubium

vulgare est :

Regne Végétale
Embranchement Angiosperme
Classe Eudicotylédones
Sous-classe Gamopétale




Ordre Lamiales

Famille Lamiacées
Genre Marrubium
Espéce Marrubium Vulgare L.

Les noms donnés a la plante sont les suivants : en Algérie est connue par le nom
Marriouth (Quezel et Santa, 1963), Merriwt au Maroc (Bellakhdar, 1997),
Marroubia en Tunisie (Boukef, 1986). En Anglais : Harehound, en Italien :
Marrubbio. Selon (Bonnier, 1909), le Marrube est composé de deux mots hébreux :

mar, rob, suc amer.

11.1.2.Distribution géographique

Elle pousse dans toute 1’Afrique du Nord et presque dans toute 1’Europe, au
centre et au Sud-ouest de I’Asie et aux Canaries. Elle est naturalisée dans I’ Amérique
du Nord et dans I’ Amérique du Sud [10].

I1.1.3.Etat de ’art de Marrubium Vulgare

11.1.3.1. Utilisation traditionnelle et usage thérapeutique

Dans I'Egypte de la haute Antiquité, le Marrube blanc était déja reconnu pour
ses propriétés apaisantes contre la toux. On s'en servait également comme insectifuge
et comme antidote contre plusieurs poisons. Les Grecs de I'Antiquité l'utilisaient
contre les morsures de chiens enrages. En médecine ayurvédique (Inde), chez les
aborigenes d'Australie et les Amérindiens d'’Amérique du Nord, le Marrube servait a
traiter les infections des voies respiratoires.

Selon la commission allemande, elle est utilisée dans le traitement des dyspepsies et la
perte d’appétit. Selon la commission européenne elle est efficace dans les cas de
bronchites, les catarrhes des voies respiratoires, les dyspepsies et la perte d’appétit.

Cette plante est traditionnellement utilisée dans le traitement symptomatique de la
toux et au cours des affections bronchiques aigues et bénignes. Elle est considerée

comme expectorante et fluidicatrice des sécrétions bronchiques en cas de toux




productive. Elle donne des résultats satisfaisants dans le cas des bronchites et les

inflammations de la gorge, elle pourrait étre antispasmodique et tonique amer.

Selon les populations anciennes, le Marrube aurait une action hypoglycémiante [11-
12]. Cependant, les résultats d’un essai conduit récemment au Mexique sur 43 sujets
diabétiques qui résistaient au traitement classique révélent que le Marrube n’a pas eu
d’effet significatif sur la glycémie [13]. La prudence s’impose tout de méme pour
I’heure. Il n’y a pas eu sur le Marrube d’essais cliniques en double aveugle. Ses
usages sont des usages traditionnels bien établis et des études pharmacologiques sur

[’animal.

11.1.3.2. Quelques travaux réalisés sur Marrubium Vulgare

11.1.3.2.1.Quelques molécules isolées de Marrubium vulgare

L’espéce Marrubium vulgare est trés intéressante du point de vue chimique,
des recherches ont été¢ effectuées ce qui a permis d’isoler un grand nombre de
substances connues pour leurs diverses activités biologiques, a titre d'exemples, les

diterpénes, les flavonoides, les huiles essentielles, les iridiodes glycosilés.

11.1.3.2.1.1. Les diterpenes et les phenyléthanoides glucosididiques

Une recherche bibliographique exhaustive faite sur I’espéce Marrubium vulgare nous
a permis de révéler la présence des diterpenes et les phenyléthanoides glucosidiques

ou elle contient un principe amer dd a la présencede y-lactone [14].

Francoise et collaborateur [15] ont pu isoler cing composés phenyléthanoides
glucosidiques. Les mémes résultats ont été obtenus par Sevser et collaborateur (Finar,
I., 1994). Ces structures sont : Acteoside (voire structure 11.1.), Forsythoside B (voire
structure 11.2.), Aenarioside (Structure 11.3.), ballotetroside (Structure 11.4.), et un
phenylethanoide non glucosidique ; (+) E-Caffeoyl-L-malique acide (structure I1.5.).

Ces composés ont été trouvés dans les parties aériennes de 1’extrait butanolique.
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Structure 11.1.Acteoside
R'=H,R*=H,R=H

Structure 11.2.Forsythoside
R1= R2= H, R3= B-Apiosyl
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Structure 11.3. Aenarioside: R1= -D-Xylose,
R2=H

Structure 11.5(+) E-Caffeoyl-L-malique acide
Structure 11.4. ballotetroside : R1= 3-D-Apiose,

R2= a-L-Arabinose

Une autre étude plus récente effectuée sur I’extrait méthanolique des parties aériennes
du Marrubium vulgare (Sevser.S., et al 2002) a révélé deux produits
phenylethanoidique le premier:3,4-dihydroxy-p-phenylethoxy-O-[p-Dapiofuranosyl-
(1—2)-a-Lrhamnopyranosyl-(1 ——=3)]-[B-Dapiofuranosyl-(1—s 6)]-4-O-caffeoyl-
B-D-glucopyranoside Structure 11.6 = Marruboside, le deuxieme composé est

Marruboside acétylé Structure 11.7.
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Structure 11.6. Marruboside: R=H, R1= 3-D-Apiose

Structure 11.7. Marruboside acétylé: R=Ac, R1= 3-D-
Apiose

Ces structures sont identifiées par les différentes méthodes d’analyse spectroscopique
UV, RMN et spectrométrie de masse ESI-MS.

Popa et collaborateur [16] ont pu isoler deux composées diterpenique : Marrubiol
Stucrture 11.8, 13-Labdene-8, 15-diol ;(58, 8a, 13E)-form Structure 11.9.

OH

Stucrture 11.8 : Marrubiol Structure 11.9 13-Labdene-8, 15-diol ;(58, 8a,
13E)-form

Ces structures ont été identifiées par IR spectroscopie.

Un autre travail récent réalisée par Sanae et collaborateur [17] a permis de

déterminée ’activité de relaxation du marrubiol.

M.S.Henderson et collaborateur (Marrubium vulgare L. J.Chem. Soc. (C), 2014-2015,

1969) ont pu isoler un produit majoritaire de 1’extrait acétonique des parties aériennes.
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Il s’agit de : Premarrubiin Structure I11.10, comme on peut le I'obtenu par une petite

conversion de la Marrubiin par la chaleur.

..,\\\\\\0

‘.\\\\\\\\

Structure 11.10 : Marrubiim

Les dérivés Marrubiinique sont : Acide Marrubiinique structure 11.12, Marrubenol
(structure 11.8), Acide Marrubiinique benzyle ester structure 11.13, Acide

Marrubiinique méthyle ester structure 11.14.

& ¥coor by COOCH; OH

Structure 11.14. Acide
Structure 11.12.Acide Structure 11.13. Acide

Marrubiinique benzyle ester Marrubiinique methyle ester

marrubiinique

11.1.3.2.1.2. Les flavonoides
Nawwar M.A.M., et al., a pu isoler apigénine et lutéoline dans leur ceuvre intitulé

Flavonoid lactates from leaves of Marrubium Vulgare en 1989.
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Structure 11.15. les Flavonoides du Marrubium vulgare

11.1.3.2.1.3.Phénylpropanoides esters

Papoutis Z.,et al., a isolé les verbascosides en 2006 dans leur ceuvre qui s’intitule

Acteoside and martynoside exhibit estrogenic/antiestrogenic properties.

Structure 11.16.R1 = R2 = R3 =H: verbascoside (acteoside)

11.1.3.2.2. Activités biologiques de Marrubium Vulgare

Les vertus curatives de I’espéce Marrubium vulgare sont sans doute liées a I’existence
de certaines substances chimiques dans la totalité de la plante.

En Décembre 1990, Ezoubeiri et Aicha ont fait une étude sur la contribution a I'étude
phytochimique et antibiotique de marrubium vulgare, ils I’ont publié dans 1’Istitut

Marocain de I’Information Scientifique et Technique (IMIST).

En Mars 2002, Sevser Sahpaz et al ont fait une etude tout en publiant dans Journal of

ethnopharmacology d’Elsevier sur I’isolation et I’activité pharmacologique des
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esters de phenylpropanoides de Marrubium Vulgare L.

En 2007, Dellile L. et al., a mentionné dans les plantes médicinales d'Algérie que le

Marrubium Vulgare L. est aussi employé pour combattre la cellulite et I’obésité.

En 2011, Adel Kadri et al., ont publié dans African Journal of Biotechnology sur les
compositions chimiques et les activités antioxydants de I’huile essenticlle de

Marrubium Vulgare L. d’origine Tunisien.

En 2012, Boudjelal A. et al, ont publié dans une revue Fitoterapia sur 1’analyse des
compositions chimiques et 1’activité antidiabétique de Marrubium vulgare L. infusé,

ils ont vu que le marrube blanc est considéré comme antidiabétique.

Plusieurs etudes ont été effectuees sur le Marrubium Vulgare, en 2014, Mohammad
Bokaeian et al, a fait des publications dans Zahedan Journal of Research in
Medical Sciences en traitant des analyses phytochimiques et les activités

antibactériens in vitro sur les Staphylococcus aureus.

Une étude faite depuis 1842 (Marrubium vulgare L. J.Chem. Soc. (C), 2014-2015,
1969) indique la présence d’un composé majoritaire le Marrubiin dans le M.vulgare,
mais les études sont encore en cours par les chimistes brésilien C.Meyre-Silva et
collaborateur [18] pour déterminer 1’effet analgésique potentiel du Marrubiin et ses

dérivés.

14



CHAPITRE I11.EXTRACTION DES MOLECULES BIOACTIVES
CHAPITRE H11.L1.L’EXTRACTION SOLIDE-LIQUIDE
I11.1. Introduction

Parmi les différentes étapes que constituent 1’analyse et ’identification de molécules
bioactives, I’étape d’extraction, qui a pour but la désorption des molécules d’intérét
des sites actifs de la matrice végétale, est primordiale puisqu’elle déterminera la
nature et la quantité des molécules extraites et par conséquent le succés des étapes
suivantes. L’extraction de produits naturels est généralement de type solide-liquide,
c'est-a-dire qu’un solide, la matrice végétale, est mélangé avec un liquide, le solvant
d’extraction. Des méthodes dites traditionnelles, comme la macération, le Soxhlet,
I’hydrodistillation et 1’extraction par percolation ou par reflux, étaient jusqu‘ici
utilisées et considérées comme techniques de choix pour extraire les composés

naturels.

111.2. Définition :

L’extraction solide-liquide est I’opération fondamentale qui a pour but
d’extraire, de séparer, de dissoudre soit par immersion soit par percolation d’un
liquide, un ou plusieurs composants (liquide ou solide) mélangés a un solide. C’est
une opération de transfert ou d’échange de matiére entre une phase solide, qui

contient la matiére a extraire et une phase liquide, le solvant d’extraction [19].

La complexité de la structure et la variabilité (avec les saisons, les récoltes, . . .) de la
matiere végétale ainsi que la large variété des composes a extraire (différents poids
moléculaires, polarité, lien avec la structure, . . .) ont conduit a ’apparition d’une

grande variété de technologies d’extraction.

I11.1.3.Les différents procédés d’extraction des molécules bioactives a partir des

végétaux
111.1.3.1. Méthodes d’extraction conventionnelle

L’extraction est une séparation des parties actives de tissus végétaux ou

animaux des composants inactifs ou inertes a 1’aide des solvants sélectifs,
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traditionnellement de I’eau. Beaucoup de techniques ont été utilisées depuis toujours

comme : infusion, décoction, macération et la distillation.
111.1.3.2. Méthodes d’extractions innovantes

Plusieurs méthodes d’extraction vont étre décrites ci-dessous y compris celles par
fluide supercritique, par ultrasons et enfin par micro-ondes. Ce sont des techniques
qui répondent a bon nombre d’exigences actuelles en termes de durabilité, de

répetabilité et de respect de I'environnement, de vitesse et d'automatisation.

111.1.4.LES METHODES D’EXTRACTIONS SELECTIONNEES

111.1.4.1.EXTRACTION PAR SOXHLET

Lfextraction par Soxhlet, qui a ét¢ employ¢ pendant longtemps, est une technique
standard et la référence principale pour évaluer la performance d'autres méthodes
d'extraction solide-liquide. L'extraction par Soxhlet est une technique générale et bien
établie, et qui dépasse en performance les autres techniques conventionnelles

d'extraction, excepté dans le cas de I'extraction des composés thermolabiles [20].

