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Liste des abréviations

A : Absorbance.

Al : Absorbance corresponde a Banded’absorption I.
AlI : Absorbance corresponde a Banded’absorption II.
AIII : Absorbance corresponde a Banded’absorption III.
B : Basse concentration en CaCl,.

BI : Banded’absorption I.

BII : Bande d’absorption II.

BIII : Banded’absorption III.

CPG : Chromatographie en phase gazeuse.

ED : Eau distill¢e.

ES : Eau de source (Djurdjura).

Eth: Ethanol.

H : Haute concentration en CaCl,.

Hex: Hexane.

HPL C : Lachromatographie liquide a haute performance.
IR : spectroscopie Infra-Rouge.

RMN : Résonance magnétique nucléaire.

R1, Rz, R3, Ry : Lesradicaux de la structure chimique dela
molécule. T : Température.

t : temps.

UV : ultra-violet.
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Introduction générale

De nos jours, les méthodologies analytiques sont de plus en plus développés pour la
séparation, I’identification et la quantification de melanges complexes. Dans un contexte
Iégislatif de plus en plus strict, la caractérisation physico-chimique complete des produits de
différentes origines, devient incontournable. De grands besoins sont invoqués dans la
caractérisation et I’identification de nouvelles substances. D’autres besoins de recherche
analytique sont généres par la perspective de pouvoir valoriser les produits naturels pour la
santé.

Depuis des milliers d'années, les plantes aromatiques et médicinales (PAM) ont
suscité beaucoup d’intérét dans le domaine thérapeutique. En effet, les substances naturelles
extraites de ces plantes ont permis de grandes avancées en raison de leur valeur
ajoutée dans la préparation de nombreux produits en particulier dans les domaines
pharmaceutiques et cosmétiques [1]. Les industriels sont obligés d’innover sur le plan
technologique et d’améliorer I'efficacité énergétique et environnementale de leurs
procédés, grace au développement d’une chimie dite verte en remplacement des
procédés chimiques traditionnels [2].

Vu cette richesse du monde végétal, notre travail s’intéresse a la plante médicinale ;
thym qui était considéré comme I’«ennemi du poison». Le choix de cette plante est basé sur
I'importance de la famille “des lamiacées"”, dont elle fait partie. Ces composés sont connus
d’une part, pour leur richesse en métabolites secondaires (polyphénols, flavonoides...) tout
en sachant que ces derniers sont produits exclusivement par les plantes et d'autre part pour
leur usage traditionnel connu afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies fréquentes

chez les populations [3].

L’ objectif de notre travail est I’étude de I’extraction solide-liquide de la plante de
thym et la caractérisation des composés extraits par une méthode d’analyse simple qui est
la spectroscopie UV-Visible. L’intérét est d’essayer de tirer le maximum d’information sur
ces extraits sans faire appel a des méthodes d’analyse plus sophistiquées et

habituellement utilisée, comme la HPLC.

Deux méthodes d’extraction ont été explorées dans ce travail, a savoir :
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o L’infusion du thym dans I’eau avec I’étude de I’influence de certains parametres
comme le rapport masse du thym / masse de I’eau, le temps d’infusion, la température et la
qualité de I’eau utilisée pour I’infusion.

o I’extraction par « Soxhlet» en utilisant deux solvants organiques: I’hexane et
I’éthanol. L’hexane est un solvant non-polaire, qui peut extraire un grand nombre de
composants présents dans I’huile essentielle. L’éthanol est connu comme étant un bon solvant
d’extraction des composes polaires tels que les composés phénoliques. Ces deux solvants ont
été choisis en raison de leurs polarités opposées permettant I'extraction de différents types de

composés (non polaires et polaires).

Notre manuscrit est réparti en trois chapitres : Le premier est consacré a une recherche
bibliographique, qui comporte trois parties : la premiére partie décrit la plante de thym sa
composition chimique et son intérét. La deuxieme présente I’ensemble des méthodes
d’extraction solide-liquide, et la troisiéme traite des géneéralités sur la spectrophotométrie UV-

visible, son domaine d’application et I’appareillage utilisé.

Le deuxieme chapitre décrit le matériel, les différentes étapes étudiées et les protocoles

experimentaux suivis pour I’extraction du thym.

Le troisieme chapitre regroupe I’ensemble des résultats avec leurs discussions.

Les résultats les plus importants et les aboutissements de ce travail, sont regroupés dans la

conclusion générale.
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Chapitre |
Synthese bibliographique

I.1. Thym
1.1.1. Géneralités

L'origine du nom est sujette a diverses interprétations : Thym proviendrait du mot latin
"thymus™ qui signifie "parfumé"” ou du mot grec "thumus" qui signifie "courage"” [4]. Le thym
originaire du bassin méditerranéen, est une espéce végétale vivace rustique [5], appartient a
la famille des labiées, environ 215 espéces sont cultivées dans le monde [6]. Le thym se
développe préférentiellement dans les milieux ouverts, secs et ensoleillés, bien drainé et
rocailleux (calcaire), sol légérement acide, mais la plante se développe également sur un sol
alcalin filtrant, Iéger ou compact (d’argile et de limon) ou trés poreux (sableux), un peu
humide et frais. La capacité de cette plante a résister a de trés forte chaleur provient de son
huile essentielle qui est produite la nuit et s’évapore la journée, c’est par cette action que la
chaleur sera consommee [7].

L’utilisation du thym dans la vie humaine date depuis trés longtemps. Aetius qui est
un célébre médecin grec du cinquieme siecle, recommandait le thym pour les sciatiques, les
douleurs des reins et de la vessie, la colite et les ballonnements, pour les mélancoliques et
ceux qui ont un esprit troublé. A I’onziémesiécle, Hildegarde et Albert le mentionnent contre
la lépre, la paralysie et les maladies nerveuses [4].

Cette plante peut constituer des peuplements purs qui se développent en taches plus ou
moins circulaires [8]. Le thym présente deux polymorphismes : deux types de fleurs
(gynodioécie) et une diversité de races chimiques (ou chémotypes) [9].

En Algérie, il est représenté par de nombreuses especes qui ne se prétent pas aisément
a la détermination. Citant ainsi quelques especes connues en Algérie : T.vulgaris,
T.serpyllum, T.algériensis, T.hirtus et T.fontanésii [10].

1.1.2. Caractéristiques botaniques

1.1.2.1. Description
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Le thym est une plante aromatique qui se trouve a I’état spontané, sous I’aspect d’un
sous arbrisseau, vivace, touffu et trés feuillé, peut atteindre 40 cm de hauteur [11]. Ses racines
sont ligneuses, rameuses et tortueuses. Ses tiges, de 10 a 30 centimetres, sont ligneuses a la
base, herbacées au sommet, trés diffuses. Ses feuilles sont de forme variées : linéaires ou
lanceolées ou de forme elliptique, la feuille jeune est recouverte de poils courts et denses. Ses
fleurs sont roses, visibles de juin a octobre, sont réunies en glomérules figure I1.1. Le Thym se

récolte de mai a juillet [12].

Figure 1.1 : Plante du Thym

1.1.2.2. Classification

Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

1.1.3. Distribution géographique
1.1.3.1. Dans le monde

Le thym est une plante originaire de I’ouest des régions méditerranéennes et aussi
autochtone du sud d’Europe [13, 14]. Le genre Thym est I’'un des 250 genres les plus
diversifiés de la famille des labiées [15]. Selon Dob et all [16], il existe pres de 350 especes
de thym réparties entre I’Europe, I’Asie de I’ouest et en Amérique du Nord. C’est un genre
tres répandu dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse
également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule

du Sinai en
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Egypte [17].0n peut le trouver également en Sibérie et méme en Himalaya. Selon une étude
menée par Nickavar [18], environ 110 espéces différentes du genre thym se concentrent dans

le bassin méditerranéen.

1.1.3.2. En Algérie

Le thym comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme
dans les régions internes jusqu’aux zones arides [17]. Il est représenté en Algérie par de
nombreuses espéces qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de leurs
variabilités et leur tendance a s’hybrider facilement. Le tableau 1.1 montre la localisation des

principales espéces de thym en Algérie [19].

Tableau 1.1 : Localisation des principales espéces du thym en Algérie [19].

Espéce Découverte par Localisation
Thymus capitatus Hoffman et Link | Rare dans la région de Tlemcen
Thymus fontanesii Boiss et Reuter Commun dans le Tell

Endémique Est Algérie- Tunisie

Thymus commutatus Battandier Endémique Oran

Thymus numidicus Poiret Assez rare dans :

Le sous-secteur de I’atlas tellien
Le grand et la petite Kabylie

De Skikda a la frontiere tunisienne
Tell constantinois

Thymus guyoni Noé Rare dans le sous-secteur des hauts
plateaux algérois, oranais et

constantinois

Thymus lancéolatus Desfontaine Rare dans :

Le secteur de I’atlas tellien (Terni de
Médéa Banchicao et dans le sous-
secteur des plateaux algérois, oranais

(Tiaret) et constantinois
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Thymus pallidus Coss Tres rare dans le secteur de I’Atlas

Saharien et constantinois

Thymus hirtus willd Commun sauf sur le littoral

Thymus glandulosus Lag Tres rare dans le sous-secteur des hauts

plateaux algérois

Thymus algériensis Boiss et Reuter Trés commun dans le sous-secteur

dans les hauts plateaux algérois, oranais

Thymus manbyanus Boiss et Reuter Endémique dans les secteurs Nord

algérois

1.1.4. Usage traditionnel du thym

Le thym est utilisé fréquemment par les populations autochtones grace a ses diverses
propriétés importantes. Citant ci-dessous les plus connues et appliquées: C’est une plante
aromatique trés odorante, a une saveur amere et chaude, utilisée dans la cuisine algérienne
et en phytothérapie [20- 23], recommandée contre tous les types de faiblesse et indiquée pour
les crampes d'estomac, les inflammations pulmonaires et les palpitations, ainsi que les
infections de la bouche, les contusions (Iésion produite par un choc sans déchirure de la
peau), et les accidents articulaires [24]. Il est considérée aussi comme I'un des remédes
populaires les plus utiles et efficaces, dans le traitement des infections respiratoires :
rhume, grippe, et angine [25, 26].
Il contribue également dans le nettoyage et la cicatrisation des plaies, et aussi I'expulsion des
gaz intestinaux [27]. Les infusions du thym sont appliquées pour le traitement de plusieurs
maladies de la circulation sanguine et les troubles digestifs et contre la toux et en décoction
pour guérir les maux de téte [28]. Il est aussi exploité par la parfumerie et I’industrie

pharmaceutique.

1.1.5. Propriétés du thym
> Assaisonnement des aliments et des boissons.
> Antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est

indiqué pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures.
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> Les principaux constituants du thym montrent des propriétés vermifuges et vermicide
[29].

> Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes dont une
étude récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties aériennes de
Thymus vulgaris inhibent la croissance de Mycobacteriumtuberculosis (bactérie qui cause la
tuberculose) [30].

> Propriétés anthelminthiques [31].

> Propriétés anti oxydantes [32, 33], en raison de ces propriétés, le thym est utilisé
comme un conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons Thunnus

durant leur stockage [34].

