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Les plantes aux propriétés thérapeutique ou pharmacologique bénéfiques pour le corps 

humain sont souvent qualifiées de plantes médicinales. L’organisation mondiale de la santé 

(OMS) estime que 80% de la population mondiale est partiellement dépendante des plantes 

médicinales [1]. 

Les plantes aromatiques ont été employées pendant des siècles comme remèdes pour 

les maladies humaines grâce à leurs richesses en composants de valeur thérapeutique. Le pou- 

voir de guérison des plantes provient des effets de leurs métabolites secondaires. Ces métabo- 

lites interviennent dans la défense contre les parasites pathogènes. Il existe plusieurs groupes 

des métabolites notamment les phénols (simple phénols, acides phénoliques, flavonoïdes, fla- 

vones, flavonols, tannins et cumarines). 

La plante, sur laquelle est porté notre choix, fait partie d’une espèce de thym (Thymus 

Vulgaris L. officinalis). Ce choix est fondé sur les critères suivants : le thym est parmi les 

plus populaires des plantes aromatiques utilisées dans le monde entier, son utilisation fré- 

quente par nos populations dans le domaine culinaire et celui de la médecine traditionnelle, a 

été valorisé du fait que leurs huiles essentielles sont très recherchées pour les industries ali- 

mentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. 

Un stress oxydant se définira lorsqu’il y aura un déséquilibre profond entre antioxy- 

dants et pro- oxydants [2]. Donc en situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la 

production des espèces réactives de l’oxygène (ERO) et les systèmes de défenses antioxy- 

dants. L’espèce Thymus vulgaris est un élément caractéristique de la flore méditerranéenne, 

connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de très nombreuses propriétés médi- 

cinales [3]. 

Notre étude est consacrée à la réalisation du suivi de l’extraction des principes actifs 

(le thymol, les flavonoïdes et les polyphénols), par différents solvant d’extraction et 

d’analyse. Elle sera approfondie par l’évaluation de l’activité anti-oxydante au DPPH. 

L’encapsulation est parmi les préparations pharmaceutiques en cours d’élaboration par 

les grandes firmes médicamenteuses, qui consiste à encapsuler selon un procédé déterminé un 

principe actif dans une autre matière inactive, afin d’améliorer les propriétés de conservation, 

de présentation et de biodisponibilité [4]. 
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L’encapsulation de principe actif est possible en utilisant des polymères, en particulier,  

biodégradables, bio résorables,… ou un mélange de ces derniers comme excipient. Ils sont 

très utilisés dans le domaine médical pour leur non toxicité et leur caractéristique à contrôler 

la libération du principe actif encapsulé. Pour choisir le bon polymère on doit vérifier certain 

facteur à savoir la nature du polymère et le procédé d’encapsulation. 

L’objectif de l’étude est la formulation des microparticules comportant un principe ac- 

tif «Thymol», dans des polymères biodégradables en appliquant le procédé de double émul- 

sion. On doit optimiser les différents paramètres du procédé avec la méthodologie des plants 

d’expériences. Le but de cette recherche est d’obtenir une libération contrôlée par améliora- 

tion des cinétiques de libération de la substance active des microparticules, dans le milieu 

physiologique intestinal. 

Pour cela, nous proposons de suivre le plan d’étude suivant : 

 
 Une partie théorique devisée en deux chapitres: 

 
1°/- Le premier chapitre, composé de plusieurs parties : la première partie c’est une 

synthèse bibliographique sur les plantes médicinales, la deuxième est réservé à la description 

de la plante étudiée, la troisième sur les métabolites secondaires et la dernière contient des 

généralités sur les huiles essentielles, leurs applications et les différentes méthodes 

d’extraction. 

2°/- Le second chapitre, composé de deux parties : la première partie est consacrée aux 

radicaux libre et au stress oxydatif, et la deuxième présente les techniques d’encapsulation 

ainsi que le concept de libération des médicaments dans l’organisme et méthodologie des 

plants d’expériences. 

 Une partie expérimentale (le troisième chapitre) concerne la présentation du matériel 

et les méthodes utilisées pour l’extraction et la microencapsulation, le dosage colori- 

métrique des polyphénols et des flavonoïdes, les analyses physicochimiques (HPLC et 

IR), et l’activité antioxydante. 

Les résultats obtenus dans notre étude seront discutés dans le quatrième cha- 

pitre. 

 Enfin, une conclusion générale et des perspectives. 



 

 

 

 

Chapitre I : 

Etude bibliographique sur la plante 

thymus vulgaris L 

  



Chapitre I: Etude bibliographique sur la plante thymus vulgaris L 

3 

 

 

 

Partie 01 : Généralités sur les plantes médicinales 

I.1.1. Les plantes médicinales 

La définition d’une plante médicinale est très simple. En fait il s’agit d’une plante qui 

utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des 

drogues végétales, dont au moins une partie possède des propriétés curatives [5]. 