Dans un systéme conventionnel de Soxhlet comme montré dans la figure 111.1, la
matiere végétale est placée dans une cartouche, et remplie de solvant frais condensé a
partir d'un ballon a distiller. Quand le liquide atteint le niveau de débordement, un
siphon aspire la solution de la cartouche et la décharge de nouveau dans le ballon a
distiller, portant les corps dissous extraits dans le liquide en bloc. Dans le ballon, le
corps dissous (soluté) est séparé du solvant par distillation. Le soluté reste dans le
flacon et le solvant frais passe de nouveau dans le lit de solide. L'opération est répétée

jusgu'a ce que I'extraction compléte soit réalisée.
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Figure III.1.Dispositif expérimental d’un extracteur Soxhlet

L'extraction par Soxhlet dépend fortement des caractéristiques de la matrice solide et

de la dimension des particules vu que la diffusion interne est souvent I'étape limitante

pendant I'extraction.

Les avantages de I'extraction par Soxhlet incluent :

Le déplacement de I'équilibre de transfert en mettant a plusieurs reprises le
solvant frais en contact avec la matrice solide,

Le maintien d‘une température relativement €levée d'extraction avec la chaleur
du ballon a distiller,

Aucune nécessité de filtration aprés 1°extraction. En outre, la méthode de

Soxhlet est trés simple et bon marché.

Cependant, cette méthode présente des inconvénients :

Le temps d‘extraction est long,

Une grande quantité de solvant est nécessaire,

11 est impossible d‘accélérer le processus par agitation,

La grande quantit¢ de solvant utilisée exige une étape d‘évaporation /
concentration,

La possibilité de dégradation thermique des composés cible ne peut pas étre
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ignorée vu que l'extraction s‘opére habituellement au point d'ébullition du

solvant pendant un temps assez long.

La grande quantité de solvant ainsi que la longue durée de 1‘opération ont conduit a de

larges critiques de cette méthode.

111.1.4.2.EXTRACTION ASSISTEE PAR ULTRA-SONS
111.1.4.2.1. Principe d’Extraction

Les ultrasons sont des ondes vibrationnelles mécaniques de fréquence allant de
16
KHz a 1 GHz pouvant se propager dans les solides, les liquides et les gaz. Dans un
milieu liquide, la propagation des ondes va générer des cycles successifs de
compression (haute pression) et de raréfaction (basse pression). Cette différence de
pression va générer des mouvements moléculaires au sein du milieu. Lors d‘un cycle
de raréfaction la distance entre molécules est augmentée et au-dessus d‘une certaine
distance, dépendant de chaque milieu, des bulles de cavitations vont se former. Ces
bulles vont croitre pendant les phases de raréfaction et diminuer pendant les phases de
compression (Fig. 111.3). La répétition de ces cycles va conduire a 1‘implosion des

bulles de cavitation, libérant ainsi une grande quantité d‘énergie.
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Figure 111.2. Représentation schématique de la croissance et de 1‘implosion d‘une

bulle de cavitation.
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Lorsque les bulles de cavitation sont formées a proximité d‘une surface solide
(Fig. 111-2) elles deviennent asymétriques, et 1‘implosion qui en résulte produit des
jets de liquide projetés a trés grande vitesse vers la surface du solide, ainsi qu‘une
augmentation locale de la température et de la pression. Dans le cas d‘une matrice
végétale, ces jets de liquides vont percer les parois végétales et permettre ainsi la

libération des molécules dans le milieu liquide.

Figure 111.3. Evolution d‘une bulle de cavitation a proximité d‘une surface solide.

L‘UAE est une technique peu onéreuse, utilisable avec n‘importe quel type de solvant
et simple a mettre en place. En effet, 1‘extraction peut étre réalisée de maniére tres
simple en utilisant un bain a ultra-sons - ce qui par-ailleurs permet d‘effectuer
plusieurs extractions simultanément - ou via une sonde ultrasonore combinée a un
agitateur. De plus, 1‘effet mécanique des ultra-sons sur la matrice végétale induit une
meilleure pénétration du solvant dans les cellules, ce qui améliore ainsi le transfert de
masse et augmente le rendement d‘extraction et la cinétique d‘extraction. Cependant
une dispersion non homogene de la phase solide peut contribuer a 1‘atténuation des
ondes ultrasons, et la zone qui subit les ultrasons est alors restreinte a une zone

localisée pres de 1°‘émetteur ce qui peut réduire le rendement d‘extraction.

111.1.4.2.2.Appareillage d’Extraction Assistée par Ultra-son

Cette technique consiste a soumettre la matiére premiere et le solvant a I'action
des ultrasons. Elle permet, en utilisant une technique simple avec une durée
d'extraction souvent réduite. L’ extraction par solvant assistée par ultrasons consiste a
traiter sous ultrasons un solide, sec ou humide, en contact avec un solvant comme
I’hexane ou 1’éthanol. Les ultrasons permettent d’accélérer I’extraction et de réduire le

ratio solvant/charge. Un paramétrage adapté (puissance, cavitation, température,
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agitation) conduit, pour des durées d’extraction sous ultrasons de 1’ordre de quelques
minutes, a des rendements obtenus en quelques heures par des protocoles
conventionnels. Cette mise en ceuvre extrémement courte préserve les composés les
plus thermolabiles (acides gras polyinsaturés, caroténoides, polyphénols, ardbmes,

alcaloides) des réactions de degradation traditionnelles.

L extraction par ultrason est une alternative peu colteuse, simple et efficace aux
techniques conventionnelles d'extraction. Les principaux avantages de l'utilisation des

ultrasons dans I'extraction de solide-liquide incluent :

= L‘augmentation de la cinétique et du rendement d'extraction,
= Réduction de la température de fonctionnement permettant I'extraction des

composes thermolabiles,

= Faible colt de l'appareillage et facilit¢ de l‘opération par comparaison a
d'autres nouvelles techniques d'extraction telles que I'extraction assistée par
micro-ondes,

= Possibilit¢ d‘utilisation de n'importe quel solvant ce qui permet d‘intervenir

dans 1‘extraction d‘une large variété de composés naturels.

Cependant, les effets des ultrasons sur I'extraction en termes de rendement et de
cinétique sont liés a la nature de la matrice végétale. La présence d'une phase
dispersée contribue a I'atténuation de vague d'ultrasons et la partie active des ultrasons
a l'intérieur de I'extracteur est limitée a une zone située dans la proximité immédiate
de I'émetteur ultrasonique. Par conséquent, ces deux facteurs doivent étre considérés

soigneusement dans la conception des extracteurs ultrasons.

L extraction par ultrason a été employée pour extraire a partir des plantes des

molécules actives telles que des huiles essentielles et des lipides [21,20].
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CHAPITRE IV : CARACTERISATIONS PHYSICO-CHIMIQUES DES
EXTRACTIONS NATURELLES

La complexité des extraits de plantes nécessite des techniques de séparation efficaces
pour identifier les diverses molécules d’intérét, avant d’étudier les différentes activités
biologiques d’une plante. Une fois I’extrait le plus représentatif obtenu, afin de faire
la mise en évidence des molécules existantes dans la plante, nous procéderons au

screening phytochimique.

IV.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de molécules
actives, c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique

globale des extraits [22].
IV.1.1.Dosages des différentes familles des molécules bioactives

IV.1.1.1.Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols a été effectué au centre de mesure de chimie a l'aide d'un
spectrophotomeétre a UV visible a double faisceaux, la technique a double faisceaux
nous aide a éliminer I'absorbance du blanc et donner directement la densité optique de
I'échantillon. Pour s'assurer que les résultats sont fiables, le dosage de chaque
composé phénolique a été réalisé en trois essais, aprés on a calculé la moyenne des

densités optique mesurées.

IV.1.1.2.Dosage des tanins condensés

Les tanins sont dosés selon la méthode colorimétrique de Folin Denis, décrite par
Joslyn, 1970. Il est basé sur la réduction de I'acide phosphomolybdique et tungstique
en milieu alcalin, en présence de tanins pour donner une coloration bleue dont

I'intensite est mesurée a 760 nm sous 1 cm d'épaisseur.
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IV.1.2.Méthode de séparation et identification des biomolécules
IV.1.2.1.Méthode chromatographique analytique

IV.1.2.1.1. GC-MS

Cette méthode de couplage est beaucoup utilisee dans de nombreux domaines :
agroalimentaire (aliment, eau), produits naturels (pharmaceutiques, médecine,

cosmétiques) et c’est tres efficace [23].

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
(CG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et 1’analyse des différents
constituants d’un mélange complexe. Il existe deux modes d’ionisation : 1’ionisation
par impact électronique (IE) et ’ionisation chimique (IC). Dans ce dernier cas, on
distingue I’ionisation chimique positive (ICP) et I’ionisation chimique négative (ICN).

1V.1.2.1.2.HPLC-UV

La détection UV-vis est le mode de détection couplé a la chromatographie liquide qui
est de loin le plus utilisé aujourd‘hui pour 1‘analyse des produits naturels possédant un
ou plusieurs chromophores. Les détecteurs UV-vis les plus communément utilisés
sont des détecteurs a barrette de diodes (DAD, Diode Array Detector), qui permettent
de suivre une analyse a plusieurs longueurs d’ondes simultanément, et d’enregistrer

les spectres d*absorption de chaque composé élué par la phase mobile [24].

IV.2.Méthode d’isolation et de purification

IV.2.1. Chromatographie sur colonne

Alors que toutes les autres méthodes chromatographiques sont habituellement
employées pour 1’analyse, la séparation ou la purification de faibles quantités de
produits, la C.C peut étre une méthode préparative ; elle permet, en effet, la séparation
des constituants d’un mélange et leur isolement, a partir d’échantillons dont la masse

peut atteindre parfois jusqu’a plusieurs grammes [25].
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1VV.2.2. La recristallisation

C’est une méthode de purification utilisée dans la plupart des cas pour les composés
pouvant se présenter sous forme de cristaux. Elle s’utilise méme sur de petites
quantités mais n’est pas utilisable avec les huiles et d’autres composés liquides. Le
principe de cette technique est base sur la solubilité des mélanges a separer. En effet,
lorsqu’on veut isoler ou purifier un composé présent dans un mélange par cette
technique, la premiére étape consiste a trouver le meilleur solvant de recristallisation.
On appelle meilleur solvant de recristallisation, le solvant dans lequel le produit a
cristalliser est peu soluble a froid et tres soluble a chaud alors que les impuretés sont
solubles a chaud et a froid. Par chauffage suivi immédiatement de filtration, on
élimine une partie des impuretés insolubles a chaud. Le refroidissement permet au
produit de cristalliser. La filtration suivante permet d’éliminer le solvant et la partie

des impuretés solubles a froid [26].

Remarque : Apres la purification des différents composés d’un extrait naturel, il

est obligatoire de déterminer la structure moléculaire.
IV.3.Méthode de détermination de la structure moléculaire de I’extrait
IVV.3.1.Spectrométrie d’absorption de I’ultraviolet et du visible

L’absorption des radiations lumineuses par la matiere dans la plage spectrale
s’étendant du proche ultraviolet au tres proche infrarouge, soit entre 180 et 1 100 nm,
a ét¢ abondamment étudiée d’un point de vue fondamental. Cette partie du spectre est
désignée par I’« UV/Visible », parce qu’elle englobe les radiations perceptibles par
I’ceil humain. D’une maniere générale elle apporte peu d’informations structurales,
mais elle a, en revanche, beaucoup d’applications en analyse quantitative. Les calculs
de concentration qui découlent de la loi de Beer et Lambert ont donné naissance a la
méthode connue sous le terme général de colorimétrie. Cette méthode apparait comme
le cheval de labour de tout laboratoire d’analyses. Celle-ci s’applique non seulement
aux composés qui possedent un spectre d’absorption dans le visible mais aussi a tous
ceux qui conduisent au moyen d’un réactif spécifique & un dérivé permettant une

mesure d’absorbance. Les mesures d’absorption peuvent se faire avec tout un choix
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d’appareils qui vont des comparateurs de couleurs et autres colorimeétres visuels

simples, aux spectrophotomeétres automatiques adaptés a I’analyse multicomposants.

Les spectrométres UV/Visible permettent d’obtenir le spectre des composés examinés
sous la forme d’un tracé de la transmittance, ou de 1’absorbance, en fonction des

longueurs d’onde repérées en abscisses, en nanometres.