I.1.6. Principes actifs du thym

Le thym est constitué de trois familles de principes actifs qui sont:

> Les acides phénoliques : acide caféique [35], acide rosmarinique[32]
> Les flavonoides : hesperédine, eriotrécine, narirutine [32], lutéoline[36]

> Les polyphénols : tanins [35, 37]

1.1.7. Caractére chimique du thym
Un grand nombre d’espéces de thymus ont fait, a ce jour, I'objet d'études chimiques et de tres
nombreux métabolites secondaires ont été isolés. Les travaux photochimiques effectués sur le

thym ont permis I’isolement, de flavonoides et de terpénes.

1.1.7.1. Flavonoides
Ils constituent le plus large groupe des phénols dans la plante. Prés de 4000 flavonoides
ont été décrits [38], ces pigments sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et

des feuilles aussi sont susceptibles d'assurer la protection des tissus contre les effets nocifs

durayonnement UV [39].
1
8 O 2 2! 31
6 3
5 4 e 5

Figure 1.2 : Structure nucléaire (chimigue) des flavonoides [40]
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Ces molécules ont un poids moléculaire faible, sont composées de 15 atomes de
carbones arrangés comme suit : C6-C3-C6 [41]. lls sont structurés en deux noyaux
aromatiques A et B, liés par un pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle [42].
La structure des (flavonoides) formant une structure de type diphénylpropane dont des
groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou sucres peuvent étre rattachés [43, 44].

Les flavones, et les flavonols sont les plus connus grace a leur pouvoir antioxydant
élevé, et les plus divers sur le plan structural.

Les substitutions touchant les noyaux A ou B qui peuvent parvenir dans chaque classe des
flavonoides sont : une oxydation, alkylation, glycosylation, acylation, et sulfation. Le tableau

1.2 rassemble un nombre d’especes du thym, et leur contenu flavonique.

Tableau 1.2 : Quelques flavonoides isolés d’especes du thym

Référence

5

Espéce Compose isolé

Acacétine

Hispiduline

Thymus vulgaris Cirsimaritine

Xanthomicrol

Scutellarine [45]

Cirsilinéol

Thymonine

8-methoxycirsilinéol

Kampfeérol

Quercétine

IR 5| 2] 5] 5] 5] o] o] 1] 1] o

Rutine

Acacétine

Genkwanine

Hispiduline

Xanthomicrol

Thymus serpyllum Scutellareine [45]

Lutéoline

Thymonine

51 5 IB] o o] 1n] 1] 1o

8-methoxycirsilinéeol
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Thymus serpyllum Querceétine 18 [45]
Kampférol 17
Quercétine 18
Thymus algeriensis Isorhamnétine - [46]
5,3’di-hydroxy-3, 7,4°,5’- 21
tetraméthoxyflavone
Galangin 20
Chrysine 10
Thymus hirtus Apigénine 1
Lutéoline 11 [47]
Diosmétine 12
Thymus herba Genkwamine 3
barona Xanthomicrol 6
Sorbifoline 7
Thymusine 8
Cirsilineol 13
Cirsiliol 14 [48]
8-méthoxycirsilinéol 16
Naringénine 22
Eriodictyol 23
Thymus capitatus Lutéoline-7 rutinoside 25 [49]
Vicenin-2 26
a) Flavones : Les structures de 01 a 16 sont les suivantes
R: R2 R3 R4
1 H OH |H OH
2 H OH H OCH3
3 H OCH; |H OH
4 | OCHs OH H OH

Figure 1.3: Structure nucléaire (chimique) des flavones (de 01 a 4)
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OH O

Structure | Ry R» R3 R4 Rs
11 H OH H OH | OH
12 H OH H OH |OCHj3;
13 OCH3 |OCH;| H |OCH3;| OH
14 OCH3 |OCH;| H OH | OH
15 OH |OCH3 |OCH3 |OCH3 | OH
16 OCH3 |OCH3 |OCH3 |OCH3 | OH

Figure 1.4 : Structure nucléaire (chimique) des flavones (de 11 a 16)

b) Flavanols : Les structures des flavanols de 17 a 21 sont les suivantes :

Structures | Ri R>
17 H OH
18 OH OH
19 OCH; OH
20 H H

Figure 1.5 : Structure nucléaire (chimique) des flavanols (de 17 a 20)

c¢) Flavanones : Les structures des flavanones 22et 23sont les suivantes

HO

OH

(@

O .\“\\\ij/

22

H

Figure 1.5: Structure nucléaire (chimique) des flavanones (22)

d) Flavonoides glycosylés : Les structures de 24 a 26 sont les suivantes

10
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Figure 1.7: Structure nucléaire (chimique) des flavonoides glycosylés (26)

1.1.7.2. Les terpenes

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte leur formule brute est (CsHx)n, dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes
qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est I’isopréne de formule
CsHg (figure 1.8). Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le
squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde,

cétone, acide, lactone, etc.)

/

Figure 1.8 : La molécule d'isoprene

Les structures des monoterpénes de 27 a 30 sont les suivantes :

11
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1 OR, Structures R; R>
> 28 B-D- Glc H
29 H B-D- Glc
5

g
. 27
WO —B -D —Gle
A
H HO 30
8 O B —D —Glc
o

Figure 1.9: Les structures des monoterpénes de 27a 30

1.1.7.3. Les acides phénoliques : Cette classe est divisée en deux sous classes [20]

a) les hydroxybenzoiques
Incluent plusieurs molécules et les plus fréquentes sont: L'acide gallique l'acide

vanillique, I'acide syringique et le p-hydroxybenzoique. Ces composants ont une structure de

Cs-C3 en commun.

O H CO
3
1 1
OH@L coo §;> COOH o4 42@2— dooH
7
7 0 7

Acide hydroxybenzoique Acide gallique Acide vanillique

b) les hydroxycinnamiques
Ces molécules possédent un cycle aromatique avec 3 carbones en plus C6-C3; par exemple :

I'acide caféique, l'acide férulique, p-coumarique, et I'acide sinapique [42].

12
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OH m OH 9 éOOH
2
o — T OOH 9
8 on”~ 7 5

Acide p coumarique

Acide cafeique

1.1.7.4. Les tannins

Sont des molécules a poids moléculaire relativement élevé, ils constituent le 3éme groupe
important des composés phénoliques. Les tannins possédent 2 sous-groupes; tannins
hydrolysables et tannins condensés. Les premiers sont esters acide gallique (gallo et ellagi
tannins).

Les derniers sont des polymeres de polyhydroxyflavan3-ol monomeres (aussi connu
proanthocyanidine).

3éme

Il existe un sous-groupe : les phlorotannins ont été isolés a partir desalgues brunes, mais

qui ne sont pas inclus dans I'alimentation humaine [50].

1.2. Méthodes d’extraction
1.2.1. Extraction solide-liquide

L’ extraction solide-liquide, encore appelée extraction par solvant est une opération de
transfert de matiére destinée a séparer les principes solubles d’un substrat solide par leur
diffusion dans un solvant. Son but est d’extraire, de séparer ou de dissoudre par immersion
dans un liquide ou par arrosage par un liquide, un ou plusieurs composants mélangés a un
solide. La diffusion est réalisée grace a I’existence d’un gradient de concentration en soluté a
extraire entre la phase solide et la phase liquide. A la fin de I’opération, le systeme tend vers
I’équilibre. 1l s’agit normalement d’une opération a pression constante.

L’extraction solide-liquide se présente sous plusieurs variantes (percolation, décoction,
infusion et macération) avec comme dénominateur commun de faire interagir le solvant sur le

matériau solide pour dissoudre ses composés solubles [51].

1.2.1.1. Infusion

L’infusion est une méthode d'extraction des principes actifs et/ou des arbmes d'un
vegétal par dissolution dans un liquide (eau) initialement bouillant que I'on laisse refroidir
[52- 55]. Le terme désigne aussi les boissons préparées par cette méthode, comme les tisanes.

C’est la méthode la plus courante connaissant un regain d'intérét certain grace notamment a la
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phytothérapie, aromathérapie et gemmothérapie s'expliquant par l'attrait de la meédecine
douce, traditionnelle et aussi par la quéte de nouvelles saveurs aromatiques [56].

Le principe de cette méthode consiste a verser de I’eau chaude sur les plantes séches et on
laisse infuser le temps nécessaire. Le temps d’infusion est variable suivant la nature de la
plante (de quelques minutes a 1heure) [57].

Ce procédé s'applique aux feuilles, aux fleurs, aux fruits tendres et aux parties aériennes ainsi
gu'a certaines parties corticales et aux racines fragmentées [58].

Attention cependant & ne pas prolonger le temps d’infusion, la tisane devenant astringente car
trop chargée en tannins. La solution alors obtenue s’appelle infusion ou infuse [56].

1.2.1.2. La macération

La macération est une infusion dans un solvant a froid. L’opération bien que
généralement longue et a rendement souvent médiocre, est la seule méthode utilisable dans le
cas de I’extraction d’un ensemble de molécules fragiles.
Elle s’est basée sur I’utilisation de solvants seuls ou en combinaison choisis en fonction de la
famille des composés a extraire. En outre, une matrice peut subir plusieurs extractions
successives en utilisant des solvants de plus en plus polaires afin d’obtenir des mélanges
enrichis en molécules d’intérét. Pour étre efficace, une maceration, peut durer de 30 minutes
a 48 heures environ ; ceci peut présenter quelques inconveénients, en termes de fermentation,
ou de contamination bactérienne notamment si le solvant utilisé est I’eau. Ces phénomenes
peuvent entrainer une dégradation rapide des molécules actives. En vue d’éviter ou de réduire
ces inconveénients, la maceration peut étre opérée dans un récipient couvert, le tout a I’abri de
la lumiére et, dans certains cas, maintenue dans un réfrigérateur [59].
Ces techniques ont été optimisées, notamment, pour I’analyse des composés non volatils
(polyphénols, sucres, cires) dans les fruits et légumes [60, 61] qu'ils soient comestibles ou

non.

1.2.1.3. Décoction

La décoction est une méthode d'extraction des principes actifs d'une préparation
généralement végeétale par dissolution dans une eau chauffée a ébullition [55]. Cette méthode
convient aux parties ligneuses de la plante comme les tiges, les racines, I’écorce, graines ou
baies, qui sont les parties les plus coriaces des plantes, notamment celles renfermant des

tanins.

14
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La décoction permet une extraction plus compléte que par infusion, elle ne peut
s'appliquer a tous les principes actifs car la montée en température pourrait les dégrader ou les
modifier. 1l faut que les substances extraites ne soient pas thermolabiles, c'est a dire non
sensibles a la chaleur [56]. Le principe de cette opération consiste a plonger les parties de
plante seche a froid dans de I’eau et de porter le tout a ébullition pendant 15 a 30 minutes

selon les cas [59]. La solution obtenue est appelée décocté.

1.2.1.4. La digestion

La digestion est une macération a chaud. Cette opération et la macération sont
utilisées particulierement en pharmacie et en parfumerie. Il s’agit la d’une opération plus
rapide que la macération, ne posant généralement aucun probleme de conservation ni de
contamination bactérienne [62, 63].
Cette technique consiste a maintenir en contact la plante avec de I’eau potable a une
température inférieure a celle de I’ébullition, mais supérieure a la temperature ambiante

pendant une durée de 1 a 5 heures [56].