Environ 35000 plantes sont employées par le monde à des fins médicinales. Ce qui 

constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les êtres humains. Les plantes médi- 

cinales continuent à répondre à besoin important, malgré l’influence du système thérapeutique 

moderne [6]. 

La préparation et l’utilisation d’extraits de plantes médicinales sont transmises d’une 

génération à autre. Ce sont des pratiques empiriques, basées sur des connaissances ances- 

trales, ignorant ainsi la manière dont ces extraits agissent sur le corps humains. Avec la révo- 

lution scientifique et tous les progrès des domaines (médecine, pharmacie, biologie, bota- 

nique, pharmacologie, toxicologie…) les cibles et les mécanismes moléculaires des extrais 

végétaux sont mieux clarifiés [7]. 

I.1.2. Effets thérapeutiques des plantes médicinales 

 
Les plantes médicinales favorisent un mode de vie sain, elles nous fournissent des mé- 

dicaments naturels. En éliminant la plupart des effets secondaires, la phytothérapie assure un 

traitement plus holistique et moins agressif.[8]. 

 Plante à propriété antidépressive : certaines plantes possèdent des principes actifs 

bénéfiques pour le traitement des troubles de l’humeur transitoires et des dépressions 

légères par un effet qui stimule le système nerveux. 

 Plantes stimulantes et apéritives : certaines plantes sont riches en vitamine C, consi- 

dérées comme stimulantes, comme y’a d’autres qui contiennent des composants amers 

qui stimulent l’appétit et favorisent ainsi la prise de poids. 

 Les plantes à propriété hormonale : certaines espèces sont utiles pour soulager les 

règles douloureuses. 

 Les plantes qui soulagent la constipation : utilisées dans le traitement de la consti- 

pation sont repartis en deux groupes : les plantes laxatives, les plantes laxatives stimu- 

lantes. 
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 Les plantes utilisées dans le cas d’une inflammation : certaines plantes possèdent 

des principes actifs qui leur confèrent des propriétés anti-inflammatoires, qui 

s’accompagnent souvent d’effets analgésiques. Ce sont des plantes utiles pour le trai- 

tement des inflammations aigues comme l’entérite, et des douleurs inflammatoires 

chroniques comme l’arthrose. 

Partie 02 : le thymus vulgaris Lamiacées 

I.2.1. Présentation de Thymus vulgaris L 

Les plantes aromatiques et médicinales peuvent être utilisées dans différents domaines 

(pharmacie, parfumerie, cosmétique et agroalimentaire) pour leurs propriétés thérapeutiques, 

organoleptiques et odorantes. 

Ces plantes aromatiques sont, donc, à l’origine des produits à forte valeur ajoutée 

(huiles essentielles, extraits résines…etc.) qui se présentant presque toujours comme des mé- 

langes complexes, dont il convient d’analyses la composition avant leur éventuelle valorisa- 

tion. 

Parmi ces plantes à valeur ajoutées. Thymus vulgaris L officinalis(thym) possédantune 

activité pharmacologique, pouvant conduire à des applications thérapeutique, et cela grâce à 

la présence d’un certain nombre de substance active, qui pour plus part agissent sur 

l’organisme humain [9]. 

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées, 

avec comme forte diversité dans la partie occidentale du bassin méditerranéen [10]. Comme 

beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles aromatiques. 

Le nom “Thymus“ dérive du mot grec « thymos » qui signifie “parfumer“ à cause de 

l’odeur agréable que la plante dégage [11].L’espèce thymus vulgaris est un élément caracté- 

ristique de la flore méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi 

de très nombreuses propriétés médicinales [3]. 

I.2.2. Présentation de la famille des Lamiacées 

 

La famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiées en raison de la corolle à 

deux lèvres de ses petites fleurs, est l’une des familles les plus larges dans le règne végétal. 

Elle comprend approximativement 240 genres et 7200 espèces [12]. 
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Elle est divisée en sept sous-familles : Ajugoideae, Lamioideae, Nepetoideae, Pros- 

tantheroidea, Scutellarioideae, Symphorematoideae et viticoideae [13]. 

C’est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en industrie 

alimentaire et en parfumerie qu’en pharmaceutique. Elle est l’une des familles les plus utili- 

sées comme source mondiale d’épices et d’extraits à fort pouvoir antibactérien, antifongique,  

anti-inflammatoire et antioxydant [9]. 

I.2.3. Origine et distribution de la plante 

 
Thymus vulgaris L officinalis est indigène de l’Europe du sud, on le rencontre depuis 

la moitié orientale de la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de l’Italie, en passant par la fa- 

çade méditerranéenne française [14].Il est maintenant cultivé partout dans le monde comme 

thé, épice et plante médicinale [15]. 