IV.3.2. Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN)

C’est la technique de choix pour la caractérisation des molécules organiques ; elle
permet ’accés a des informations concernant le squelette et la fonctionnalisation des
molécules. Dans cette optique les données de la littérature constituent une base
intéressante permettant la comparaison avec les valeurs des déplacements chimiques
du carbone 13 des composés absents de nos bibliotheques de données, mais aussi elles
proposent les valeurs de déplacements chimiques de molécules « modéles » a partir
desquelles des reconstitutions de spectres sont possibles. La résonance magnétique
nucléaire ou RMN est une technique utilisée pour I’analyse des structures de
nombreuses molécules chimiques. Elle sert principalement a la détermination

structurale du squelette flavonoique ainsi que les différents substituants [27].
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CHAPITRE V : LA MICROENCAPSULATION ET LES PROCEDES DE
MICROENROBAGE, UN DEFI POUR LA TECHNOLOGIE PHARMACEUTIQUE

V.1. Introduction

Ces dernieres annees, les microparticules ont fait leur apparition dans de
nombreux domaines d’application aussi divers et variés que [’industrie
pharmaceutique, les cosmétiques, 1’agroalimentaire, les encres ou bien encore les
engrais [28,29]. La microencapsulation fait 1’objet d’un nombre croissant de

publications dans le monde scientifique depuis les années 1970.

La microencapsulation est une technologie a laquelle a recours un grand nombre
d’industries impliquées dans la fabrication de produits formulés; elle consiste a
incorporer une plusieurs molécules dans des petites spheres creuses ou poreuses de 10
a 500 micromeétres de diametre. Ces molécules sont alors protégées de
I’environnement et peuvent étre libérées hors de la microsphere, pendant des temps
plus ou moins longs variant de quelques heures a plusieurs mois, dans des conditions
précises de pH, de température, ou d’autres contraintes spécifiques. L’encapsulation

étant colteuse, il faut justifier son utilisation [30].

Les buts de ’encapsulation peuvent étre multiples : protéger une substance, masquer
une odeur ou bien encore permettre de contrbler, de déclencher et / ou de cibler la
libération d’un principe actif. La microencapsulation s’applique a de nombreux
domaines tels que 1’agroalimentaire, la pharmacie, les cosmétiques ou bien encore les
catalyseurs. Selon les propriétés d’usages recherchées des microparticules, les

techniques d’obtention peuvent varier.

Les avantages de la microencapsulation sont sa grande efficacité d’action, son action
longue durée, sa commodité¢ d’utilisation, sa réactivité retardée, la protection du
principe actif, la transformation de I’aspect de la substance (passage de 1’état liquide a
I’état solide), la possibilité de transporter un agent thérapeutique de fagon sélective

sur un site donné sans oublier le faible colt du procédé.
V.2. Différents types de microparticules

Les microparticules sont des systémes colloides développés principalement en

vue de leur utilisation thérapeutique. Selon la nature des élements qui les constituent
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et leur structure, il est possible de distinguer les liposomes, les microspheres, et les

microcapsules [31; 32].

Les procédés de microencapsulation permettent de préparer des

microparticules de deux types: (figure V.1.)

- Les microcapsules, la particule réservoir est constituée d'un cceur de matiére active
liquide (plus ou moins visqueux) ou solide, entourée d'une ecorce solide continue de

matériau enrobant. Les microcapsules ne sont pas nécessairement spheriques ;

- Les microsphéres, un réseau macromoléculaire ou lipidique continu formant une
matrice dans laquelle se trouve la matiere active finement dispersee, a I'état de

molécules, de fines particules solides ou encore de gouttelettes de solutions [33].

(@) (b)

Figure V.1. Types de microparticule (Microcapsule (a) et microsphére (b))

Les microparticules sont des structures réservoirs et sphériques. Elles sont constituées
d’un cceur généralement huileux entouré par une mince paroi de polymeére dont
I’épaisseur n’excede pas quelques nanometres. Le principe actif est également dissous
dans le cceur huileux, mais peut aussi étre absorbé a la surface des microcapsules.
Dans cette géométrie, les taux d’encapsulation peuvent étre particulierement élevés :
entre 85 et 90 % de masse de matiére active par rapport a la masse de microparticules
[33].

Les microspheéres sont des structures matricielles, de forme sphérique, constituées de
polyméres de préférence (bio) dégradables. Les premieres microsphéres ont été
développées par Birrenbach et Speider (1976) en utilisant le polyacrylamide réticulé,

un polymeére non biodégradable. Par la suite, les systemes biodégradables, a base de
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poly (alkylcyanoacrylate) (PACA), ont été développés par Couvreur et al. (1979).
Dans le cas de microspheres, le principe actif est soit incorporé a ’intérieur du réseau
polymeére durant la formation des microspheres, soit adsorbé a leur surface par
I’intermédiaire de liaisons de types hydrophobe, électrostatique ou covalente. Il est
libéré par simple diffusion ou a la suite de la biodégradation du polymére dans
I’organisme. Dans ce cas, les teneurs en matiere active sont moindre : de 1’ordre de 20

a 35 %, mais parfois ce taux peut atteindre 50% [33].
V.3.Procédés d’encapsulation

I1 existe plusieurs manicres de classer les procédés industriels d’encapsulation

suivant différents criteres [33].
o L’utilisation ou non de solvant organique,
o Lanature du milieu dispersant : liquide, gazeux ou a 1’état supercritique,
o Lutilisation de polymeres préformés, de lipides ou de monomeres,
o Le procéde utilisé pour réaliser la microencapsulation.

Cette derniére maniere de classer les procédés industriels est la plus couramment

utilisée. Nous les distinguons comme résume la figure V.2. :

-Les procédés physico-chimiques, basés sur la maitrise de parametres tels que la
solubilité et la précipitation des polyméres en fonction de 1’ajout d’un non-solvant, du
pH ou de la température mais aussi sur la maitrise des changements d’état (fusion,

solidification) des polymeéres.

-Les procédés chimiques, basés sur la formation in situ du matériau enrobant par
polycondensation, polymérisation radicalaire, ou polymérisation anionique d’unités
monomeres. De ce fait, ils se distinguent des méthodes physico-chimiques et

mécaniques qui utilisent des matériaux enrobant préformés (polymeéres. Lipides).

-Les procédés mécaniques qui mettent en ceuvre des techniques de pulvérisation, de

formation de goutes ou de gouttelettes et d’extrusion.
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Figure V.2. Les différents procédés d’encapsulation
V.4.Microencapsulation par coacervation complexe :

La coacervation complexe est une désolvatation simultanée de deux polyélectrolytes
hydrosolubles portant des charges opposées en provoguant par une modification de
pH du milieu aqueux. En effet, la structure du coacervat est complexe puisqu'elle

comprend deux polymeres.

Le procédé de microencapsulation par coacervation complexe se déroule de la fagcon

suivante :

- Dans un premier temps, le produit a encapsuler (sous forme liquide ou solide) est

dispersé dans une solution aqueuse contenant les deux polymeéres (phase a).

- Dans un deuxieme temps, la coacervation est induite par un ajustement du pH de la
solution, de fagon que les charges positives du premier polymere équilibrent les
charges négatives du second (phase b). L'attraction électrostatique des deux

polyélectrolytes provoque I'apparition d'un coacervat mixte.
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- Dans un troisieme temps, les gouttelettes de coacervat formé viennent s'adsorber
(phase c) a la surface de la matiére active a encapsuler et former un enrobage continu
(phase d). Finalement, cet enrobage est consolidé par réticulation (phase e) des

macromolécules constitutives du coacervat [33].

Le polyélectrolyte chargé positivement qui est généralement utilisé est la gélatine de
haut point isoélectrique (gélatine de type A telle que la gélatine de peau de porc). Les
polyanions les plus souvent utilisés sont la gomme arabique, les alginates, les

carraghénanes. La carboxyméthylcellulose, les polyphosphates et d'autres.

Les particules obtenues sont des microcapsules. Leur taille varie de quelques
micrometres a quelques centaines de micrometres. Les taux d'encapsulation peuvent

étre trés élevés, de l'ordre de 80%.

La microencapsulation par coacervation complexe est largement utilisée dans de
nombreux secteurs industriels. Dans le milieu pharmaceutique, cette technigque est
¢galement mise en ceuvre pour la microencapsulation de paraffine liquide, d'huiles

essentielles utilisées en aromathérapie [33].
V.5.Mécanismes de formation de la membrane

La structure de la membrane résulte de I’inversion de phase du solvant va amener la
solution de polymére initialement stable jusqu’a 1’état instable. La séparation de
phase d’une solution de polymeére peut-€tre induite par différents procédés :

o Tremper une solution a une plus basse température,

o Immerger la solution dans un bain de non-solvant,

o Mettre en contact la solution de polymeére avec une vapeur de non- solvant,

o Evaporer le solvant.
Pour la formation de membrane, le principe d’immersion/précipitation est le procede
le plus utilisé et le plus étudié. Les procédés de séparation de phase par évaporation
ou par contact avec une vapeur de non-solvant sont trés proches de celui d’immersion

[précipitation car ils sont aussi induits par la diffusion.

La formation de la membrane est un phénoméne excessivement rapide. Il ne faut

qu'une dizaine de secondes pour que le solvant et le non solvant diffusent
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suffisamment pour induire la formation de la membrane [34].

Polymeére
Ligne de wtﬂﬂcatmr/
RF/ . .Courbe binodale
,‘r
,Fr-"ff 7 A \ -"“—' — ——-—\ Courba spinodale
Ligne de transition Sal- GEl A ,-"f I'". f"""'b
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| f') FCnf-Z'._, \ Y
R i S A,

,,f' Saolvant e PP Hon solvant

Ligne d'équilibre

Figure V.3.Représentation schématique d’un diagramme de phase d’un systéeme
ternaire polymere/solvant/non- solvant ou PC est le point critique, RP le point
correspondant a la phase riche en polymere et PP le point correspondant a la
phase pauvre en polymére (Kim et al., 1999).

Quand une solution homogene devient thermodynamiquement instable, par exemple,
grace a I’introduction d’un non-solvant, la solution originelle subit une séparation de
phase en se séparant en deux phases liquides de composition différente. L’état des
solutions de polymére et la composition a 1’équilibre peuvent étre bien décrits par le
diagramme ternaire de phase. Ainsi, les compositions indiquées par les points entre
les phases, une riche en polymeére et une pauvre en polymere (figure V.3). Cela est

appelé la séparation de phase liquide-liquide.

Il existe deux chemins cinétiques pour que la séparation de phase liquide-liquide se

produise :
o La nucléation et croissance,
o La décomposition spinodale.

Une fois que la solution de polymere est immergée dans le non-solvant, ce dernier va

diffuser a I’intérieur de la solution de polymeére et le solvant va diffuser vers le bain.
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Les molécules de polymere sont moins mobiles et ne vont se déplacer que sur une trées
faible distance. Ainsi, le polymeére est supposé immobile. Des modéles de transfert
massique pour décrire les processus de diffusion spécialement pour les premiers
instants de I’immersion ont été¢ développés entre autre Reuvers et al. (1987) et Cohen
et al. (1979). De tels modéles cinétiques aboutissent a un chemin de composition sur
le diagramme de phase ternaire. Ce chemin représente 1’évolution de la composition
d’un petit volume de membrane dans le temps. Combiné avec la thermodynamique
des équilibres du systéeme, nous pouvons déterminer ou et quand le chemin de
composition va couper la binodale. 1l est alors possible de prédire a quel moment
apres I’immersion la séparation de phase va commencer pres de 1’interface et quel va

étre le profil de concentration de la solution de polymere a cet instant.
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DEUXIEME PARTIE

ETUDES EXPERIMENTALES

Cette partie constitue les différentes études expérimentales abordées tout au long de

ce travail en s’appuyant sur les résultats obtenus.

Dans cette optique, nous allons voir expérimentalement, dans un premier volet
I’optimisation des différents paramétres influencant I’extraction par Soxhlet. Ensuite,
nous allons faire les dosages des polyphénols que renferme cette plante. Enfin, nous

entamerons la microencapsulation de 1’extrait obtenu.



CHAPITRE VI : MATERIEL ET METHODES

Notre travail a été effectué au sein du laboratoire de recherche génie chimique a la
faculté des sciences de la technologie a 1’université de Blida 1. Le laboratoire s‘occupe
de l'extraction, la caractérisation et 1’analyse des extraits végétaux des plantes ainsi
que la détermination de leur activité biologique. L’objectif de ce travail est
I’optimisation des paramétres d’extraction et  détermination des caractéristiques

physico-chimiques de I'extrait.