1.2.1.5. Lixiviation (I’extrait fluide)

Cette opération se realise en général a température ambiante mais sous une pression
réduite afin de permettre en méme temps d’extraire le maximum de principes actifs mais aussi
de les préserver car une partie des composants végétaux sont sensibles a la chaleur. Cette
technique permet de concentrer le produit sous forme liquide et de le conserver dans le temps,
elle consiste a faire passer lentement un solvant, I’eau, par gravité a travers un solide en
poudre : la matiere végétale. Le liquide entraine avec lui les principes actifs solubles. C’est le

principe méme de la cafetiere. Le lixiviat est le produit de I’opération [64].

1.2.1.6. La percolation
Consiste a mettre en contact un lit de particule et un fluide en écoulement
généralement chaud, pour extraire en continu le soluté. La préparation du café releve de cette

opération [65].

1.2.2. Autres formes d’extraction
1.2.2.1. Extraction par Soxhlet
L appareillage Soxhlet permet I’extraction aux solvants « en continu » d’especes

chimiques contenues dans une matrice solide. L’échantillon, placé dans une cartouche poreuse
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a I’intérieur de I’extracteur, est traversé par les vapeurs de solvant. Celles-ci passent du ballon
chauffé au tube adducteur puis se condensent dans le réfrigérant. Le condensat s’accumule
dans le corps de I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du siphon, entrainant alors le retour
du liquide dans le ballon. Au fil des cycles, le solvant s’enrichit en substances extraites
jusgu’a epuisement de I’echantillon en substances d’intérét [66].

Par comparaison avec les macérations classiques, cette technique permet de réduire le temps
d’extraction, d’une part, et requiert nettement moins de solvant et d’échantillon pour une
efficacité d’extraction supérieure, d’autre part [67, 68].

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 [69]. Un systeme conventionnel de Soxhlet est

représenté sur la figure 1.10.

neuf ~ Siphon

Catouche poreuse
Extraction solide

chauffe - ballon

Figure 1.10 : Extracteur soxhlet.

L’extraction par Soxhlet dépend fortement des caractéristiques de la matrice solide et
de la dimension des particules car la diffusion interne est souvent I’étape limitante pendant
I’extraction. Les avantages de I’extraction par Soxhlet incluent [70] :

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

o le maintien d’une température relativement élevée d’extraction avec la chaleur du
ballon a distiller,

o aucune nécessité de filtration aprés I’extraction. En outre, la méthode de Soxhlet est

trés simple et bon marché.
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Cependant, cette méthode présente des inconvénients [70] :

o le temps d’extraction est long,

o il est impossible d’accélérer le processus par agitation,

o la grande quantité de solvant utilisée exige une étape d’évaporation/ concentration

o la possibilité de dégradation thermique des composés cible ne peut pas étre ignorée vu

que I’extraction s’opére habituellement au point d’ébullition du solvant pendant un temps
assez long.

o la grande quantité de solvant ainsi que la longue durée de I’opération ont conduit a de
larges critiques de cette méthode.

1.2.2.2. Extraction par ultra-sons
Le principe de I’extraction assistée par ultra-sons est analogue a celui d’une extraction
aux solvants ; toutefois, les vibrations provoquées par les ultrasons permettent d’extraire plus

rapidement les constituants [71, 72].

Soxhlet
chamber__

Ultrasonic
probe

Thermostated
water bath

Distillation

-—

Electrical flask
heater

Figure 1.11 : Extracteur assisté par ultrason [75].

L’extraction par ultra-son est une alternative peu codteuse, simple et efficace aux techniques
conventionnelles d’extraction. Les principaux avantages de I’utilisation des ultra-sons dans
I’extraction de solide-liquide incluent [73] :

e L’augmentation de la cinétique et du rendement d’extraction,

e La réduction de la température de fonctionnement permettant I’extraction des

composés thermolabiles,
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e Un faible colt de I’appareillage et une simplicité de I’opération par comparaison a
d’autres nouvelles techniques d’extraction telles que I’extraction assistée par micro-
ondes.

e La possibilité d’utilisation de n’importe quel solvant ce qui permet d’intervenir dans
I’extraction d’une large variété de composes naturels.

e Temps d'extraction plus court et une consommation en énergie plus faible [74].

1.2.2.3. Extraction par Likens-Nickerson

Le mode d’extraction Likens-Nickerson [19, 64] est basé sur une utilisation combinée
de I’hydrodistillation et de [P’extraction aux solvants figure 1.12. Cette technique est
généralement utilisée en agroalimentaire pour I'extraction des parfums et arébmes contenus
dans des échantillons solides (fruits, légumes, graines, etc.) [76, 77] ou liquides (miels,
liqueurs, etc.) [78, 79]. Sur de telles matrices, elle permet d’obtenir des rendements

d’extractionen volatils bien supérieurs a ceux de I’hydrodistillation [79].

Refngérant

IR

L1

)

~NUnn| ]

5

Echantillon
Solvant

o j:* dextraction
\E &

dans l'ean

Chauffage

Figure 1.12 : Schéma d'un systéme d'extraction Likens-Nickerson[66].

1.2.2.4. Extraction par fluide a I’état supercritique

L’extraction par gaz liquéfié ou par fluide a I’état supercritique met en ceuvre
généralement le dioxyde de carbon®CF 84]. D’autres travaux de recherches [85-
88]montrent I’utilisation de I’eau dans son état supercritique. Dans ce systeme le solvant est
utilise en boucle par interposition d’échangeurs de chaleur, d’un compresseur et
d’un détendeur afin de porter le solvant a I’état désiré a chaque stade du processus. La

séparation de I’extrait alieu en phase gazeuse par simple détente.
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L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler lesolvant par simple
compression détente. De plus les températures d’extraction son basses dans le cas de dioxyde
de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. A ces différents
avantages s’ajoutent ceux del’innocuité, d’inertie et d’inflammabilité de CO,. En outre, en
fonction des conditions de pression et de température, on modifie le pouvoir solvant. Il est
donc possible dans certaines limites d’orienter la composition de I’extrait, d’autant qu’il
est envisageable d’utiliser un agent de co-extraction pour réguler la polarité. Le frein du
développement de cette technologie est le colt éleve des appareils lié a I’application de
pressions de plusieurs centaines de bars.

PN

16 5]

: Extracteur

: Séparateur

: Liquéfacteur

: Pompe

B Echangeur froid

: Echangeur chaud
: Débitmetre

gnmurum

Figure 1.13 : Schéma du systéme d’extraction CO,des solides[89].

1.3. Méthodes d’analyses
1.3.1. Chromatographie en phase gazeuse
1.3.1.1. Principe

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition [90], permet
I’analyse et I’identification des composés volatils des fruits et des feuilles des plantes [91, 92].
C’est la technique de separation la plus utilisée car elle permet d’effectuer I’individualisation
des constituants a partir d’échantillons de I’ordre du milligramme voire du microgramme. La
séparation a lieu dans des colonnes capillaires qui possédent un fort pouvoir résolutif
parfaitement adaptée aux mélanges complexes volatils. Chaque constituant est caractérisé par
des indices calculés a partir d’une gamme d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques
linaires, a température constante ou en programmation de température (indices de rétention,
Ir). Cependant, la comparaison des indices de rétention avec ceux de la littérature ne suffit pas
a identifier formellement un composé [93]. La CPG, est aujourd’hui, un outil incontournable
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pour I’analyse des composés volatils en mélange.Le schéma principal de la CPG est présenté

sur la figure 1.14.

Injecteur
d’échantillon

Contréleur du débit ——|
Déchets
_—
Colonne \
Détecteur

Gaz vecteur Four

Figure 1.14 :Schéma simplifié de la chromatographie en phase gazeuse [94].

Le principal inconvénient de cette méthode est son domaine d’application. Eneffet, on estime
a seulement 20% des substances organique connues les molécules qui sont susceptibles d’étre
analysées en CPG.Ceci pour deux raison principales : la substance doit étre relativement

volatile et ne doit pas se dégrader a des températures élevées [95].

1.3.2. La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
1.3.2.1. Principe d’analyse chromatographique

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est une technique d’analyse
chromatographique dont le principe est basé sur la répartition du composé a analyser, entre
une phase mobile liquide et une phase stationnaire tres finement divisée (figure 1.15). Cette
méthode analytique doit son impressionnant développement a sa rapidité, sa simplicité, son
colt relativement peu élevé et I’ampleur de son domaine d’application en tant qu’une

méthode de séparation [96].

L COLONNE | [ détccteurj
pompe ’
'
Vers
l envegisecur

Réserve de liguide
phase mobile

Figure 1.15: Principe de fonctionnement d’un chromatographe HPLC [96].
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a) Analyse qualitative

Dans des conditions déterminées, le temps de rétention d’une substance donnée sur
une colonne donnée est caractéristique de la substance ; on peut donc, a I’inverse, identifier un
composé a partir de son temps (ou de son volume) de rétention.
L’analyse qualitative consiste alors, a identifier les différents composés d’un mélange, en se
basant sur leur temps de rétention relatif qui représente le délai séparant le point d’injection au
maximum du pic considéré. La résolution d’un systéme chromatographique est d’autant
meilleure que les pics sont fins et séparés. L’identification d’une substance repose sur la
comparaison de son temps de rétention a celui d’un étalon analysé dans des conditions

identiques (temps de rétention relatif : tr) [97].

b) Analyse quantitative

La chromatographie quantitative se base sur la comparaison de I’aire ou de la hauteur
du pic de I’échantillon a analyser avec celle d’un ou plusieurs étalons. Si les conditions sont
soigneusement contr6lées, ces deux parameétres varient linéairement avec la concentration
[97].
L aire du pic est independante des effets d’elargissement, c’est pourquoi, de ce point de vue,
I’aire est un parameétre analytique plus satisfaisant que la hauteur du pic. Par contre, la hauteur
du pic se mesure plus facilement et, pour les pics étroits, sa détermination est plus exacte. Les
appareils modernes de chromatographie sont équipés d’intégrateurs électroniques qui

fournissent des mesures précises des aires et des hauteurs relatives des pics.

1.3.3. Chromatographie sur couche mince
1.3.3.1. Appareillage

Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont:
. la cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable,
fermé par un couvercle étanche.
. la phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un autre
adsorbant est fixée sur une plaque de verre a l'aide d'un liant comme le sulfate de calcium
hydraté (platre de Paris) I'amidon ou un polymeére organique.
. I'échantillon: environ un microlitre (uL) de solution diluée (2 @ 5 %) du mélange a

analyser, déposé en un point repére situé au-dessus de la surface de I'éluant.
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. I'¢luant : un solvant pur ou un mélange : il migre lentement le long de la plaque en

entrainant les composants de I'échantillon [98].

1.3.3.2. Principe de la technique

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon
leur force de migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de solvant;
adapté au type de séparation recherché, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire.
Lorsque la plaque sur laquelle on dépose I'échantillon est placée dans la cuve, la phase mobile
monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque
composant de I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriére le front du solvant. Cette
vitesse dépend d'une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque
stationnaire et, d'autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent
donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile. L'action de rétention de la
phase stationnaire étant principalement contrélée par des phénomenes d'adsorption.
Généralement, en chromatographie sur couche mince, les substances de faible polarité

migrent plus rapidement que les composants polaires [98].

1.3.4. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

C’est la technique de choix pour la caractérisation des molécules organiques ; elle
permet I’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 « modeles » a partir desquelles des reconstitutions de

spectres sont possibles [99].

1.3.5. spectroscopie Infra-Rouge (IR)

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR
Fourier Transformed Infra Red spectroscopy) est basée sur I'absorption d'un rayonnement
infrarouge par le matériau analysé. Elle permet, via la détection des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques
présentes dans le matériau. Lorsque la longueur d'onde (I'énergie) apportée par le
faisceau lumineux est voisine de I'énergie de vibration de la molécule, cette derniére
va absorber le rayonnement et une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise est

enregistrée. Le domaine infrarouge entre
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4000 cm™ et 400 cm™ (2,525 pum) correspond au domaine d'énergic de vibration des
molécules. Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a une absorption, cela va dépendre aussi
de la géométrie de la molécule et en particulier de sa symétrie. Pour une géométrie donnée,
les modes de vibration actifs en infrarouge peuvent étre déterminés grace a la théorie des
groupes. La position de ces bandes d'absorption va dépendre en particulier de la différence
d'électronégativité des atomes et de leur masse. Par conséquent, a un matériau de composition
chimique et de structure donnée va correspondre un ensemble de bandes d'absorption

caracteristiques permettant d'identifier le matériau [100].

1.3.6. La spectrophotométrie UV-Visible
1.3.6.1. Définition

La spectrophotométrie UV-visible est une technique analytique fondée sur I’étude du
changement de I’intensité de la lumiere traversant une solution colorée, dans un domaine
d’application comprise entre 200 et 800 nm, en effetpour pouvoir déterminer les
concentrations des substances absorbantes [101].
Le résultat correspond a des spectres d’émission ou d’absorption [102], qui ressemble a des
courbes de variation d’absorption en fonction de la longueur d’ondes, il est obtenu par un
spectrophotomeétre a une lumiére sensiblement monochromatique, ou le chromophore est le
site dont la structure de I’élément a étudier possede I’aptitude a absorbé les photons UV ou
visible. Il est caractérisé par la longueur d’onde la plus absorbée (Amax), €t I’aptitude la plus
importante a absorber les photons a cette longueur d’onde (&max) [103].

1.3.6.2. Principe de la spectrophotométrie UV-visible

Le spectrophotometre est un appareil permettant de mesurer I’absorbance d’une
solution, pour différentes longueurs d’ondes. Pour cela, il fait passer un rayon d’une longueur
d’onde choisie a travers une cuve contenant la solution a étudier (figure 1.16). Les molécules
de la solution absorbent plus ou moins le rayon lumineux, on définit alors I’absorbance pour

cette longueur d’onde [96].
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Figure 1.16 : Schéma de principe d’un spectrophotomeétre a double faisceau [96].

Les molécules qui présentent un spectre d’absorption UV-visible sont celles qui
absorbent des photons dont I’énergie correspond a des longueurs d’onde se situant dans le
domaine 190 nm — 800 nm. Lorsque des molécules absorbent des photons de I’UV-Visible,
I’énergie des électrons de valence augmentent. Le phénomene d'absorption dans le domaine

UV-Visible est lié aux variations de I'énergie moléculaire de transitions électroniques[104].

a) La loi de Beer-Lambert

Le domaine spectral de I’'UV-Visible est largement exploité en analyse quantitative. La loi de
Beer- Lambert est une loi additive qui s’applique aux différentes molécules présentes en
solution ou pour une méme molécule aux différentes formes qu’elle peut prendre [101].

La loi de Beer-Lambert sert a établir une relation entre I’absorbance, I’épaisseur de
I’échantillon et la concentration des espéces absorbantes.

Cette relation s écrit :Loglo (1o/T)= ¢Cl

Ou bien sous sa forme actuelle est: A : eCl

Avec:

A : absorbance

&: Coefficient d’extinction (mol™.cm™.L).

C : Concentration (mol/L)

| : Epaisseur de la cuve (cm).

lo : Intensité de I’énergie d’irradiation arrivant sur I’échantillon (Lumiére incidente)

| : Intensité de la radiation qui a traversé I’échantillon (Lumiére transmise)
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La loi de Beer-Lambert n’est vérifiee que si les conditions suivantes sont respectées :
(une lumiére monochromatique, des solutions tres diluées et pas de réflexion, diffusion ou

fluorescence du faisceau incident.) [96]

1.3.6.3. Appareillage [100]

Un spectrophotometre UV-Visible est constitué schématiquement (figure 1.17):
- d’une source lumineuse ;

- d'une cellule de mesure ;

- d’un sélecteur de longueur d’onde ou monochromateur ;

- d’un systéme de mesure de I’intensité lumineuse ou détecteur ;

- d’un dispositif d’affichage et de traitement du signal

. Sources lumineuses

Beaucoup de spectrometres comportent deux lampes a usage de sources:

- une lampe a arc au deutérium sous moyenne pression pour la partie UV (<350 nm).

-une lampe a incandescence avec un filament de tungstene et une enveloppe de verre de silice
(quartz) pour la partie visible du spectre (a partir de350 nm). La lampe a arc xénon qui couvre
tout le domaine de 200 a 1100nm, est utiliséepour les appareils de routine. Cette source plus
énergétique est souvent utilisée. Elle est choisie comme source unique par les constructeurs

lorsqu'il s'agit d'un appareil de routine allant de 300 a 1100nm.

Figure 1.17: lampe UV au deutérium

. Sélecteur de longueurs d’onde - Le monochromateur

Le monochromateur, est un systéeme qui permet d’extraire de la lumiere émise par la source,
un domaine étroit de son spectre d’émission et de sélectionner les longueurs d’onde du
spectre. Il est constitué d’une fente d’entrée, d’un systeme de dispersion et d’une fente de
sortie (figure 1.18).
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Figure 1.18: Monochromateur a réseau

. Cellules

La cellule d’analyse se présente sous forme de parallélépipéde a base carrée de 1 cm de trajet
optique ayant deux faces opposeées polies.

On utilise des cuves en plastique transparent (milieu aqueux) ou en verre ordinaire (milieu
aqueux et organique), destinées aux mesures dans le domaine du visible et des cuves en quartz

pour les mesures dans le domaine de I’ultraviolet.

. Détecteurs
Le signal lumineux est convertit en signal electrique a I’aide d’un déetecteur photo électrique.

On utilise soit un tube photomultiplicateur, soit un semi-conducteur (détecteur a transfert de

charge ou photodiode au silicium).

photoélectron dynades

. \ radiation
"“igak\i = ; slectrons hv dopage n
cathode ° anode AVAYa Jjonction
auste tersion f. V\_E sdn vers amplificateur m
hse;j.;;nw ”. Y .,;fv\L(wv\ dopage p
Figure 1.19: photomultiplicateur Figure 1.20 : photodiode

1.3.6.4. Applications
La spectrophotométrie UV-visible est une méthode facile a mettre en ceuvre. Elle est utilisée

aussi bien pour I’analyse qualitative que quantitative [104].
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a) Analyse qualitative (identification des substances)

La méthode détecte les groupements fonctionnels chromophores mais ne permet pas
I’identification certaine des molécules. Elle doit toujours étre complétée par d’autres
méthodes spectrales (IR, RMN, spectrométrie de masse) ou chimiques.

b) Analyse quantitative
Les mesures en UV/Visible reposent sur la loi de Beer et Lambert ; qui relie dans certaines

conditions, I’absorption de la lumiére & la concentration d'un composé en solution.

1.3.6.5. Principe d’étalonnage avec spectrophotomeétre

La méthode de mesure consiste a mesurer directement le rapport entre le flux incident et le
flux transmis a travers I’éprouvette. Pour ces mesures, le spectrophotométre fonctionne en
mode « double faisceau ». La transmission du filtre est obtenue en faisant le rapport entre le
signal « voie échantillon » et le signal « voie référence ». Ce mode de fonctionnement permet
de corriger les variations d’émission de la source et les variations de transmission de

I’atmosphére sur le trajet optique du faisceau [105].
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Chapitre 11

Matériel et Méthodes

Ce chapitre présente I’ensemble des réactifs, du matériel et des méthodes analytiques utilisés
au cours de ce travail.

I1.1. Appareillages et logiciels utilisés
Les appareils utilisés sont:

v' Le spectrophotométre «UV2101PC » a double faisceaux couplé avec un micro-
ordinateur en utilisant des cuves en quartz de 1cm d’epaisseur (trajet optique), pour le
tracé des spectres d’absorption des liqueurs de thym.

v Le soxhlet pour I’extraction par des solvants organiques.

Les logiciels utilisés : UVPC30 pour tracer les spectres d’absorption, Excel 2010 pour le

traitement des résultats.
11.2. Matériel et produits

11.2.1. Matériel utilisé

X/
X4

Balance électronique
Becher de 100 et 200 ml

% Boites a pétri

)

X/
X4

L)

e

%

Conductimétre

>

Dessiccateur

o
25

>

X/
*

Entonnoir

L)

% Erlenmeyers

53

%

Etuve
Fioles jugées de 25 ml, 50 ml, et 1000 ml.

>

o
25

X/
X4

L)

Papier absorbant
% Papier filtre (Wattman N°2)

Papier aluminium

53

%

>

Para-film

o
A

28



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

*
o

pH-meétre et conductimétre« Inolab pH level 1 ».

X4

Pipettes

*,

*
0‘0

Pissette

*

% Plaque chauffante munie d’une sonde de température analogique Checktempl (Hanna)

)

*
o

Spatule

0‘0

Thermometre

11.2.2. Matiere végétal (Thym)

Nous avons utilisé un thym récolté en avril 2014, en quantité suffisante & la créte Sidi
Boudrahem, Béjaia. Nous avons récupéré les feuilles de thym et nous les avons mis dans une
étuve a 40°C pendant une semaine pour éliminer I’eau des feuilles. Aprés cela, nous avons
mis ces feuilles de thym dans un dessiccateur pour les protéger contre I’humidité. A chaque
analyse, nous prenons la quantité de feuilles du thym nécessaire du dessiccateur. Un
échantillon de ces feuilles est représenté dans la figure 11.1.