Ce sixiéme chapitre est consacré a I’optimisation des parameétres d’extraction des
substances constituantes de Marrubium Vulgare L. afin de faire la microencapsulation

des substances obtenues.
VI.1.MATERIEL
VI1.1.1.Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est une espéce végétale
appartenant a la famille des Lamiacées Marrubium vulgare, sa taxonomie et toutes les
données la concernant ont été détaillées précédemment. L’organe végétal choisi pour
la réalisation des expérimentations de cette étude est la partie aérienne puisque c’est a
son niveau que se trouve la majorité des principales substances actives, en d’autre
terme, c’est le lieu de synthése et de la mise en réserve temporaire des principaux

composés du métabolisme primaire et secondaire.
VI1.1.1.1. La cueillette de Marrubium Vulgare

La partie aérienne de la matiére végétale a été cueillie le 24 Février 2014 & 14 °C
(journée légérement nuageuse), a Koléa dans la wilaya de TIPAZA la matinée vers
10 heures. Les plantes sont placées dans des sacs en plastique puis transportées

immédiatement au laboratoire en vue du séchage et des analyses.
V1.1.1.2.Prétraitement de Marrubium Vulgare

Le Marrubium Vulgare L. cueilli doit étre prétraité avant d’entamer 1’extraction en

passant par un lavage, un sechage et enfin un broyage.
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VI1.1.1.2.1.Le lavage

Apreés avoir cueilli la plante, les parties aériennes sont soumises a un ringage a 1’eau
de robinet pour éliminer les corps étrangers aux plantes ou les impuretés avant de la

faire sécher.
VI.1.1.2.2. Le séchage

Apreés avoir rince, Les parties aériennes sont étendues en couches minces a 1’ombre, a
bonne aération pendant deux semaines. Apres le séchage a I’ombre. Une fois séchées,

les feuilles sont broyé afin d’obtenir une poudre préte a I’emploi.

= 3 I

(A) (B)

Figure VI.1.Sechage de Marrubium Vulgare L. (A) : premier jour de séchage; (B) :
quatriéme jour de séchage.

V1.1.1.2.3.Broyage de la plante

Les plantes séchées doivent étre broyés afin d’obtenir une poudre. Pour ce, nous
avons utilise un moulin en acier inoxydable avec couvercle par Original Kaiser

Backform permet de saupoudrer les plantes grace a la toile métallique.
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Figure VI.2.Moulin utilisé pour le broyage
VI1.1.2. Les produits chimiques utilisés

Au cours de cette optimisation, nous avons utilisé des solvants organique
principalement 1’éthanol (fournis par QUIMICA PANREAC, Barcelone, 96%), le
dichlorométhane (fournis par QUIMICA PANREAC, 98%) et I’éther de pétrole
(QUIMICA PANREAC, Barcelone, 60-80°C PA). Nous avons aussi utilisé la gélatine
B (GL) (fourni par le groupe pharmaceutique SAIDAL) et la gomme arabique (GA)
(Merck Chemicals, Allemagne) pour la microencapsulation.

VI.1.3.Systémes et dispositifs de I’extraction

Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé quelques systémes a savoir un soxhlet
avec ses cartouches et le rotavapor dont nous allons voir ci-aprés leurs

caractéristiques.
V1.1.3.1.Soxhlet

Le Soxhlet que nous avons utilisé est de marque Riviera dont la capacité est de 200
ml. Ce soxhlet est constitué par un condenseur dont le systeme de refroidissement est

assuré par ’entrée d’eau froide depuis le robinet.

Au cours de I’extraction par Soxhlet, nous avons utilisé de papier filtre comme la

cartouche.
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Figure V1.3. Un dispositif de Soxhlet Figure V1.4.Cartouche pour Soxhlet

V1.1.3.2. Rotavapor

Afin d’avoir notre propre extrait et de récupérer le solvant, nous avons utilisé un

rotavapor de la marque Heidolph lustruments dont la température de bain peut aller

jusqu’a 260°C.

Figure V1.5.Rotavapor
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V1.2. EXTRACTIONS DES MOLECULES BIOACTIVES A PARTIR DE
MARRUBIUM VULGARE L.

Depuis toujours, le plus grand role de I’ingénieur est d’optimiser les procédés afin
d’augmenter les bénéfices et surtout de diminuer les coiits, ¢’est pour cela que lors de
cette premiére étape, nous allons étudier 1’optimisation des paramétres d’extraction
des molécule bioactives de Marrubium Vulagare L., a savoir la durée d’extraction et

la puissance électrique utilisée, En utilisant la méthode des plans d’expérience.

VI1.2.1. Optimisations des procédés d’extraction par Soxhlet en utilisant un Plan

d’expérience

Nous avons adopté une optimisation par plan d‘expériences a deux niveaux avec deux
facteurs pour développer la technique d’extraction avec le solvant. Des expériences
préliminaires ont été effectuées pour déterminer les parameétres influant et délimiter le
domaine d‘étude du plan d‘expériences. Cette méthodologie va permettre de diminuer
le nombre d‘expériences a réaliser, tout en augmentant le nombre de renseignements

obtenus sans altérer la qualité des résultats.

L'extraction par Soxhlet est réputée comme la technique d'extraction qui favorise
I'extraction relativement compléte des métabolites présents dans la matrice végétale.
Elles ont été effectuées de facon séquentielle, en utilisant des solvants de polarité

décroissante.

Les joints du montage étaient recouverts de ruban de téflon pour empécher les fuites
et diminuer les pertes de solvant. Le montage a été réalisé a I'aide d'un ballon de 500
ml rempli avec 350ml de solvant, d'un Soxhlet, d'un réfrigérant ainsi que d'une

cartouche faite en papier filtre contenant la matiére végétale broyeée.
Les solvants utilisés étaient 1’éthanol, le dichlorométhane et 1’¢ther de pétrole.

Tableau VI.1. Tableau récapitulatif des caractéristiques des solvants utilisés

Solvant Formule semi-développée | Point d’ébullition (°C) Moment
dipolaire(D)
Ethanol CHs-CH,-OH 78,37 1,69
Dichlorométhane CH,CI, 39,6 1,60
Ether de pétrole CH3-CH»-O-CH,-CH; 34,6 1,09
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V1.2.1.1.. Les paramétres expérimentaux du plan d’expériences (facteurs)

Differents facteurs peuvent influer sur la qualité d‘une extraction par Soxhlet. Dans
notre étude, les paramétres expérimentaux qui seront pris en compte dans
I’optimisation sont le temps d‘extraction et la puissance d’extraction, les valeurs de
niveau haut et de niveau bas pour ces deux facteurs en fonction des solvants utilisés
sont donnés dans le tableau V1.2. La masse de matiére végétale a extraire a été fixée a
20 g pour trois raisons: pour étre compatible avec le volume du Soxhlet (le rapport
1:10 entre la matiére végétale et le volume totlal du Soxhlet), pour assurer une bonne
homogénéité des échantillons a extraire, et pour obtenir un volume d’extrait suffisant

pour son analyse.

Tableau VI1.2. Tableau récapitulatifs de facteurs avec des niveaux choisis.

Solvants
Facteurs Ethanol Dichlorométhane | Ether de pétrole
Facteur 1 Niveau haut (+1) 200W 160 W 160 W
(Puissance) Niveau bas (-1) 140W 120W 120W
Facteur 2 Niveau haut (+1) 140min 80 min 80 min
(Durée) Niveau bas (-1) 115min 60 min 60 min

VI.2.1.2.Evaluation de la réponse

Pour optimiser une technique d‘extraction la réponse conventionnelle est avant tout le
rendement d’extraction qui estime la masse de molécules extraites par rapport au
matériel de départ et ensuite nous avons choisi comme réponse 1’énergie d’extraction
et le dosage de polyphénols. Toutefois dans notre étude, 1‘extraction a de faibles
valeurs de temps et de puissance de chauffage mené a de trés faibles quantités
extraites ce qui rend 1’estimation du rendement d’extraction et de maniere répétable,
difficile. Par ailleurs, I’objectif de notre étude est de développer une méthode
d’extraction qui permette d’obtenir un extrait le plus riche possible en composés

phénoliques.
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En résumé, nous avons choisi trois réponses principales pour notre plan d’expérience
qui sont : le rendement de I’extraction (en pourcentage), 1’énergie de 1’extraction (en
Kilojoule par gramme) et enfin le taux de polyphénols extraits (en équivalent gramme

d’acide gallique).
V1.2.1.3.Modélisation mathématiques du plan d’expériences

Afin d’étudier I’influence des facteurs sur les réponses choisies, nous nous sommes
orientés vers la réalisation d‘un plan d‘expériences factoriel complet a deux niveaux.
Toutes les combinaisons des différents niveaux de facteurs sont réalisées au cours de

I’expérience.

L<effet des facteurs et de leurs interactions de premier ordre ont été modélisés par

1‘équation suivante:
Y =Bo+ Br X1+ Bp Xp+ B1e (XTX XP)
Forme adimensionnelle des termes utilisés :

Xy — Xmai — Xmi

2
X =
T Xmai — Xmi
Xarai — Xons
. _XP_ MA12 Mi
P Xmai — Xumi

- 'Y est la réponse

- Boest la valeur de la réponse au centre du domaine d‘étude, noté 0
- Biest 1°effet du facteur 1

- Bij est 1‘effet de 1°interaction entre les facteurs i et

- Xiest le niveau attribué au facteur i.

Les expériences ont été réalisées dans un ordre aléatoire afin de minimiser des

contraintes extérieures inconnues.
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VI1.2.1.4. Détermination du rendement

Le poids en extraits secs est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein

(aprés élimination du solvant par évaporation rotatif) et le poids du ballon vide.

Le rendement d’extraction se calcule par :

m
ext X100

R(%) =

v

Ou:

Mext . Masse de I’extrait aprés 1’évaporation du solvant (g);
my : la masse végétale initiale dans la cartouche (g).
VI1.2.1.5. Détermination de I’énergie d’extraction

L’énergie d’extraction se calcule par :

E == (Ilg)

Ou:

P : la puissance de chauffage (W);

t : la durée d’extraction (s);

m, :la masse végétale (g).

V1.3. Dosage de polyphénols de I’extrait de Marrubium Vulgare L.

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de la partie aérienne de Marrubium
Vulgare L.,a été effectué spectrophotométriqguement selon la méthode au réactif de
Folin Ciocalteu [36]. Le réactif est formé d’acide phosphotungestique (HsPW1,04) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo1204) qui sont réduits lors de 1’oxydation des
composés phénoliques en oxydes bleus de tungsténe (WsgO,3) et de molybdéne
(MogOs).
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Principe :

Les composés phénoliques totaux sont déterminés a 1’aide d’un spectrophotométre de
marque SHIMADZU a UV (Ultra-Violets) visible aprés 2 heures d’incubation a
température ambiante par mesure de 1’absorbance a une longueur d’onde de 768 nm.
La quantification est faite selon une gamme-étalon établie dans les mémes conditions
avec de l'acide gallique (0 & 100 pg/ml). Les résultats sont exprimés en équivalent

d’acide gallique par ml d’extrait.

V1.4. Microencapsulation de I’extrait

V1.4.1.2. Préparation des microcapsules

La méthode de microencapsulation utilisée dans la présente étude est basée
essentiellement sur la procédure décrite dans la littérature [37,38]. La désolvatation
simultanée de deux polymeres de type polyélectrolytes hydrosolubles de charge
opposée Gélatine (G) et Gomme Arabique (GA) est provoquée, suite a une
modification du pH du milieu réactionnel et a 1’attraction ¢électrostatique induite des
deux polymeéres. Une fois le coacervat formé et déposé autour du PA (mélange de
molécules lipophiles et hydrophiles), la température est abaissée a 5°C afin d’obtenir
une gélification de 1’enrobage. La réticulation des microcapsules obtenues se fait par

ajout de formaldéhyde, ce qui permet de solidifier les particules.
V1.4.1.3.0ptimisation du procédé de microencapsulation :

L’objectif de ce travail est de déterminer les conditions optimales de coacervation du
systeme protéines du gélatine/gomme arabique, dans le but de I’utiliser dans un

procedé d’encapsulation de 1’extrait de Marrubium Vulgare L.