Figure 11.1 : Feuilles de thym avant infusion

11.2.3. Eaux utilisées

Les différentes eaux utilisées (Tableau 11.1) sont I’eau distillée du laboratoire, I’eau
minérale naturelle Djurjura ainsi que quatre eaux obtenues par ajout de différents sels de
calcium a I’eau Djurdjura. Ces derniéres sont préparées a I’aide d’une balance de précision et
de fioles jaugées de 1 L. Elles seront appelées par la suite « eaux synthétiques ».
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Tableau I1.1 : Eaux utilisées

Matériel et Méthodes

Nature de Nom Nature du sel Masse (g) de sel Abréviation
I’eau ajouté ajouté pour 1L
d’eau
Eau ED
distillée
Eau minérale Djurdjura ES
naturelle
Djurdjura avec CaCl;, 2H,0 0,4432 ES +CaCl,
CaCl, BY
Eaux Djurdjura avec CaCl,, 2H,0 0,7388
modifiées CaCl, ES+CaCl,
Djurdjura avec Ca(NO3),, 1,1987 H®
Ca(NO3), 4H,0
ES+
Ca(NO3),

(1) : B pour Basse concentration et H pour Haute concentration en CaCl,

11.2.3. Réactifs

L’ensemble des réactifs utilisés lors des expériences est rassemblé dans le Tableau 11.2

Tableau 11.2 : Réactifs utilisés
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Réactif Masse molaire Pureté (%) Formule chimique
(g/mole)
Nitrate de calcium 4- 147,02 99,5 CaCl,, 2H,0
hydrate
Chlorure de calcium 236,15 98,5 Ca(NOj)2, 4H,0
di-hydrate
Ethanol (T=78,37°C) 46,07 99,9 C2HsO
Hexane (T¢,=68,73°C ) 86,18 99,998 CeH14

11.3. Préparation des solutions

> Solution nitrate de calcium 4-hydraté [Ca(NO3), 4H,0]: 3.10°M
Dans une fiole de 1L on verse une masse de 0,7192 g de nitrate de calcium 4-hydrate

[Ca(NO3),, 4H,0] et on ajuste jusqu’au trait de repére avec I’eau minérale (Djurjura).

> Solution chlorure de calcium di-hydrate [CaCl, 2H,0] : 5.10°M
Dans une fiole de 1L on verse une masse de 0,7388 g de Chlorure de calcium di-hydrate

[CaCl,, 2H,0] et on ajuste jusqu’au trait de repére avec I’eau minérale (Djurjura).

> Solution standard de (CaCl,, 2H,0) : 3.10°M
Dans une fiole de 1L on verse une masse de 0,4432g de chlorure de calcium di-hydrate

[CaCl,, 2H,0] et on ajuste jusqu’au trait de repére avec I’eau minérale (Djurjura).

11.4. Préparation des liqueurs de thym par infusion

Une masse d’eau (100 g) et une masse de feuilles (0,1 g) sont pesées a I’aide d’une
balance précise a 1 mg prés. L’eau est chauffée jusqu’a la température voulue (T °C)
controlée a I’aide d’une sonde de température analogique Digital thermoregulator VTF.
L’eau chauffée est ensuite versée sur les feuilles et laissee en contact pendant le temps voulu
(t min), temps controlé a I’aide d’un chronometre précis a 1 s prés. La liqueur de thym est
filtrée a I’aide d’un papier filtre afin de retirer les feuilles. Une fois a température ambiante

(20 a 25 °C), I’échantillon est analyse par le spectrophotomeétre « UV2101 PC » a double
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faisceaux. On utilise deux cuves en quartz de 1 cm d’épaisseur (trajet optique), I’une
est remplie de la liqueur de thym (I’échantillon a analyser) et I’autre est remplie de I’eau
utilisée pour préparer cette liqueur (la référence ou le blanc). Les spectres d’absorption
UV visible sont tracés dans I’intervalle [200 nm — 400 nm] avec un pas de 0,2 nm. Le
rapport entre la masse des feuilles et la masse de I’eau (0,1 %) est choisi par rapport aux

spectres d’absorption UV obtenus.

I1.5. Les parametres étudiés dans la méthode d’extraction par infusion

11.5.1. Effet du temps sur I’infusion du thym dans I’eau distillée et I’eau Djurdjura

Pour chaque température (T = 70°C ; 80°C ; 85°C ; 90°C ; 95°C; 99°C), On fait varier la
durée d’infusion (t = Imin; 3min; 5min; 10min; 15min; 20min) et on trace les spectres

d’absorption UV obtenus.

11.5.2. Effet de la température sur I’infusion du thym dans I’eau distillée et I’eau
Djurdjura

Pour chaque durée d’infusion (t = 1min ; 3min ; 5min ; 10min ; 15min ; 20min), On fait varier
la température (T = 70°C ; 80°C ; 85°C ; 90°C ; 95°C ; 99°C) et on trace les spectres
d’absorption UV obtenus.

11.5.3. Effet de la qualité de I’eau utilisée sur I’infusion du thym
Pour une température T= 95°C et une durée d’infusion t = 10 min, On fait varier I’eau utilisée
(Tableau 2.1) et On trace les spectres d’absorption UV obtenus.

11.5.4. Variations de pH et conductivité des liqueurs de thym

100 g masse d’eau et différentes masses feuilles de thym (0,1; 0,15; 0,2 et 0,25) en
gramme sont pesées a I’aide d’une balance précise a 1 mg pres. L’eau est chauffée jusqu’a la
température 95°C contr6lée a I’aide d’une sonde de temperature analogique Digital
thermoregulator VTF. L’eau chauffée est ensuite versée sur les feuilles et laissée en contact

pendant le temps 10min, temps contrélé & I’aide d’un chronometre précis a 1 s prés. La
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liqueur de thym est filtrée a I’aide d’un papier filtre de type wathman n°2 afin de retirer les

feuilles. On laisse I’échantillon refroidir apres on mesure la conductivité et le pH.

11.6. Extraction par solvant organique « Soxhlet»

L’extracteur de Soxhlet permet le traitement des solides (matiere végétale) avec des
solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Dans notre étude nous avons choisi de
travailler avec deux solvants organiques : I’hexane et I’éthanol
L’ethanol est connu comme un bon solvant d’extraction des composés polaires tels que les
composés phénoliques; ces deux solvants ont été choisis en raison de leurs polarités
opposees permettant I'extraction de différents types de composés (non polaire et polaire).
Dans le but d’évaluer la capacité d’extraction de ces deux solvants, les extractions ont été
réalisées dans les mémes conditions opératoires : une masse de matiere végétale « feuille
de thym» de 0,5 g avec un volume de solvant a 50 ml est chauffé a la température
T=80°C et temps d’extraction t=10h.
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Chapitre I11

Résultats exprimentaux et discussions

Lors de I’extraction des composes organiques par |'eau, des phénoménes physico-
chimiques sont a la base déchanges de matiere entre le solide (thym) et le solvant
d’extraction (eau), d’ ou I’ influence de multiples facteurs sur la cinétique d’ extraction.

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

intervenant lors de |’ extraction des substances naturelles par |’ eau.

[11.1. Infusion du thym dans|’eau de source « Djurdjura »

[11.1.1. Effet deladuréed’infusion
[11.1.1.1. Infusion a T=70°C
a) Spectresd’absorption UV desliqueursdethym a différentes duréesd’infusion

Dans lafigure 111.1 sont représentés les spectres d’ absorption des liqueurs de thym
pour les différents temps d’infusions. On remarque trois bandes d’ absorption importantes a
221,4 nm, 279nm et 325,4nm. Les absorbances augmentent avec le temps d’infusion. Cette
augmentation est due a I’ augmentation de la concentration des composés infusés des liqueurs

de thym apres infusion.

2,5 -

T=70°C ——01 min

221,4 nm

2

Absorbance
=
(0]

200 250 300 350 400

Longueur d'onde (nm)

Figurelll.l: Spectres d’ absorption des liqueurs de thym a différentes durées
d’infusion. T=70°C, volume d’ eau=100 ml, masse du thym= 0,1g.
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b) Cinétique d’ extraction:

L’ évolution des absorbances maximales en fonction du temps sont représentées sur lafigure

1.2

Absorbance maximale

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
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- [ ]
= : re ¢ % A3=221,4nm
' <
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Figurelll.2: Cinétique d’'infusion du thym dans |’ eau Djurdjuraa T = 70°C

Pour mieux expliquer la cinétique de I’'infusion, nous avons calculé la variation de

I" absorbance par unité de temps dans les intervalles detemps: 0O al min; 1a3 mn; 3 a5

min; 5a10 min; 10 a15 min et 15 a 20 min. Cette grandeur est proportionnelle au nombre

de molécules extraites par unité de temps, elle refléte la vitesse moyenne d’ extraction dans

chacun de cesintervales. Les valeurs de cette grandeur sont représentées dans le tableau

[1.1.

Tableau Il1. 1: Lesvariations des absorbances par unité de temps

Temps AA/ AT AA/AT AA/ AT
(min) (325,4 nm) (279 nm) (221,4 nm)

0 / / /
1 0,066 0,094 1,004
3 0,037 0,050 0,004
5 0,028 0,049 0,045
10 0,015 0,022 0,045
15 0,013 0,010 0,050
20 0,013 0,013 0,010
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D’ apres les valeurs du tableau 111.1, la vitesse moyenne d’ extraction des molécules
absorbantes alabande | (BI) diminue considérablement pendant les dix premiéres minutes, et
devient constante et faible (1/5 de la vitesse moyenne a la premiére minute d’ extraction) dans
I'intervalle de temps [10 min — 20 min]. Selon la bande 1l (BIl), la vitesse d'infusion
diminue considérablement pendant les 15 premieres minutes puis devient constante et faible
(1/7 de la vitesse moyenne a la premiere minute d’ extraction) dans I’intervalle de temps [15
min — 20 min]. La cinétique correspondant de la bande Il (BlIl) est trés importante des la
premiere minute de contact entre les feuilles de thym et |’ eau chaude, Au-dela d’ une minute,
elle chute considérablement et devient constante (1/20 de la vitesse moyenne a la premiere
minute d extraction). En conclusion, nous déduisons que la vitesse d'infusion est importante
au début du contact du thym avec I’ eau chaude, mais cette vitesse diminue au cours du temps.
Ceci peut étre expliqué par la diminution du gradient de concentration des composes
organiques entre les feuilles de thym et |’ eau. Nous remarguons les cinétiques d’'infusion des
bandes | et Il sont presque identiques, ceci peut étre expliqué par le fait que les composés qui
absorbent dans ces deux bandes ont presque la méme structure chimique, ceux sont les
flavonoides, par contre la cinétique relative a la bande d absorption 111 est différente de celles
des bandes | et I, I’extraction des composés qui absorbent dans cette bande est tres rapide,
ces composés sont les polyphénols [106]. Pour mieux comparer les cinétiques relatives trois
bandes d’absorption, nous avons aussi calculé une autre grandeur qui permet de comparer
chague deux bandes en constatant I’ évolution en fonction du temps, de la valeur du rapport
des absorbances maximales des deux bandes concernées. Les résultats obtenus sont

représentés dans e tableau 111.2.

Tableau I11.2 : Résultats des rapports d’ absorbances maximales a différentes durées

Temps (min) All/AI Alll/AI All/AL
1 1,424 15,209 10,679
3 1,386 7,794 5,625
5 1,482 6,011 4,055
10 1,480 5,164 3,490
15 1,335 4,882 3,656
20 1,286 4,222 3,282
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Les résultats du tableau 111.2 confirment les conclusions précédentes, a savoir : Les
deux bandes | et |1 ont la méme cinétique (AllI/Al ne varie pas presgue avec le temps), tandis
gue les valeurs des rapports AllI/AI et AllI/All diminuent avec le temps ce qui signifient que
la cinétique relative a de libération de la bande | ou Il est plus importante que celle de la
bande |11 et ceci est due au fait que les composeés qui absorbent ala bande |11 sont extraits des

la premiére minute.

111.1.1.2. Infusion a T=80°C

Les Spectres d absorption UV obtenus a la température d’infusion de 80°C sont représentés

danslafigurelll.3.

On remarque trois bandes d’ absorption importantes a 222 nm, 279nm et 325,4nm qui
sont les mémes trouvés a température d'infusion 70°C. Les absorbances maximale

correspondantes aux trois bandes, augmentent avec le temps d' infusion.

T=80°C

222 nm == (01 min

Absorbance

200 250 300 350 400

Longueur d'onde (nm)

Figurelll.3: Spectres d’ absorption des liqueurs de thym a différents durée d’infusion.

(Température=80°C, volume d’ eau=100 ml, masse de tu thym= 0,19).

La cinétique d’ extraction des composes caractérisés par ces trois bandes maximale est

représentée dans lafigurelll.4.
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Figurelll.4 : Cinétique d'infusion du thym dans |’ eau Djurdjuraa T =80°C

Lesvaeurs delavariation de I’ absorbance maximale par unité de temps sont

représentées dans le tableau 111.3

Tableau I11.3: Les variations des absorbances maximales par unité de tempsa T= 80°C

AA/ At AA/At AA/ At
Temps (min)
(325,4 nm) (279 nm) (222 nm)

0 / / /

1 0,107 0,185 1,2

3 0,057 0,079 0,121

5 0,060 0,071 0,115
10 0,055 0,056 0,119
15 0,047 0,046 0,017
20 0,027 0,041 0,014

D’ apres les vaeurs du tableau (111.3), la vitesse moyenne d’ extraction des molécules
absorbantes alabande | (Bl) diminue considérablement, et restent constante (1/2 de la vitesse
moyenne a la premiére minute) dans I’intervalle de temps [3 min — 10 min], aprés 15 min
d’infusion, la vitesse d extraction diminue de 2 fois par rapport la vitesse initiale. Selon la
bande Il (BIl), la vitesse dinfusion diminue considérablement pendant le processus
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d’extraction de 1min a 20 min, et reste constante dans I’intervalle [15 min - 20 min]. La
cinétique relative ala bande 111 (BII1) est tres rapide des la premiére minute de contact, Au-
dela d'une minute, elle chute considérablement et devient constante (1/10 de la vitesse
moyenne a la premiére minute d’ extraction) dans I’ intervalle de temps [3 min- 10 min], suivi
d’une forte diminution et constante (1/7 de la vitesse moyenne a la dix minute d’ extraction)

dans|’intervalle de temps [15 min — 20 min].

Les valeurs du rapport des absorbances maximales des bandes sont représentés dans | e tableau
[1.4.

Tableau |11.4 : Résultats des rapports d’ absorbances maximale a différentes durées

Temps (min) A(N/A® A(T/A®) A(T/A(TD
1 1,729 11,374 6,486
3 1,561 6,098 4,191
5 1,430 5,406 3,442
10 1,247 3,609 2,066
15 1,173 2,706 2,367
20 1,122 2,462 2,019

Les résultats du tableau 111.4 confirment les conclusions précédentes, a savoir: Les
extractions relatives aux deux bandes | et Il ont la méme cinétique, tandis que les valeurs des
rapports AlllI/AL et AlllI/AllI diminuent avec le temps ce qui explique que les molécules qui
absorbent aux bande | ou Il sont plus importantes que celles relatives alabande l11.

111.1.1.3. Infusion a T=85°C

Les Spectres d absorption UV obtenus a la température d’infusion de 85°C sont représentés

danslafigurelll.5

On remarque trois bandes d’ absorption importantes a 223,2 nm, 279nm et 325,4nm qui sont
les trouvés a température 70°C. Les absorbances maximale correspondantes aux trois bandes,
augmentent avec le temps d’infusion.
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Figurelll.5: Spectres d’ absorption des liqueurs de thym a différents durée

d'infusion. (Température=85°C, volume d' eau=100 ml, masse de tu thym= 0,1g).

La cinétique d’ extraction des composés caractérisés par ces trois bandes maximale est

représentée danslafigurelll.6
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Figurelll.6 : Cinétique d'infusion du thym dans|’ eau Djurdjuraa T= 85°C

Les valeurs de la variation de I’ absorbance maximale par unité de temps sont représentées

dansletableau 111.5
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Tableau I11.5: Lesvariations des absorbances maximale par unités detempsaT=385°C

AA/At AA/At AA/At
Temps (min)
325,4 nm 279 nm 223,2nm

0 / / /
1 0,182 0,266 1,575
3 0,018 0,141 0,202
5 0,080 0,114 0,136
10 0,061 0,072 0,035
15 0,027 0,030 0,027
20 0,011 0,004 0,010

D’aprés les valeurs du tableau 111.5, la vitesse moyenne d extraction des molécules

absorbantes a la bande | (Bl) diminue considérablement pendant I’intervalle de temps de

I’infusion [1 min — 20 min], une chute de 1/10 de la vitesse moyenne a la premiére minute

d’infusion pendant un temps 3 min est due a I’ordre d’erreur. Selon la bande Il (BIl), la

vitesse d'infusion diminue considérablement pendant les 15 premiéres minutes puis devient

lente a 20 min. La cinétique relative de la bande 111 (BIIl) est trés rapide des la premiére

minute de contact, Au-dela d’ une minute, elle chute considérablement (1/8 de la vitesse

moyenne a la premiére minute d’ extraction), apres 10 min d'infusion, la vitesse d’ extraction

diminue 45 foislavitesseinitide.

Les valeurs du rapport des absorbances maximales des bandes sont représentées dans le

tableau I11.6.

Tableau I11.6 : Résultats des rapports d’ absorbances maximales a différentes durées

Temps (min) A(ITA(T) A(ITYA() A(INA(D)
1 5,021 8,654 1,462
3 3,611 9,037 2,502
5 2,899 5,921 2,042
10 2,138 3,535 1,653
15 1,997 3,117 1,561
20 2,005 2,979 1,486

40




Chapitre I11 Résultats expérimentaux et discussions

Les résultats du tableau 111.6 confirment la cinétique d’infusion des absorbances maximales, a
savoir : Les extractions relatives deux bandes | et Il ne varie pas presque avec le temps,
I’ extraction des molécules de deux bandes | et 1l se fait aux mémes temps, tandis que les
valeurs des rapports AlllI/Al et AlllI/AIl diminuent avec le temps ce qui signifient que la
cinétique relative de libération labande | ou Il sont plus importantes que celles relatives ala

bande 1.

111.1.1.4. Infusion a T=90°C

Les spectres d’ absorption UV obtenus a la température d’'infusion de 90°C sont représentés

danslafigurelll.7.

On remargue trois bandes d’ absorption importantes a 224 nm, 279nm et 325,4nm qui sont les
mémes trouvées a température dinfusion 70°C. Les absorbances maximales

correspondantes aux trois bandes, augmentent avec le temps d’ infusion.

3,5 -

T=90°C

224 nm

(01 min
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Absorbance

=710 min

15 min

e 20 MIN

200 250 300 350 400
Longueur d'onde (nm)

Figurelll.7 : Spectres d’ absorption des liqueurs de thym adifférents durée d’infusion.
(Température=90°C, volume d’ eau=100 ml, masse de tu thym= 0,19).

La cinétique d’ extraction des composés caractérisés par ces trois bandes maximale est
représentée dans la figure 111.8, les bandes | (325,4 nm) et 1 (279 nm) présentent une méme

cinétique.
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Figurelll.8: Cinétique d’infusion du thym dans I’ eau de Djurdjuraa T= 90°C

Les valeurs de la variation de |” absorbance maximale par unité de temps sont représentées

dansletableau I11.7

Tableau Il1. 7 : Lesvariations des absorbances maximales par unité detempsaT=90°C

Temps (min) AA/ At AA/ At AA/ At
(325,4 nm) (279 nm) (224 nm)

0 / / /
1 0,24 0,342 1,254
3 0,14 0,152 0,382
5 0,097 0,117 0,115
10 0,039 0,046 0,059
15 0,002 0,000 0,034
20 0,000 0,000 0,01

D’ apres les valeurs du tableau 111.7, les vitesses moyennes d’ extraction des molécules
absorbantes aux bandes d'absorption | et Il diminuent jusqu'a leur annulation aprés 15
minutes d'infusion; ce qui signifie un équilibre entre le thym et la liqueur obtenue. La

cinétique de la bande I11 (BIIl) est trés rapide des la premiere minute de contact entre les
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feuilles de thym et I’ eau chaude, Apres 10 minutes d’infusion, la vitesse d’ extraction diminue

de 20 fois par rapport lavitesseinitiale.

En conclusion, nous déduisons que la vitesse d'infusion est importante au début du
contact du thym avec |’eau chaude, mais cette vitesse diminue au cours du temps. Nous
déduisons aussi que les cinétiques relatives ala bandes | et |1 sont presque identiques, vers la
fin d'infusion la vitesse est nulle ce qui explique un équilibre d’ extraction des composées
entre le thym et la liqueur obtenue. Par contre la cinétique relative ala bande d’ absorption 111
est différente de celles des bandes | et |1, I’ extraction des composés qui absorbent cette bande

est trés rapide au départ et devient trés lente apres une minute d’ infusion.

Les valeurs du rapport des absorbances maximales des bandes sont représentées dans le
tableau 111.8

Tableau I11. 8 : Résultats des rapports d’ absorbances maximales a différentes durées

Temps (min) A(ITYA(Q) A(YA(I) A(ITA(D
1 5,225 3,667 1,425
3 3,883 3,125 1,242
5 3,153 2,555 1,234
10 2,805 2,296 1,222
15 2,951 2,445 1,207
20 3,002 2,302 1,304

Les résultats du tableau 111.8 confirment que pour les extractions relatives deux
bandes | et Il ne varie pas avec le temps, tandis que les valeurs des rapports Alll/Al et
AlllI/All diminuent avec le temps, ce qui signifient |’ extraction des molécules qui absorbent
alabandel et 11 sefait de maniére plus rapide a celle des composees qui absorbe relative ala
bande I11.

I11.1.1.5. Infusion a T=95°C

Les spectres d’ absorption UV obtenus alatempérature d’infusion de 95°C sont
représentés dans lafigure (111.9).
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On remarque trois bandes d’ absorption importantes a 224,6 nm, 279nm et 325,4nm. Les

absorbances maximal es correspondantes aux trois bandes, augmentent avec le temps

d’'infusion.
47 o
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Figurel11.9: Spectres d absorption des liqueurs de thym a différents durées d’ infusion.
(Température=95°C, volume d’ eau=100 ml, masse du thym= 0,1g).

La cinétique d'extraction des composés caractérisés par ces trois bandes maximale est

représentée dans lafigure 111.10
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Figurelll.10: Cinétique d'infusion du thym dans |’ eau Djurdjuraa T = 95°C



Chapitre 111

Les valeurs de la variation de |’ absorbance maximale par unité de temps sont représentées

dansletableau I11.9

Résultats expérimentaux et discussions

Tableau I11.9 : Les variations des absorbances maximales par unité de tempsa T= 95°C

Temps AA/At AA/At AA/ At
(min) 325,4 nm 279 nm 224,6 nm
0 / / /
1 0,268 0,394 1,706
3 0,126 0,146 0,084
5 0,095 0,111 0,158
10 0,045 0,080 0,082
15 0,036 0,037 0,084
20 0,007 0,006 0,006

D’ apres les valeurs du tableau 111.9, les vitesses moyennes d’ extraction des molécules
absorbantes aux bandes d'absorptions | et 1l diminuent jusqu’'a leur annulation aprés 15
minutes d'infusion, en effet la cinétique de |’ extraction de ces deux bandes devient lente. La
cinétique relative a la bande 111 (BIlI) est tres rapide dés la premiére minute de contact, au-
dela d’'une minute, la vitesse d’'infusion diminue considérablement et devient négligeable

(1/10 de lavitesse moyenne ala premiére minute d’ extraction).