Nous avons utilisé un plan factoriel complet a deux niveaux avec trois:
- Facteur 1 : le ratio gélatine : gomme arabique
- Facteur 2 : le ratio noyau : paroi

- Facteur 3 : la quantité de 1’agent de durcissement (ml)
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Réponses prise en considération dans le plan d’expérience :

- Reéponse 1 : Le rendement de la coacervation (%)

- Reéponse 2 : L’efficacité d’encapsulation (%)

Les essais du plan d’expériences sont présentés dans le tableau V1.3.

Tableau V1.3 : Essais du plan d’expérience : matrice des facteurs et des réponses pris

en considération dans le plan d’expériences

Récapitulatif des facteurs

Essais le ratio noyau : paroi Ratio gélatine/ gomme Agent de durcissement (ml)
acacia
1 -1 +1 +1
2 +1 -1 +1
3 -1 -1 +1
4 +1 +1 +1
5 +1 +1 -1
6 -1 -1 -1
7 +1 -1 -1
8 -1 +1 -1

vi.2.Les niveaux haut et bas des facteurs

Facteurs : le ratio noyau : paroi Ratio gélatine/ gomme Agent de durcissement
acacia (ml)
niveau haut = 1 1/3 5/2 2
niveau bas = -1 1/4 5/3 1

Dans le cadre de cette étude, nous utilisons le plan d’expérience afin d’optimiser le

procédé de formulation des microparticules. Nous résumons dans cette partie les
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notions principales nécessaires a la realisation de cette microencapsulation.
V1.4.1.4.Caracteérisation des microcapsules

Dans le but de caractériser les microcapsules formulées et d’optimiser la procédure de

préparation, plusieurs parameétres de formulation et de procédé sont étudiés.
V1.4.1.4.1.Le rendement de la coacervation

Le rendement de la coacervation est déterminé a partir de la masse des coacervats

obtenus en fonction de la masse totale des ingrédients utilisés.

Le rendement de la coacervation se calcule par :

R(00) m(encapsulée) x100
(%) = (m(PA) + m(G) + m (GA)

Ou:

R = Rendement (%);

m : microparticules obtenu aprés le séchage (g);

m(PA) : masse de principe actif utilisé (g) ;

m(G) : masse de gélatine utilisé (q);

m(GA) : masse de gomme arabique utilisé (g).

V1.4.1.4.2 L’efficacité d’encapsulation des polyphénols

L’efficacité¢ d’encapsulation, représente le pourcentage du PA (la teneur en PA)
présent dans les microcapsules, et obtenu par spectroscopie SHIMADZU pour UV-

Visible de 300 a une longueur d’onde de 800 nm.

Comme nous avons encapsulé les polyphénols, le taux d’encapsulation a été effectue
spectrophotométriqguement selon la méthode au réactif de Folin Ciocalteu. Pour cela,
nous avons ajusté la solution surnageant a un volume connu (dans notre cas, nous
avons ajusté a 150 ml) et puis nous faisons la lecture UV-Visible ; en connaissant la

concentration et le volume, nous pouvons tirer directement la masse.
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m(initiale) — m(non encapsulée)

Taux d'encapsulation(%) =

m(initiale)

Ou:
m (initiale) : la masse de PA initiales a encapsuler

m (non encapsulée) c’est la masse de PA non encapsulés (resté en solution dans le
filtrat).

V1.4.1.4.3. Analyse microscopique

Apres avoir obtenu les microcapsules, nous avons effectué une caractérisation par
microscopie optique afin de voir leur taille et leur structure.

Figure V1.6. Microscope optique Olympus BX60

V1.4.1.4.4. Analyse granulométrique

L’analyse granulométrique est trés importante dans le domaine pharmaceutique. Plus
elle est uni modale (taille homogéne), plus elle est stable. Dans notre travail, nous
avons utilisé un logiciel Mesurim afin de fournir une échelle pour une photographie
réalisée sous microscope.

Pour cela il est nécessaire de réaliser dans les mémes conditions d'observation (méme
grossissement), une photographie d'une préparation dont les dimensions sont connues.
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CHAPITRE VII. RESULTATS ET DISCUSSION
VI11.1.Optimisation des parameétres d’extractions

Les extractions de Marrubium Vulgare L. ont été effectuées avec un Soxhlet de 200ml
contenant 20g de matrice végétale par des différents solvants de polarité

différente afin de les optimiser.
VI11.1.1.Extraction éthanoique

Les résultats du plan d‘expériences factoriel complet a deux niveaux en utilisant

I’éthanol sont représentés sous forme de tableau (Tableau VI11.1).

Tableau VII.1. Matrice expérimentale du plan d’expériences factoriel complet a
deux niveaux pour les deux facteurs étudiés : temps d’extraction et durée

d’extraction. Les niveaux -1 et +1 représentent respectivement le niveau

inférieur et le niveau supérieur du domaine d‘étude

Puissance | Durée | Rendement | Energie d’extraction | Dosage des polyphénols
Watt minutes % kJ/g EAG
-1 -1 19,88 48,3 13,38
+1 -1 25,11 69 17,63
-1 +1 22,32 58,8 58,57
+1 +1 34,15 84 67,63

Tableau vii.1l.Les niveaux haut et bas des facteurs

Facteurs : La durée d’extraction (min) Puissance d’extraction (Watt)
niveau haut = 1 140 200
niveau bas = -1 115 140

VI1.1.1.1. Coefficient de corrélation et de répétabilite

Sur I’histogramme suivant (VIL.1), nous représentons les coefficients de corrélation et
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de prédiction pour chacune des réponses.

Investigation: éthanal (MLR)
Summary of Fit

B

0,80

08

24

0.2

0,004

rendemant Erergia dextraction Dozz da polyphénals
N=5 Cond. no.=1,1180
DF=1 T-miss=0

MODDE 8.0 - 1710615 22:28:23

Figure VII1.1.Représentation des coefficients de corrélation et de prédiction pour

I’éthanol.

Au vu de ces résultats, nous pouvons déduire que les modeéles choisis expliquent en
grande partie les variations observées. Les coefficients de prediction est assez faible
dans le cas de rendement. La qualité de prédiction du modéle est bonne puisque dans

les deux cas les valeurs de Q? sont positives et proche de 1.
VI11.1.1.2.Effets des facteurs étudiés sur les réponses

Les résultats du plan d‘expériences factoriel complet a deux niveaux sont représentés
sous forme de histogramme, qui classent les effets contribuant a chacune des réponses

par ordre décroissant d’importance.

Le graphe VII.2. Suivant représente influence de temps et de puissance sur le
rendement.
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Rendement

Figure VI1.2. Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur le rendement.

Nous observons une influence positive de la durée et une influence doublement
positive de puissance sur le rendement, 1’interaction entre les deux facteurs présente

une influence faible presque la moitié de celle de durée.

L’augmentation du temps et de la puissance d’extraction ensemble donne moins de
rendement par rapport a leur effet séparément.

Le graphe VIL.3. Représente influence de temps et de puissance sur 1’énergie

d’extraction.

Energie d'extraction

Kig
P S I I -

Pui* Dur

Figure VI1.3.Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur I’énergie

d’extraction.

A travers cet histogramme, nous observons une influence positive de la durée et une
influence doublement positive de puissance sur 1’énergie d’extraction, 1’interaction

entre les deux facteurs présente une influence trés faible.

Le graphe VII.4. Représente influence de temps et de puissance sur le dosage de
polyphénol.
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Dosage de polyphénol

B

Figure VI1.4.Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur le dosage de

polyphénols.

Nous observons a travers cet histogramme une influence positive de la puissance mais
qui est tres faible et une influence doublement positive de durée sur le dosage de

polyphénols, I’interaction entre les deux facteurs présente une influence trés faible.

VI11.1.1.3. Estimation des effets principaux, des effets et des interactions sur les
réponses

VI11.1.1.3.1.Influence des facteurss sur le rendement

Nous représentons sur la figure ci-apres la variation de ces deux réponses sur le
rendement

Rendement

duree

14 150 180 17 180 190 20
FPuissance

Figure VI1.5. Courbe d’iso réponse montrant la variation de rendement en fonction

de la puissance et le temps d’extraction pour 1’éthanol.

Nous remarquons [’augmentation du rendement en fonction du temps et de la

puissance jusqu’a atteindre un seuil de 32,5 %. L’augmentation du rendement est due
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en premier lieu, au temps de séjour de la matrice végétale dans le solvant et ce, en
augmentant la durée, permettant son épuisement et en second lieu, 1’éthanol est un
solvant polaire qui peut extraire toutes les molécules bioactives ce qui implique

I’augmentation du rendement.

VI1.1.3.2.Influence des facteurs sur I’Energie d’extraction

La variation de 1’énergie d’extraction en fonction de durée et de la puissance

d’extraction est représentée dans le graphe suivant.

Energie dextraction

140

125

1350

Duree

125

120

115

14 150 160 170 180 190 200
Fuissance

Figure VI11.6.Courbes d’iso réponse montrant 1’effet de la puissance et de la durée
d’extraction sur I’énergie d’extraction pour 1’éthanol.

Nous remarquons une augmentation de 1’énergie consommeée par notre plante qui est
de 80,7 KJ/g a ce qui correspond a I’augmentation de la puissance et celle de temps.
Ici nous remarquons que 1’énergie d’extraction varie avec la puissance et la durée

d’extraction.

Ceci peut s’expliquer par le fait que plus nous augmentons la puissance et la durée,

plus I’évaporation de 1’éthanol demande de 1’énergie.
VI11.1.1.3.2.Influence des facteurs sur le dosage de polyphénols

Le graphe suivant représente 1’effet de variation de dosage de polyphénol en fonction
de durée et de la puissance d’extraction.
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Cosage de polyphénols
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Figure VI11.7.Courbes d’iso réponses obtenues, montrant I’effet de la durée et de la

puissance sur les polyphénols.

La quantitt en composés phénoliques augmente considérablement lorsqu’on
augmente la puissance et la durée d’extraction. Ainsi il semble que la durée
d’extraction augmente la quantité de composés phénoliques extraits. A 170 W, les
polyphénols extraits se stabilisent cependant plus nous augmentons la durée de
I’extraction, plus les polyphénols extraits augmentent dont le maximum en est 62 Eg-
g d’acide gallique. Ce qui signifie, 170 W est la puissance seuil d’extraction

cependant 1I’augmentation du temps permet son épuisement.

VI1.1.1.4.Modélisations mathématiques de I’extraction de Marrubium Vulgare L.

de I’extrait éthanoique

En analysant par ANOVA, nous avons obtenu pour chacune des réponses étudiées les
modeéles mathématiques suivants respectivement pour le rendement, 1’énergie

d’extraction et le dosage de polyphénols:
Y1 = 25,365 + 4,265Xp + 2,87Xt + 1,68 XpX7
Y,= 65,025 + 11,475Xp + 6,375Xt + 1,125 XpXt

Y3=39,302+ 3,327Xp + 23,797 X7t + 1,202Xp Xt
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ou,
Xp = le facteur de puissance
Xt = le facteur du temps.

VI11.1.2.Extraction avec le dichlorométhane

Aprés avoir fini ’extraction par I’éthanol, nous avons lancé une extraction par le
dichlorométhane qui est plus polaire comme dans le cas d’éthanol, nous avons aussi

fait une optimisation en variant la durée et la puissance d’extraction.

Les résultats du plan d‘expériences factoriel complet a deux niveaux en utilisant le

dichlorométhane sont représentés sous forme de tableau (Tableau VI11.2).

Tableau VI1.2. Matrice expérimentale du plan d’expériences factoriel complet a
deux niveaux pour les deux facteurs étudiés : temps d’extraction et durée
d’extraction. Les niveaux -1 et +1 représentent respectivement le niveau

inférieur et le niveau supérieur du domaine d‘étude.

Puissance | Durée | Rendement | Energie d’extraction Dosage des polyphénols
i 0,
Watt minutes Yo kJ/g EAG
-1 -1 11,88 21,6 15.09
+1 -1 12,22 28,8
23,09
-1 +1 11,24 28,8 3863
+1 +1 12,61 38,8 40,63
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Tableau vii.2.Les niveaux haut et bas des facteurs

Facteurs : La durée d’extraction (min) | Puissance d’extraction (Watt)
niveau haut = 1 80 160
niveau bas = -1 60 120

Les résultats du plan d‘expériences factoriel complet a deux niveaux en utilisant le
dichlorométhane sont représentés sous forme de histogramme (Figure VIL5), qui
classent les effets contribuant a chacune des réponses par ordre décroissant

d’importance.
VI1.1.2.1. Coefficient de corrélation et de répétabilité

Le graphe suivant représente le coefficient de corrélation et de prédiction pour les
extraits dichlorométhanoique.

Investigation: éthanol (MLR) — 7]
Summary of Fit -

rendement Energie dextraction Dese de polyphénols

N=5 Cond. no.=1,1180
DF=1 Y-miss=0

MODDE 8.0 - 17/06/15 22:28:13

Figure V11-8 : Représentation des valeurs de R? et Q® pour le dichlorométhane.
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Au vu de ces résultats, nous pouvons déduire que les modeéles choisis expliquent en
grande partie les variations observées. La qualité de prédiction du modele est
également bonne puisque dans les deux cas sauf pour le rendement, les valeurs de Q?

sont positives.

VII1.1.2.2.Effets des facteurs étudiés sur les réponses des extraits de

dichlorométhane

Les résultats du plan d‘expériences factoriel complet a deux niveaux sont représentés
sous forme de histogramme, qui classent les effets contribuant a chacune des réponses
par ordre décroissant d’importance. Le graphe 1.1 de I’annexe 1 représente influence
de temps et de puissance sur le rendement. Ce graphe montre une influence négative
du temps est observée et une influence positive de la puissance sur le rendement

Cependant, leur interaction est positive.

Le graphe 1.2 de I’annexe 1 représente influence de temps et de puissance sur
I’énergie d’extraction. A travers cet histogramme, nous observons une influence
positive de la durée et de puissance sur I’énergie d’extraction, I’interaction entre les
deux facteurs présente une influence un peu faible. Ceci peut expliquer par le fait que

le dichlorométhane est trés volatil.

Le graphe 1.3 de I’annexe 1 représente influence de temps et de puissance sur le
dosage de polyphénol. Nous observons a travers cet histogramme une influence
positive de la puissance mais qui est trés faible et une influence doublement positive
de durée sur le dosage de polyphénols, I’interaction entre les deux facteurs présente

une influence négative.

VI11.1.2.2.1.Influence des facteurs sur le rendement

La figure de courbe d’iso réponse de I’extrait de dichlorométhane illustre 1’évolution
du rendement d‘extraction en fonction de la puissance du chauffage et de la durée
d’extraction. Nous avons constaté que les conditions opératoires n’ont pas un effet sur
le rendement. Il peut étre observé que 1’évolution du rendement d‘extraction n’est pas
corrélée a I’évolution de la puissance de chauffage et de la durée d’extraction (Figure

1.4.de I’annexe 1).
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VI1.1.2.2.2.Influence des facteurs sur I’Energie d’extraction

En analysant la courbe d’iso réponse (Figure 1.5. annexe 1), nous remarquons une
augmentation de 1’énergie consommée par notre plante qui est de 36,9 KJ/g a ce qui
correspond a I’augmentation de la puissance et celle de temps. Ici nous remarquons

que I’énergie d’extraction varie avec la puissance et la durée d’extraction.

Ceci peut s’expliquer par le fait que plus nous augmentons la puissance et la durée,

plus I’évaporation de dichlorométhane demande de 1’énergie.
VI1.1.2.2.3.Influence des facteurs sur les polyphénols

La quantitt en composés phénoliques augmente considérablement lorsqu’on
augmente la puissance et la durée d’extraction. Ainsi il semble que la durée
d’extraction augmente la quantité de composés phénoliques extraits (Voir annexe
1.Figure 1.6.).

VI11.1.2.3. Modélisation mathématique de I’extraction dichlorométhanoique de

Marrubium Vulgare L.

En analysant par ANOVA, nous avons obtenu pour chacune des réponses étudiées les
modeles mathématiques suivants respectivement pour le rendement, 1’énergie

d’extraction et le dosage de polyphénols:

Y1=11, 9877 +0, 4275 Xp -0, 0625 Xt + 0, 2575 XpX7
Y2 =29,5+ 4,3 Xp + 4,3 X1 +0,7 XpXt

Y3=29,36 +2,5 Xp + 10,27 X1 -1,5 XpX7

ou,

Xp = ¢’est le facteur de puissance

X1 = c’est le facteur du temps.
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VI11.1.3.Extraction avec I’éther de pétrole

Les résultats du plan d‘expériences factoriel complet a deux niveaux en utilisant le

dichlorométhane sont représentés sous forme de tableau (Tableau VI11.3).

Tableau VI1.3. Matrice expérimentale du plan d’expériences factoriel complet a

deux niveaux pour les deux facteurs étudiés :

temps d’extraction et durée

d’extraction. Les niveaux -1 et +1 représentent respectivement le niveau

inférieur et le niveau supérieur du domaine d‘étude.

Puissance | Durée | Rendement | Energie d’extraction | Dosage des polyphénols
Watt minutes % JIg EAG
-1 -1 41 21,6 13,47
+1 -1 7.09 28,8 13,2
-1 +1 11,9 28,8 17
+1 +1 15,36 38,8 18,11

Tableau vii.3.Les niveaux haut et bas des facteurs

Facteurs : La durée d’extraction (min) Puissance d’extraction (Watt)
niveau haut = 1 80 160
niveau bas = -1 60 120

Les résultats du plan d‘expériences factoriel complet a deux niveaux en utilisant

I’éther de pétrole sont représentés sous forme de histogramme (Figure VI11.9), qui

classent les effets contribuant a chacune des réponses par ordre décroissant

d’importance.
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VI11.1.3.1. Coefficient de corrélation et de prédiction

Sur I’histogramme suivant, nous avons représenté les coefficients de corrélation et de

prédiction pour chacune des réponses.

Investigation: éthanal (MLR) | — -
Summary of Fit o

rendament Energie dextraction Deze de polyphénols

N=5 Cond. no.=1,1180

DF=1 Y-misa=0 MODDE 8.0 - 17/08/15 23.39:20

Figure V11.9 : Représentation des valeurs de R? et Q% pour le plan d’expérience

d’éther de pétrole.

Au vu de ces résultats, nous pouvons déduire que les modeles choisis expliquent en
grande partie les variations observees. La qualité de prédiction du modele est

également bonne puisque dans les deux cas les valeurs de Q® sont positives.

V11.1.3.2.Effets des facteurs étudiés sur les réponses

Les résultats du plan d‘expériences factoriel complet & deux niveaux sont représentés
sous forme de histogramme, qui classent les effets contribuant a chacune des réponses
par ordre décroissant d’importance. A travers une courbe de contour de réponse
Figure 1.8 annexe 1 nous observons une influence positive de la puissance et une
influence doublement positive de la durée sur le rendement, I’interaction entre les

deux facteurs présente une influence trés faible. L’augmentation du temps et de la
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puissance d’extraction ensemble donne moins de rendement par rapport a leur effet

séparément.

Le graphe 1.8 de I’annexe 1 montre une influence positive de la durée et de puissance
sur 1’énergie d’extraction, ’interaction entre les deux facteurs présente une influence

un peu faible. Ceci peut expliquer par le fait que le dichlorométhane est tres volatil.

Nous observons a travers cet histogramme une influence positive de la puissance mais
qui est tres faible et une influence doublement positive de durée sur le dosage de
polyphénols, I’interaction entre les deux facteurs présente une influence trés faible

(Annexe 1, figure 1.9).

V11.1.3.3.Influence des facteurs sur le rendement

La figure 1.10 de I’annexe 1 illustre 1’évolution du rendement d‘extraction en
fonction de la puissance du chauffage et de la durée d’extraction. Dans ce cas, le
rendement d’extraction, déterminé par le rapport entre la quantité de matiére obtenue
apres extraction et la quantité de matiere utilisé au départ, a pu étre évalué car
suffisamment de matiere extraite était disponible. Il peut étre observé que 1’évolution
du rendement d‘extraction est parallélement corrélée a 1’évolution de la puissance de
chauffage et de la durée d’extraction. De plus, nous voyons que la durée est plus
influent que la puissance d’extraction, une augmentation de la durée et une
augmentation du rendement de 5,2 a 15,1 % ; et en augmentant la puissance, le

rendement d‘extraction n’évoluent pas vraiment.
VI11.1.3.4.Influence des paramétres sur I’Energie d’extraction

La courbe d’iso-réponse annexe 1 figure 1.11 montrent que 1‘énergie d’extraction
augmente significativement plus la puissance et la durée d’extraction augmentent, ce
qui corréle parfaitement avec 1‘évolution de la du rendement. En se référant sur les

courbes d’iso-réponses, nous constatons que la puissance est la plus influent.
VI11.1.3.5.Influence des parametres sur les polyphénols

La quantitt en composés phénoliques augmente considérablement lorsqu’on
augmente la puissance et la durée d’extraction. A 140 W, D’extraction de I’extrait de

plante se stabilise ce qui veut dire qu’a cette puissance nous pouvons déja extraire
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tous types de polyphénols cependant, I’influence du temps continue positivement
jusqu’a I’épuisement de la plante. Le résultat de contour de courbe de réponse est

illustré dans la figure 1.12 de ’annexe 1.

VI11.1.3.6.Modélisation mathématique de P’extraction étheropétrolique de

Marrubium Vulgare L.

En analysant par ANOVA, nous avons obtenu pour chacune des réponses étudiées les
modeles mathématiques suivants respectivement pour le rendement, 1’énergie

d’extraction et le dosage de polyphénols:
Y1=9,6125+ 1,625 Xp + 4,0175 X1 +0,1175 XpX7
Y2=29,5+4,3 Xp +4,3 X1+ 0,7 XpXr

Y3 =15,445 + 0,21 Xp +2,11 X7 + 0,345 XpX7

ou,

Xp = c’est le facteur de puissance

Xt = c’est le facteur du temps.

VI11.1.4.Discussion

L'utilisation de Soxhlet visait a augmenter les rendements d'extractions des molécules
naturelles de Marrubium Vulgare L. Trois optimisations d’extractions ont été
réalisées; la premiére avec I'éthanol et la seconde avec dichlorométhane enfin, la
troisieme avec I’éther de pétrole. L'extraction effectuée a permis d'obtenir des
rendements optimums de 34,15% avec ['éthanol et de 13,01 % avec le

dichlorométhane, quand a éther de petrole, nous avons obtenu 15,36 %.

Pour l'obtention des différents extraits de la poudre de la partie aérienne de
Marrubium Vulgare L. par la méthode de Soxhlet, nous avons réalisé des extractions
organiques avec des solvants a polarité croissante : EP, DCM et EthOH.

Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits bruts pour la plante en choisissant les

optimums de chacune des conditions d’extractions : 1’extrait éther de pétrole (EEP),
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I’extrait dichlorométhane (EDCM) et I’extrait éthanol (EEthOH).

L’extrait EthOH de Marrubium Vulgare L.représente le rendement le plus élevé 34,15
% suivi de ’EEP a le plus faible rendement avec 13,01 %. Le rendement des

extractions, I’aspect et la couleur des extraits sont reportés dans le tableau ci-dessous.
Tableau VI1.4. Aspects, couleurs et rendements des extraits de la partie aérienne de

Marrubium Vulgare L.

Plante Extrait Aspect Couleur | Rendement (%)
Marrubium Vulgare L. EP Pate huileux | Vert foncé 15,36
DCM Pateux Noire 13,01
EthOH | Péte collante Noire 34,15

L’utilisation de solvants a polarités différentes permet de séparer les composés de

cette plante selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction.
VI11.1.4. Conclusion

Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits bruts pour chaque solvant : I’extrait
méthanoique, I’extrait éther de pétrole (EEP) et I’extrait dichlorométhane (EDCM).
Du point de vue rentabilité en poids, les extraits polaires (éthanol) ont donné les
proportions les plus élevées en comparaison avec les extraits polaires (EP et DCM) ;
cela peut s’expliquer par le fait que I’EP et le DCM sont des solvants organiques
apolaires tres volatils et juste utilisés pour dégraisser les drogues.

VI1.2.Quantification des polyphénols dans I’extrait brut des différents solvants

En se basant sur les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extrait, ayant réagi
avec le réactif de Folin Ciocalteu et comparées a la solution étalon en équivalence
d’acide gallique comme décrit ci-dessus, les résultats de l'analyse colorimétrique des
composés phénoliques totaux sont résumés dans le tableau VII.5 et sont représentés

sur la figure VI11.10.
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Tableau VIL5. : Les résultats de I'analyse colorimétrique des composeés phénoliques

totaux et flavonoides totaux.