En conclusion, nous déduisons que la vitesse d’infusion est importante au contact,
mais cette vitesse diminue au cours du temps. Nous déduisons aussi que les cinétiques des
bandes | et Il sont presgue identiques, vers la fin du temps d'infusion la vitesse devient
négligeable, tandis que I’ extraction des composees d’intérét au cours du temps. Par contre la
cinétique relative a la bande d absorption 111 est différente de celles des bandes | et 11 (pas a
20 min), |’ extraction des composés qui absorbent dans cette bande est trés rapide au départ et

devient trés lente apres une minute d’ infusion.

Les valeurs du rapport des absorbances maximales des bandes sont représentées dans le
tableau 111.10
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Tableau 111.10 : Résultats des rapports d’ absorbances maximales a différentes durées

Temps (min) A(TN/A(Q) A(ITYA(T ANAQ)
1 6,366 4,330 1,470
3 3,609 2,730 1,322
5 3,089 2,412 1,281
10 2,783 1,990 1,40
15 2,713 2,023 1,341
20 2,656 2,004 1,325

Les résultats du tableau (111.10) confirment que les extractions relatives aux deux bandes | et
Il ne varie presque pas avec le temps, ains que les valeurs des rapports A(I11)/A(l) et

A(1)/A(11) diminuent avec le temps.

111.1.1.6. Infusion a T=99°C

Les spectres d’ absorption UV obtenus a la température d’'infusion de 99°C sont représentés

danslafigurelll.11

On remarque trois bandes d absorption importantes a 225 nm, 279nm et 325,4nm. Les

absorbances maximales correspondantes aux trois bandes, augmentent avec le temps

d’'infusion.
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Figurelll.11: Spectres d’ absorption des liqueurs de thym a différentes durées d’infusion.

(Température=99°C, volume d’ eau=100 ml, masse du thym= 0,1g).
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La cinétique d’ extraction des composeés caracterisés par ces trois bandes maximales est

représentée dans lafigure I11.12
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Figurelll.12 : Cinétique d'infusion du thym dans |’ eau Djurdjuraa T = 99°C

Les valeurs de la variation de |’ absorbance maximale par unité de temps sont représentées

dansletableau I11.11

Tableau |11.11 : Les variations des absorbances par unité de tempsa T= 99°C

Temps AA/ At AA/ At AA/ At
(min) 325,4 nm 279 nm 225nm
0 / / /
1 0,202 0,35 1,379
3 0,150 0,14 0,173
5 0,124 0,13 0,235
10 0,065 0,066 0,111
15 0,012 0,027 0,082
20 0,019 0,010 0,004

D’apres les valeurs du tableau 111.11, les vitesses moyennes d’extraction des molécules

absorbantes aux bandes d'absorption | et |l diminuent considérablement pendant les quinze

premiéres minutes (15 min), et devient constante et faible (plus de 1/10 de la vitesse moyenne
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alapremiere minute d’ extraction) dans I’intervalle de temps [15 min — 20 min]. Lacinétique
relative a la bande 111 (BIlI) est tres importante dés la premiére minute de contact, au-dela
d'une minute, elle diminue considérablement et devient négligeable (1/7 de la vitesse

moyenne ala premiere minute) dans |’ intervalle de temps [15 min — 20 min].

En conclusion, nous déduisons que la vitesse d'infusion est rapide au début du contact,
apres cette vitesse diminue au cours du temps. Nous déduisons aussi que les cinétiques
relatives a des bandes | et 11 sont presque semblable, ceci I’ extraction des composees de thym
se fait aux mémes temps. Par contre la cinétique relative a la bande d'absorption 111 est
différente de celles des bandes | et I, I’extraction des composes qui absorbent dans cette

bande est tres rapide au départ et devient tres lente aprés une minute d’infusion.

Les valeurs du rapport des absorbances maximales des bandes sont représentées dans le
tableau 111.12.

Tableau 111.12 : Résultats des rapports d’ absorbances maximales a différentes durées

Temps (min) A(INA(N) A(ITYA(Q) A(ITA(T)
1 1,733 6,827 3,94
3 1,257 3,443 2,738
5 1,187 2,928 2,467
10 1,133 2,561 2,260
15 1,194 2,788 2,335
20 1,144 2,587 2,262

Les résultats du tableau 111.12 confirment les constatations précédentes, a savoir: Les
extractions relatives aux deux bandes | et |1 ne varie pas presgue avec le temps, tandis que les

valeurs des rapports A(111)/A(1) et A(I11/A(I1) diminuent avec le temps.

111.1.2. Effet delatempératured’infusion

[11.1.2.1. Infusion at =1 min
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Figurell1.13 : Spectres d’ absorption des liqueurs de thym a différentes températures

d’infusion. (Durée= 1 min, Volume d' eau= 100 ml, Masse du thym= 0,1 g)

Dans lafigure I11.13 sont représentés les spectres d absorption des liqueurs de thym a
différentes températures d'infusion (T=70°C, 80°C, 85°C, 90°C, 95°C, 99°C). On remarque
trois bandes d’ absorption UV importantes, la bande | est caractérisée par une longueur d’ onde
maximale égale a 324,8 nm qui correspond a I’ absorbance des isoflavone, la bande |1 est
caractérisée par une longueur d’'onde maximale égale a 278,6 nm correspondant a
I’ absorbance des flavanols et |la bande |11 est caractérisée par une longueur d’onde égale a

221,6 nm qui correspondant al’ absorbance des polyphénols [106].

Pour étudier I'effet de la température sur I'infusion & un temps t, nous avons calculé les
valeurs de la variation relative de |’absorbance maximale données en pourcentage par
I’expression : 100* (A,— A7) / A1 pour comparer entre deux températures consecutives.

D’ aprés lafigure 111.13, Les absorbances maximales sont plus importantes & 95°C, les
valeurs de la variation relative obtenues en passant de 90°C a 95°C sont 12,97%, 14,83% et
35,02% respectivement pour les bandes I, 11 et I11. Ces valeurs sont positives et importantes
pour les trois bandes, ce qui signifie que le rendement de I'infusion a 95°C est meilleur que
celui de 90°C. Nous pouvons conclure que pour une minute d'infusion, la température 95°C

donne un meilleur rendement.

49



Chapitre I11 Résultats expérimentaux et discussions

[11.1.2.2. Infusion at=3 min

Les spectres d' absorption UV obtenus pour cette durée sont représentés dans lafigure 111.14
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Figurelll.14 : Spectre d absorption desliqueurs de thym a différentes températures.
(Durée= 3min, Volume d eau= 100 ml, Masse du thym= 0,1 Q)

On remargue trois bandes d’absorption importantes a 324,8 nm, 279 nm et 222,4 nm. Les
absorbances maximales augmentent avec I’ augmentation de la température jusqu’a T= 90°C.
Nous pouvons conclure que pour un temps d’infusion de trois minutes, la température 90°C

donne un meilleur rendement.
[11.1.2.3. Infusion at=5min

Les spectres d' absorption UV obtenu pour cette durée sont représentés dans lafigure I11.15
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Figurell1.15: Spectre d’ absorptions des liqueurs de thym a différents températures. (Durée=
5 min, Volume d’ eau= 100 ml, Masse du thym= 0,1 g)

On remarque trois bandes d’ absorptions importantes a 325,4 nm, 278,6 nm et 224 nm. Les
absorbances maximales augmentent avec |’augmentation de la température a 99°C, ce qui
permet a déduire que latempérature optimale ala durée d’ infusion de 5 min est T= 99°C.

111.1.2.4. Infusion at= 10 min

Les spectres d absorption UV obtenus pour cette durée sont représentés dans la figure (111.16)

3,5 - .
.| 2238mm t=10 min
——T=70°C
2,5 e T= 80°C
v 2 e T= 85°C
2 o
5 —T=90°C
lg- 115 —T= 95°C
< 1 ——T=99°C
0,5
0 T T T
2ﬂ)0 250 300 350 400
Longueur d'onde (nm)

Figurelll.16: Spectre d’ absorption des liqueurs de thym a différents températures. (Durée=
10 min, Volume d' eau= 100 ml, Masse du thym= 0,1 g)
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On remarque trois bandes d’ absorptions importantes a 325,4 nm, 279nm et 223,8 nm.
Les absorbances maximales de la bande | et Il augmentent avec |’augmentation de la
température jusqu’a a la température T= 99°C, par contre les absorbances maximales de la
bande 11 sont plus importantes a T= 95°C. En fonction de ce qu’ on veut privilégier (ce qu'on

veut obtenir comme composes), On choisit 95°C (bande 11) ou 99°C (bandes | et I11).
[11.1.2.5. Infusion at=15min

Les spectres d' absorption UV obtenus pour cette durée sont représentés dans lafigure (111.17)

357 224/6nm t= 15 min
3
25
—T=70°C
o 2 —T=80°C
§ T=85°C
s =
g 15 e
{.(9 —T=90°C
1 ——T=95°C
e T=99°C
0,5
O T T T
2ji>0 250 300 350 400
-0,5 Longueur d'onde (nm)

Figurelll.17 : Spectre d’ absorption des liqueurs de thym a différents températures.
(Durée= 10 min, Volume d eau= 100 ml, Masse du thym= 0,1 g)

On remarque trois bandes d’ absorptions importantes a 325,4 nm, 279,6 nm et 224,6 nm. Les
absorbances maximales de labande | et 111 augmentent avec |’ augmentation de la température
jusqu’a a la température T= 99°C, par contre les absorbances maximales de la bande 11 sont
plus importantes a T= 95°C. Selon les composés désirés, On choisit 95°C (bande I1) ou 99°C
(bandes | et I11).

En conclusion, nous pouvons conclure que les températures adéquates a I’infusion du thym
dans I’ eau Djurdjura sont de 90°C a 99°C. Cela dépend du temps d’infusion et des composes

guel’on veut extraire.
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Cependant, on conclut I’ effet de la température sur I’infusion de thym : |’ absorbance
d’infusion de thym pour chaque longueur d’ onde maximale est amélioré avec |’ augmentation
de la tempéature dinfusion. En effet, cette amélioration est probablement due a
I’augmentation de la solubilité des composeés cibles dans I’eau avec |’augmentation de la
température de |’ eau. Cependant, I’ augmentation de la température est limitée par laréactivité

de ' eau et la sensibilité des composées cibles ala dégradation thermique.

[11.1.3. Variations du pH et dela conductivité électrochimique des liqueurs de thym

Tableau I11.13: Vaeursde pH et de conductivité pour différents masse

Masses de thym (g) pH Cond (ps/ ¢cm)
E.S 7,89 723
0,1 7,86 746
0,15 7,86 792
0,2 7,86 797
0,25 7,56 810

D’ aprés |es résultats obtenus et représentés sur le tableau (111.13), on remarque gqu’ en
augmentant le rapport de masse (thym/eau), le pH diminue par contre la conductivité
électrochimique augmente ce qui peut ére due a une extraction croissants des acides

phénoliques.
[11.2. Effet dela qualité del’eau sur I’infusion de thym:

[11.2.1. Spectres d’absorption UV desliqueurs de thym a différentes qualités d’eaux a la

température T=70°C et a deux duréesd’infusion (t= 3 min et t= 10 min).
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Figurell1.18 : Spectre d’ absorption des liqueurs de thym a différentes qualité d’ eaux

(T=70°C, t=3 min, m=0,1 g)
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Figurell1.19: Spectre d absorption des liqueurs de thym a différente qualité d’ eau

(T=70°C, t=10 min, m= 0,1 g)
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Les figures 111.18 et 111.19 représentent |'effet de la qualité de I'eau utilisée sur
I’extraction des composés organiques a partir des feuilles de thym, pour cela nous avons
utilisé différentes eaux (tableau I1.1). L’infusion a été faite a une température 70°C et pour
deux durées 3 min et 10 min. Dans tous les cas, les spectres obtenus comportent trois bandes
d’ absorption, les bandes | et Il sont caractérisés par des longueurs d’ ondes correspondantes
aux absorbances maximales qui ne varient pas avec les différentes eaux, par contre, la bande
1l est trés influencée par la qualité de I'eau utiliste. On constate un déplacement
batchromique et hypochromique de la B(l1l) des spectres des liqueurs obtenue en utilisant
I"’ES par rapport al’ED. Selon la bande I11, I’ absorbance est plus importante en utilisant |’ eau
distillée et moins importante en utilisant I’ eau contenant les nitrates de calcium Ca(NOs), les
spectres obtenus avec I'ES, ES+(CaCl, )™ et ES+ (CaCl,)® sont presque identiques et
montrent la méme longueur d’onde maximale. L’ gout de CaCl, al’ES n’a pas influé d’une
maniere claire les spectres UV obtenus. Néanmoins les spectres de I’ ES et de I'ES contenant
des chlorures de calcium ont subi un effet batchromique de I'ordre de (15,6 nm) et
hypochromique de I’ordre (0,977) par rapport au spectre obtenu avec de I’eau distillée. La
présence des sels a provoqué une diminution de I’ extraction des composées organiques des
feuilles de thym, ceci peu étre expliqué par le fait que certains cations ou anions des sels
existants dans I’ES pourrait étre adsorbé sur les feuilles de thym et donc limiter par la suite
I’ extraction des différents composées organiques. Les spectres UV obtenus avec I'ES +
Ca(NO3), suivant la bande (111) a subi aussi un déplacement batchromique et hypochromique
plus important par rapport aux spectres sans nitrate, ce qui signifie que la présence des ions
(nitrate) influe négativement I’ extraction par rapport au ions chlorure.
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Figurell1.20 : Spectre d’ absorption des liqueurs de thym a différente qualité d’ eau

(T=95°C, t= 10 min, m= 0,1 g)

La figure 111.20 représente |'effet de la qualité de I'eau utilisée pour I'extraction des
composeés organiques a partir des feuilles de thym. L’infusion a été faite a une température
95°C et une durée de 10 min. Dans ce cas les spectres obtenus comportent trois bandes
d'absorption, les bandes | et Il sont caractérisés par des longueurs d ondes correspondantes
aux absorbances maximales qui varient peu avec les différentes eaux, par contre, la bande
[l est trés influencée par la qualité de I'eau utilisée. On constate selon la bande 111 que
I’ absorbance est plus importante en utilisant I’ eau distillée et moins importante en utilisant le
nitrate de calcium Ca(NOs),. Les spectres obtenus avec I'ES, ES+(CaCl, )™ et ES+ (CaCl,)®
sont presque identiques et absorbent aux mémes longueurs d onde maximales. Néanmoins le
spectre de I'ES a subit un effet batchromique de I'ordre de (+3 nm) et hypochromique de
I’ordre (- 2,266) par rapport au spectre obtenu avec de I’ eau digtillée. En effet, les spectres de
I”ES contenant des chlorures de calcium subit un |éger déplacement, hyperchrome de I’ ordre ( +
0,112) ) par rapport aux spectres obtenus avec de |’ eau de source (ES). La présence des sels ont
provogué une augmentation de I’extraction des composés organiques des feuilles dethym,
ceci peut-étre expligué par le fait que les composés existants et qui absorbent a la
longueur d’ onde 220,8 nm ont une affinité avec certains cations ou anions des sels existants

dans I’ES et pourraient étre pénétrés dans les feuilles de thym, en effet la solubilité de ces
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composeés dans I’eau contenant des sels sera améliorée lorsqu’ on réalise |’ extraction a des
températures élevées. La présence des ions (nitrate) influe négativement sur I’ extraction par

rapport aux ions (ClI") particulierement sur la bande d’ absorption I11.
[11.2. Extraction dethym par « Soxhlet »

Lors de I’ extraction des composés organiques par solvant organique (éthanol, hexane), des
phénomenes physico-chimiques sont a la base d’ échanges de matiere entre le solide (thym) et

le solvant d’ extraction (éthanol, hexane).

3 -

T= 80°C e Ethanol

2,5 -

— Hexane

Extraction
avec hexane

Absorbance

e |nfusion avec
0,5 ES (80°C, 20
min)

e EXtraction avec
200 250 300 350 400 éthanol (diluée

10 fois)
Longueur d'ondes (nm)

Figurelll.20: Spectres d absorption UV d extrait de thym obtenu par Soxhlet avec | hexane
et I’ éthanol pour t=10h. (Température= 80°C, V(solvant)=50ml, m(thym)= 0,5g).

[11.2.1: Effet de solvant organique:

D’ apres les résultats obtenus représentes sur la figurelll.20, nous constatons comme
dans I'infusion du thym dans I’eau Djurdjura, trois bandes d absorption UV en utilisant le
solvant organiques éthanol, les bandes |, 11 et 111 sont & la méme longueur d’ onde maximale
pour les deux solvants ce qui signifie que ces solvants (eau et éhanol) extraient les mémes
COMpOseEs organiques qui sont polaires tel que les composes phénoliques. Par contre, pour le
spectre obtenu avec |’extraction par I’hexane on remarque la disparition de la bande I, la

bande |1 absorbe a la méme longueur d’ onde avec les spectres d’ absorptions obtenus avec
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I’ extraction de I’ é&hanol et de |’eau, et 1abande |11 subit un effet hypsochromique par rapport
aux spectres en utilisant I’eau de source et éthanol. Les absorbances relatives aux longueurs
d’'ondes de la bande(l1l) augmentent de I’hexane a I’eau en passant par |’éthanol. Nous
constatons aussi que I’ é&hanol extrait mieux que |I’hexane. Ce résultat est probablement di au
fait que les composés non volatils extraits de thym sont beaucoup plus solubles dans I'éthanol
que dans |’hexane. Ce faible rendement d’ extraction peut étre expliqué par la faible polarité

de ce solvant. Les composés polaires n’ont pas d’ affinité pour ce type de solvant.
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Conclusion générale

Ce modeste travail est une contribution a I’étude de I’extraction du thym par deux
méthodes, I’infusion dans I’eau et I’extraction par « soxhlet » dans deux solvants organiques,
I’hexane et I’éthanol. Notre objectif est d’étudier les différents paramétres qui peuvent avoir
le plus d’influence sur I’infusion, de comparer les performances de ces techniques
d’extraction et de choisir le bon solvant d’extraction du thym. La technique d’analyse
spectrophotométrique UV-visible a été sélectionnée comme étant une méthode simple pour la

caractérisation et le suivi de I’opération d’extraction.
Nous sommes arrivés aux résultats suivants :

1) Concernant I’étude de I’infusion du thym dans I’eau :
v Les spectres d’absorption UV des liqueurs contiennent trois bandes importantes : La
bande | (Bl) avec une absorbance maximale correspondant a la longueur d’onde 325,4 nm, la
bande (BII) située a 279 nm et la bande (BIII) repérée a une longueur d’onde qui varie dans
I’intervalle [221,4 nm — 225 nm] en fonction des paramétres d’infusion. Les bandes I, 11 et 111

correspondent respectivement aux absorbances des isoflavones, flavanols et polyphénols.

4 Les absorbances des liqueurs de thym augmentent avec le temps d’infusion par le fait
de I’augmentation de la concentration de ces liqueurs puisque selon Beer-Lambert,

I’absorbance est proportionnelle a la concentration dans son intervalle de linéarité.

4 La vitesse d’infusion est élevee durant la premiere minute, au-dela de ce temps, la
vitesse moyenne d’infusion diminue d’une maniére rapide (Imin a 5 min) puis cette
diminution devient moins importante (presque nulle) (15 min a 20 min). Ceci peut étre
expliqué par la variation du gradient de concentration des composés organiques a extraire des

feuilles de thym.

4 Les absorbances maximales des liqueurs de thym augmentent avec I’augmentation de
la température en allant de 70°C a 99°C, néanmoins, on remarque que lI’extraction est trés
importante & partir de 90°C. Ceci est peut étre due a la grande solubilité dans I’eau, des

COmMpOosés concernés aux temperatures élevées. L’augmentation de la température est localisee
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par la réactivité de I’eau et la sensibilité des composeés concernés a la déegradation thermique.
La température optimale d’extraction des composés polyphénols et isoflavones est de 99°C,

par contre pour les composés flavanols, elle est de 95°C.

v L’eau distillée a un pouvoir extractant plus important que les autres eaux contenants
des sels, ce qui signifie que certains cations et/ou anions présents dans I’eau Djurdjura limite
I’extraction. L’ajout de CaCl, a I’eau Djurdjura n’a pas influé d’une maniéere nette
I’extraction malgré la grande affinité du calcium pour les composés pariétaux (comme les
pectines) constitutifs de la feuille de thym. L’ajout de Ca(NO3), a I’eau Djurdjura a influé
négativement sur la bande d’absorption Ill, cette derniére subit en présence de NO3', un

déplacement hypochromie et hypsochromie.

2) Concernant les résultats de I’étude d’extraction par soxhlet, le spectre d’absorption
obtenu en utilisant I’éthanol comme solvant d’extraction, présente trois bandes d’absorption.
Les bandes I et Il sont situées aux mémes longueurs d’onde maximales que celles obtenues
avec I’eau, par contre, concernant la bande Ill, on constate un petit déplacement
bathochromie de I’ordre de 10 nm. Nous pouvons conclure que I’eau et I’ethanol extraient
les mémes composes organiques polaires tels que les composés phénoliques du fait que ces
solvants sont tous les deux polaires.

Le spectre d’absorption obtenu en utilisant I’hexane comme solvant d’extraction, présente
deux bandes d’absorption seulement, les absorbances sont faibles, comparées aux absorbances
obtenues avec I’éthanol. Nous pouvons conclure qu’une partie des composes organiques

polaires n’est pas extraite par I’hexane.

En final, nous pouvons dire que la technique d’analyse UV-Visible est une methode
qui nous a fournit pas mal d’informations qualitatives sur les composés contenus dans les
liqueurs de thym. Une étude plus approfondie des spectres enregistrés moyennant les outils de
la chimiométrie pourrait nous procurer plus de renseignements sur la composition qualitative

et quantitative de ces mélanges.
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