Expérience Molécules recherchées
Puissance Durée Teneur en COMpPOSEs

(W) (minute) Extrait phénoliques (mg GAE)

+1 +1 EP 18,11+1,27

DCM 40.63 £ 3.02

EthOH 67.63 +5.73

-1 +1 EP 17,0040,20

DCM 38.63+4,12

EthOH 58.57 £6.73

+1 -1 EP 13,2040,53

DCM 17.63 £ 3.73

EthOH 23,09 £3,13

-1 -1 EP 13,4740,50

DCM 13.38 £ 4.09

EthOH 15,09+2,15

Suivant le tableau ci-dessus, les teneurs en polyphénols enregistrés en équivalent
d’acide gallique en pg par mg d’extrait, montre des proportions allant de 1,8 & 6,7 %
de poudre de Marrubium vulgare L. suivant les optimums choisis selon les conditions

choisies.

L’extrait EthOH de Marrubium Vulgare L. représente la teneur la plus élevé en
polyphénols, ce résultat confirme la grande richesse de cette plante en substances
polyphénoliques. L’extrait EP représente la fraction la plus pauvre en polyphénols
avec 1,8 %. Alors qu’en contenu flavonoidique, 1’extrait DCM a les teneurs les plus

importantes.
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Figure VI11.10.Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La quantité de composés phénoliques totaux aurait varié considérablement a travers
les diverses temps et puissance d’extractions choisies de plante et s'est étendu de
67,63 a 13,20 mg d’acide gallique équivalent / g de matiére seche respectivement au
niveau du point (-1;-1) et (+1;+1) du plan d’expérience. Nous avons vu que 1’éthanol

permet d’extraire une grande quantité de polyphénols par rapport aux autres solvants.

V11.2.3. Discussion

Un rendement de 39,2% de I’extrait brut a été obtenu a partir de la partie aérienne de
la méme espece lors d’une étude entreprise par Kanyonga et al., (2011). C’est un
pourcentage nettement supérieur a celui obtenu dans notre cas (34,15 % pour
I’éthanol). Ceci pourrait étre d0 a la technique utilisée par I’auteur. En fait, Su et al.,

(2006) ont rapporté que le rendement des extractions augmente avec la température.

La teneur en polyphénol au niveau de la partie aérienne de la plante Marrubium
vulgare pour I’éthanol testée est de 67,63 % (meilleur solvant selon le plan
d’expérience). Moussaid et al., (2012), Elberry et al., (2011) et Warda et al., (2009)
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ont fait des études de la composition de ces polyphéenols chez la méme espéce dans
des travaux antérieurs réalisés récemment. En effet, le solvant a haute température
provoque la perturbation des cellules facilitant la pénétration du solvant et la
solubilisation des molécules (Albano et Miguel, 2011). Un taux de 18, 21mg EAG/ml
d’extrait a été avancé par Boudjelal, (2012). Une teneur extrémement importante en
composés phénoliques totaux de Marrubium vulgare a été notée lors d’une étude
menée par Matkowski et Piotrowska, (2006). Cette variabilité dans les résultats
pourrait étre liée aux conditions climatiques du biotope de I’espéce ou aux différentes

méthodes suivies lors de I’extraction.

VI11.2.4. Conclusion

Le test biochimique des feuilles de cette espéce ont mis en évidence la présence des

principes actifs du métabolisme secondaire qui appartient aux polyphénols.

Un meilleur rendement de 67,63 (mg EAG/ml d’extrait) de polyphénols totaux est
obtenu par extrait éthanoique, ces polyphénols renferment probablement des
flavonoides, des tanins et des alcaloides. Ces différents composés du métabolisme
secondaire sont probablement responsables des différentes activités biologiques de la

plante.

VI1.3.Etudes de procédés de microencapsulation
VI11.3.1.0ptimisation de procédés de microencapsulation
VI11.3.1.1.Préparation de microcapsules

Dans cette étude, nous avons choisi la microencapsulation par coacervation
complexe.ll s’agit d’une désolvatation simultanée de deux polymeres de type
polyélectrolytes hydrosolubles de charge opposée (GL et GA) provoquée, suite a une
modification du pH du milieu réactionnel et a I’attraction électrostatique induite des
deux polymeéres. Une fois le coacervat forme et déposé autour du PA (melange de
molécules lipophiles et hydrophiles), la température est abaissée a 5°C afin d’obtenir

une gélification de I’enrobage. La réticulation des microcapsules obtenues se fait par

61



ajout de formaldéhyde, ce qui permet de solidifier les particules.

VI11.3.1.1.1.0bservations macroscopiques

Aprés avoir ajusté le pH a 4, nous avons obtenu une séparation de phase ce qui veut
dire que nous avons eu de coacervat. Au niveau des expeériences 1, 3, 4, 5,6 et 8, les
précipitations sont tres remarquables cependant pour 1’expérience 2 et 7 nous

observons de turbidité.

La figure suivante montre les huit expériences apres 1’ajustement a pH =4.

Figure VI1.11.Les expériences apres I’ajustement de pH = 4.

Figure VI1.12. Apres la filtration, les microparticules (filtrats) sont dans les boites a

pétrie et les substances filtrées sont dans les tubes a essaies.

Au cours de la fabrication, trois principales étapes ont été identifiées dans la
formation des coacervats complexes. La premiére correspond a la formation de
complexes solubles. La deuxiéme étape, il s’agit de la séparation de phase et la
derniére étape consiste a la suppression des interactions, et disparition des
complexes. La formation de précipités est devenue plus grosse et plus nombreuse
lorsque la gélatine est en excés comme nous montre les expériences 1, 2, 5 et 6. La

variation de ratio de chacun de ces constituants entraine la modification de la phase
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coacervée. Celle-ci devient moins concentrée, plus hétérogéne et moins structurée a
ratio faible. Nous avons remarqué a travers ces huit expériences la présence
d’agrégats lors de la coacervation complexe de la gélatine et de la gomme d’acacia

modifie la structure, la taille et les propriétés de surface des coacervats.
V11.3.1.1.2.0bservations microscopiques

Aprés avoir ajouté 1’agent de réticulation et I’ajustement de pH & 9, nous avons

observé chaque expérience par microscope optique avec un grossissement de 25.

Les images suivantes montrent les différentes observations que nous avons effectuées.

.\. o

T ; Q
2 ®
S g o Oﬁ

Expérience 3 Expérience 4

Q o ﬁ
‘o ® @
@
Expérience 8 Expérience 7 Expérience 6

Expérience 5

Figure V11.13. Photo d’observation obtenue par microscope optique des huit

expériences faites.

A travers ces photos, les expériences 1 et 8 contiennent des microcapsules. Puis, les
experiences 4 et 5 ont donné de moyens capsules. Cependant, les expériences 3 et 6
montrent de capsules trés faibles, pour le cas des expériences 2 et 7 nous avons obtenu

que des agglomérats.
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VI11.3.1.1.3. Analyses granulométriques

Les expériences 2, 3, 6 et 7 ne sont pas trés satisfaisantes pour faire 1’analyse
granulométrique. C’est pour cette raison que nous avons choisi seulement les

expériences 1, 4, 5 et 8.

La taille des capsules a été déterminée a 1’aide d’un logiciel Mesurim qui est capable

de fournir une échelle photographique réalisée sous microscope.
Les résultats de la granulométrie sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau VI1.6. Distribution granulométrique des microcapsules sélectionnées.

Expérience Pourcentage de microcapsules par classe granulométrique
0-50pm 50-100um

1 60,40 39,60

4 80,30 19,70

5 66,66 33,34

8 73,81 26,19
90,00%
80,00%
70,00%
60,00% -
20,00% M 0-50um
40,00% - [50-100pm
30,00% -
20,00% - —
10,00% - o
0,00% - . . . .

1 2 3 4

Figure VI1.14. Histogramme illustrant le pourcentage de microcapsules par classe

granulométrique.
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Les résultats d’analyses montrent que la classe granulométrique des capsules se

répartis en deux, la premiere classe qui est la majorité se trouve entre 0 a 50 um et la

deuxiéme classe se situe entre 50 & 100pm.

Les résultats de 1’optimisation des procédés de microencapsulation sont représentés

dans le tableau VII.7.

) le ratio Ratio gélatine/ Agent de Le rendement de L’efficacité
Essais noyau : gomme acacia durcissement la coacervation d’encapsulation (%)
paroi (ml) (%)

1 -1 +1 -1 36,40 37,29

2 +1 -1 +1 40,81 9,29

3 -1 -1 -1 21,63 24,33

4 +1 +1 +1 18,47 15,71

5 +1 +1 +1 34,00 18,32

6 -1 -1 -1 35,51 37,01

7 +1 -1 +1 40,19 4,13

8 -1 +1 -1 51,38 51,43

Tableau vii.6.Les niveaux haut et bas des facteurs
Facteurs : le ratio noyau : paroi | Ratio gélatine/ gomme Agent de
acacia durcissement (ml)
niveau haut = 1 1/3 5/2 2
niveau bas = -1 1/4 5/3 1
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VI1.3.1.2.La reproductibilité et la répétabilité du procédé de microencapsulation

L’histogramme suivant montre la reproductibilité et la répétabilité de procédés que

nous avons utilisés.

Rendement Taiet dencapsulation

Figure V11-15. Représentation des valeurs de R? et Q% pour les plans d’expériences.

Au vu de ces résultats, nous pouvons déduire que les modeéles choisis expliquent en
grande partie les variations observées. La qualité de prédiction du modele et celle de

rendement est bonne, les valeurs de Q? et R? sont positives.

V11.3.1.3.Effet des différents facteurs sur les réponses étudiées

Dans le but de mieux voir les facteurs les plus influents dans la formation de
microcapsules, nous allons étudier ces coefficients de modele pour chacune des
réponses.
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Le graphe suivant représente les coefficients du modéle pour le rendement.

b} )
=

Rat*Ra2
et

Figure VI1.16. Coefficients du modele pour le rendement

Nous observons une influence négative du ratio Noyau : Paroi et une influence
positive de ratio G : GA sur le rendement cependant, 1’agent de durcissement influe
positivement. L’interaction entre le ratio G : GA et Noyau : paroi est négative, pour
I’agent de durcissement et celle de ratio noyau: paroi D’influence est assez
appréciable. Par ailleurs, I’interaction de ratio G : GA avec I’agent de durcissement

est aussi positive.

Le graphe suivant représente les coefficients du modéle pour le taux d’encapsulation.

B &
:d

Ra2

Rat*Ra2
at
7}

Figure VI11.17. Coefficients du mode¢le pour le taux d’encapsulation.
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Nous observons une influence négative de ratio Noyau : paroi et une influence
positive de I’agent de durcissement et celle de ratio G : GA. L’interaction de ratio
noyau : paroi et ratio G : GA est négative tout comme I’interaction de ratio G : GA et
I’agent de durcissement. Par ailleurs, I’influence de I’interaction de ratio Noyau :

paroi et I’agent de durcissement est trés faible.

Donc pour avoir plus des microcapsules, nous devrons augmenter le ratio G : GA et

I’agent de durcissement.

VI11.3.1.3.1.Effets sur le rendement

VI11.3.1.3.1.1.Effet de ratio noyau : paroi et de ratio G : GA en fixant agent de
durcissement sur les réponses étudiées

La figure ci-apreés montre le contour de prédiction du rendement en fonction du ratio

noyau : paroi et de ratio G : GA.

Rendement

Ratio G : GA

0.26 0,78 .30 .32
Raotic C :« M

Figure V11.18.Courbes d’iso réponses obtenues, montrant 1’effet de ratio noyau :

paroi et G : GA sur le rendement.
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Nous remarquons ici que a faible ratio noyau : paroi et a ratio élevé de G : GA, ily a
une forte augmentation de du rendement qui peut aller jusqu’a 37,39 %. Ceci veut dire
que I’augmentation du ratio noyau : paroi entraine une diminution du rendement. Par

contre le ratio G : GA, agit positivement.

Tout cela montre que, a faible ratio noyau : paroi et a ratio élevé de G : GA nous

avons un tres bon rendement comme expliqué précédemment.

VI11.3.1.3.1.2. Effet de ratio G : GA et I’agent de durcissement en fixant le ratio

noyau : paroi sur les réponses étudiées

La figure ci-apres montre le contour de prédiction du rendement en fonction de ratio

G : GA et de I’agent de durcissement.

Rendement

agent de durcissement

S S U L U U U S
= N W B ® ] W O

o

0.5 1.0 1.2 2.0 2.5
FRatic G = GA

Figure VI11.19.Courbes d’iso réponses obtenues montrant 1’effet de ratio G : GA et

I’agent de durcissement sur le rendement.

Nous remarquons une augmentation de rendement avec ratio G : GA et Agent de

durcissement.

L’augmentation du rendement par le ratio G : GA peut expliquer par excés de gélatine
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qui se traduit par la présence de charges non-neutralisées ce qui entraine la formation
de plus de complexe soluble que le coacervat. Et en plus I’agent de durcissement fixe
les capsules pour éviter la répartition des liaisons fixées.

V1.3.1.3.1.3. Effet de I’agent réticulant et de ratio Noyau : paroi en fixant le ratio

G : GA sur les réponses etudiées

La figure ci-aprés montre le contour de prédiction du rendement en fonction du ratio

noyau : paroi et de I’agent de réticulation.

Rendement

agent de durcissement
O RN WO Yl oo

.26 0,28 .30 O, 52
FRatic T « N

Figure VI11.20.Courbes d’iso réponses obtenues montrant 1’effet de I’agent de

durcissement et de ratio noyau : paroi sur le rendement.

Nous avons remarqué ici 1’augmentation du rendement de 43,4 % ce rendement
correspond a une augmentation de 1’agent de durcissement et une diminution du ratio

noyau : paroi.

Ceci peut s’expliquer par le fait que la condition optimale correspond a faible ratio

Noyau : paroi et I’agent de durcissement.
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V1.3.1.3.2.Effets sur le taux d’encapsulation

V1.3.1.3.2.1.Effet de ratio noyau : paroi et de ration G : GA en fixant agent de
durcissement sur les réponses étudiées

La figure ci-aprés montre le contour de prédiction du taux d’encapsulation en fonction

du ratio noyau : paroi et de ratio G : GA.

Taux dencapsulation

Ratio G+ GA

.26 0,28 .30 0,32
Fatic C : N

Figure VI11.21.Courbes d’iso réponses obtenues montrant les effets de ratio noyau :

paroi et ratio G : GA sur le taux d’encapsulation.

Dans ce cas, nous avons remarqué une influence positive du ratio G : GA sur le taux

d’encapsulation par contre, ce dernier diminue plus nous augmentons le ratio G :GA.

Ceci peut étre expliqué par ’augmentation de polyélectrolytes dans la solution qui

entraine le faible taux d’encapsulation.

V1.3.1.3.2.2. Effet de ratio G : GA et ’agent de durcissement en fixant le ratio

noyau : paroi sur les réponses étudiées.

La figure ci-apres montre le contour de prédiction du taux d’encapsulation en fonction

du ratio G : GA et de I’agent de durcissement.
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Taux dencapsulation

Ratio G : CA

1.0 1.2 1.4 1.8 1.8 2.0
agent de durcissement

Figure V11.22.Courbes d’iso réponses obtenues montrant 1’effet de ratio G :GA et

I’agent de durcissement sur le taux d’encapsulation.

Nous remarquons une augmentation du taux d’encapsulation en augmentant 1’agent de
durcissement et de ratio G : GA. L’augmentation du taux d’encapsulation lorsque
I’agent de durcissement augmente peut s’expliquer par I’excés de de la maticre

utilisée.

Le taux d’encapsulation est important d'autant plus que si le ratio G : GA augmente.
Tout comme le ratio G : GA, I’ajout de I’agent de durcissement augmente le taux
d’encapsulation car 1’agent de durcissement déposé sur la surface des extraits

permettrait ainsi a la gélatine chargée positivement de coacerver plus facilement.

A la fin du procédé d’encapsulation, les microcapsules formées sont peu résistantes en
raison de la nature ionique des interactions entre les polymeres. Elles sont donc

généralement réticulées d’ou I’intérét de I’ajout de cet agent de durcissement.

V1.3.1.3.2.3. Effet de I’agent réticulant et de ratio noyau : paroi en fixant le ratio

G : GA sur les réponses étudiées.

La figure ci-apres montre le contour de prédiction du taux d’encapsulation en fonction

du ratio noyau : paroi et de I’agent de durcissement.
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Taux dencapsulation

Ratio C : N

1.0 1.2 1.4 1.8 1.8 2.0
agent de durcissement

Figure VI11.23.Courbes d’iso réponses obtenues montrant 1’effet de I’agent de

durcissement et de ratio noyau : paroi.

Nous remarquons ici une grande influence de I’agent de durcissement sur le taux
d’encapsulation. L’augmentation de ratio Noyau : paroi n’a pas d’influence sur le taux
d’encapsulation car plus la solution contient des extraits, le pouvoir ionique augmente

ce qui risque d’augmenter des complexes solubles dans le coacervat.

VI1.3.1.5. Modélisation mathématique de D’optimisation de procédé de

microencapsualtion des extraits de Marrubium Vulgare L.

En analysant par ANOVA, nous avons obtenu pour chacune des réponses etudiées les
modeles mathématiques suivants respectivement pour le rendement et le taux

d’encapsulation:

Y11= 34,7987 + 1,74375 X;-1,88125 X,+ 5,47125 X3 + 0,263752 XX, +1,43125
X1 X3+ 7,39625 X5X3

Y,= 24,6887 + 3,67125 X; -0,788751 X, + 3,03375 Xs + 5,99875 XX, +12,8263
X1X3 +0,846249 X,Xs3
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ou,
X1 : le facteur ratio Noyau : paroi;
X3 : le facteur ratio G : GA;

X3z : I’agent de durcissement.

V1.3.1.7.Discussions

Le ratio Gélatine : Gomme Arabique (G:GA) est un facteur influengant la charge
nette et les propriétés des complexes obtenus. Il en résulte une influence sur la
solubilité des complexes. En effet, a un pH= 4, le ratio massique G:GA va
conditionner la neutralisation des charges entre les deux macromolécules. Si la
neutralisation des complexes se produit a un ratio G:GA de 5/2, toute augmentation
ou diminution de ce ratio entrainera un gain de solubilité des complexes et par
conséquent une diminution des complexes ce propos a été étudié par Kaibara et al,
2000 dans le cas de protéine- polysaccharide. Une augmentation subséquente du ratio
par ajout de gélatine a entrainé une diminution de nombre de capsules. Ceci confirme
une solubilisation des complexes formés par I'excés de gélatine. Dans une autre étude,
il a été demontré que la taille des complexes pouvait étre controlée en faisant varier le
ratio de G: GA (Laneuville et al, 2000).

L’augmentation de ratio matiére active/ matériaux enrobant entraine une diminution
du taux d’encapsulation. Il a été montré que I’augmentation du ratio maticre active
enrobant affecte la morphologie des microcapsules, augmente leur taille et leur
charge. L’augmentation de la charge des microcapsules entraine une diminution de

1’épaisseur de la membrane.

Le ratio noyau paroi est aussi un parametre non moins important dans la formation de
complexes par coacervation. Nous avons vu dans cette étude qu’a un ratio supérieur
a 1/4 l'apparition de complexes est supprimée au profit d'une séparation de phases
ségrégative. Cependant, en diluant le systeme deja concentré en polymeéres totaux, la

formation de complexes devient possible a nouveau.

L'agent réticulant doit étre en exceés pour la préparation des capsules, car celui-ci est

trés sensible a I'eau. Cependant, si on estime, d'aprés nos résultats que seulement 1mi
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de l'agent reéticulant initialement en solution organique contribue a la formation des
microcapsules. Mais 1’agent de durcissement de 2ml favorise cette fonction

davantage.
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CONCLUSIONS GENERALES - PERSPECTIVES

L’objectif de ce mémoire était de mettre en ceuvre des méthodologies
optimums en matiére d’extraction, d’identification de produits naturels d’origine
végétale, en utilisant le Marrubium Vulgare L. comme plante modéle et ensuite de les
encapsuler afin d’avoir meilleure forme galénique qui permet de stabiliser des

molécules bioactives.

La premiére partie de notre travail a donc consisté a mettre en ccuvre une
méthodologie d’extraction par Soxhlet. Nous avons pour cela cherché les conditions
optimales d’extraction pour avoir le meilleur rendement possible qui est 34,15% pour
une puissance de chauffage de 200W et une durée d’extraction de 140min.
L’originalité de la méthode repose sur le fait de trouver la meilleure durée et la
puissance d’extraction pour extraire la majorité des molécules bioactives de la matrice
végétale. Nous avons pu démontrer que le Marrubium vulgare L. obtenu, contient de

polyphénols.

De plus, il serait intéressant d’étendre cette méthodologie a différentes matrices
végétales et différentes familles moléculaires pour les applications laboratoires; ainsi

que la transposition a I’échelle industrielle de ces procédés.

Cette étude a permis de réaliser une étude phytochimique des parties aériennes de
Marrubium Vulgare L. et notamment ceux qui sont trés peu décrits dans la littérature..
Ces composés seront ensuite testés sur les souris afin d’évaluer leur activité anti-
inflammatoire. Ces résultats encourageant nous incite a continuer 1’investigation
phytochimique des parties aériennes de Marrubium Vulgare L. (feuilles, tiges) qui ont

été tres peu étudiée jusqu’a présent.

Dans la deuxieme partie de ce mémoire, nous avons montré la possibilité d’encapsuler
ces extraits de notre plantes en utilisant la gélatine et la gomme arabique comme
paroi. De méme pour le proceédé d’encapsulation, de nombreuses études de cas ont été

réalisées mais les mécanismes conduisant a la formation des microcapsules ne restent
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décrits que de maniére partielle.
Par conséquent, notre travail repose sur :

-I’encapsulation de I’extrait de Marrubium Vulgare L. en utilisant les protéines de la

gélatine et la gomme arabique comme polymeres d’encapsulation.

-de mieux comprendre les mécanismes de formation des microcapsules par

coacervation notamment 1’influence de ces constituants majeurs.

Lors de notre étude, nous avons obtenu de microcapsules des extraits de polyphénols
lipophiles de Marrubium Vulgare L. Il serait mieux si nous cherchons un moyen

d’encapsuler a la fois les polyphénols lipophiles et hydrophiles.
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ANNEXE

ANNEXE 1 : OPTIMISATION DES PARAMETRES D’EXTRACTION DES
MOLECULES BIOACTIVES

Le graphe 1.1. Suivant représente influence de temps et de puissance sur le rendement.
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Figure 1.1. Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur le rendement.

Le graphe 1.2. Représente influence de temps et de puissance sur I’énergie d’extraction.

Energie d'extraction

Klig

Pui* Dur

Figure 1.2.Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur 1’énergie d’extraction.




Le graphe 1.3. Représente influence de temps et de puissance sur le dosage de polyphénol
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Figure 1.3.Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur 1’énergie d’extraction.

Le graphe suivant montre le contour de I’influence de paramétre sur le rendement.
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Figure 1.4.Courbes d’iso réponses obtenues illustrant la variation du rendement en
fonction de la puissance et la durée d’extraction.




La figure suivante montre un contour de réponse sous I’influence de puissance et de
durée d’extraction.
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Figure 1.5.Courbes d’iso réponses obtenues illustrant 1’énergie d’extraction en fonction
de la durée et de la puissance d’extraction.

Le graphe suivant montre les effets de puissance et de durée d’extraction sur le dosage de

polyphénols.
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Figure 1.6.Courbes d’iso réponses obtenues illustrant la variation du dosage de

polyphénols en fonction de la puissance et la durée d’extraction.




Le graphe 1.7. Suivant représente influence de temps et de puissance sur le rendement.
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Figure 1.7. Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur le rendement.

Le graphe 1.8. Représente influence de temps et de puissance sur I’énergie d’extraction.
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Figure 1.8.Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur 1’énergie d’extraction.




Le graphe 1.9. Représente influence de temps et de puissance sur le dosage de polyphénol
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Figure 1.9.Influence de la durée et de la puissance d’extraction sur 1’énergie d’extraction.

Le graphe suivant montre les effets de puissance et de durée d’extraction sur le

rendement
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Figure.1.10.Courbes d’iso réponses obtenues illustrant I’évolution du rendement en

fonction de puissance la durée d’extraction.




Le graphe suivant montre les effets de puissance et de durée d’extraction sur I’énergie

d’extraction.
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Figure .1.11.Courbes d’iso réponses obtenues illustrant la variation de 1’énergie

d’extraction en fonction de la puissance et durée.

Le graphe suivant montre les effets de puissance et de durée d’extraction sur le dosage de

polyphénols.
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Figure .1.12. Courbes d’iso réponses obtenues illustrant la variation du dosage de

polyphénols en fonction du durée et de la puissance.
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