Le Thymus vulgaris L présente toujours dans un état sauvage en plaines et collines, 

comme la lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes sauvages [16].Cette 

plante spontanée pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux et ensoleillés des 

bords de la mer à la montagne [17]. 

I.2.4. Classification systématique 

 

La classification botanique de l’espèce Thymus vulgaris est présentée dans le Tableau I.1, 

[10]. 

Tableau I.1 : Classification botanique de thymus vulgaris L 

 
Règne Plantes 

Sous règne Plantes vasculaires 

Embranchement Spermaphytes 

Sous Embranchement Angiospermes 

Classe Dicotylédones 

Sous classe Dialypétales 

Ordre Labiales 

Famille Lamiacées 

Genre Thymus 

Espèce Thymus vulgaris L 
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I.2.5. Description botanique de la plante 

 
Le thym est une plante basse sous-ligneuse, peut atteindre 40 cm de hauteur, caractéri- 

sée par les feuilles vert foncé de 4-10 mm de long, et de forme elliptique à oblongue et à tige 

courte (Figure I.1). Ces feuilles sont recouverte de poils et de glandes (appelés trichomes), 

ces dernier contiennent l’huile essentielle majoritairement composée de monoterpénes [18]. 

Les calices et les jeunes tiges sont aussi couverts de ces structures qui libèrent 

l’essence par simple contact, bien qu’en plus faible densité sur les tiges [19]. Ses petites fleurs 

zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc au violet par le 

rose [20]. 

Le thym à une durée de vie allant de 4 à 7 ans [21].La floraison a lieu d’avril à septembre. 
 

 

 
 

 

-A- -B- 

 
Figure I.1 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L. officinalis : 

 
A) plante de thymus vulgaris, B) schéma botanique de la plante [3]. 

 
I.2.6. Noms vernaculaires 

 
Les noms vernaculaires de l’espèce thymus vulgaris sont les suivants : [22] 

 
Arabe Saatar, zaatar (en arabe رتعز  ou رتعص  ) 

Français Thym vulgaire, thym de jardins, farigoule 

Anglais Common thym, Garden thym 

Allemande Thymian, Echterthymian, Gartenthymian, 

RӦmisecherthymian, romischerquendel, 
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I.2.7. Habitat 

 
Le thym pousse bien sur des endroits naturels, sur sol légers et calcaires mais il pros- 

père tout aussi bien sur sols fertiles argileux mais non détrempés, et il nécessite des endroits 

bien la sécheresse. C’est d’ailleurs sur sols pauvres que se développe le mieux son arome.  

Dans des endroits de fortes gelée, une protection est recommandée durant l’hiver sa multipli- 

cation se fait par semis superficiel (germination à la lumière), réalisé mi-avril ou plus rare- 

ment en aout, en rangées encarrées environ 20 à30 cm ; de préférence sur sol léger et sablon- 

neux [23]. 

I.2.8. Répartition géographique de la plante : 

1. dans le monde 

Le thym est réparti entre l’Europe, l’Asie de l’ouest et la méditerranée [24]. Il est très 

répandu dans le nord-ouest Africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye), les montagnes 

d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest, en passant par la péninsule du Sinaï en Egypte (Figure 

I.2). Il se trouve également en région Micronésienne (îles Canaries, Madère et les Açores) et 

en Himalaya. Il peut même atteindre les limites de la région tropicale et dans le nord du Ja- 

pon, il pousse en Sibérie, en Europe nordique jusqu’aux bords du Groenland [25]. 

La région de l’ouest méditerranéen, est considérée comme étant le centre de l’origine 

du genre thymus ; l’espèce T. vulgaris provient particulièrement du sud de l’Europe, de 

l’Europe, l’Espagne à l’Italie [25 ; 26]. Le thym est maintenant très cultivé au Portugal, Alle- 

magne, Espagne, Italie, Algérie, Maroc, Tunisie, Egypte, Turquie, Chine, Russie, Angleterre 

et les Etats-Unis d’Amérique [27 ; 28]. 
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Figure I.2 : Distribution géographique de Thym dans le monde. 

(Le cercle noir représente la zone de distribution du genre thymus dans le monde) [29]. 

2. En Algérie 

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales à cause de sa superficie et 

sa diversité bioclimatique. Le genre thymus comprend plusieurs espèces botaniques réparties 

sur tout le littoral et même dans les régions internes jusqu’aux zones arides [30]. 

Le thym et représenté par plus de 300 espèces à travers le monde dont 12 sont locali- 

sées en Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques [31]. Ces espèces sont répartie long du ter- 

ritoire national, du Nord algérois à l’Atlas saharien, et du constantinois à l’oranais [16]. 

I.2.9. Quelques espèces de genre thymus 
 

 Thymus ciliatus  Thymus capitatus Thymus algeriensis 
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 T. fontanesii  T.munbyanus Thymus numidicus 

 
Figure I.3 : quelques espèces de genre thymus 

 
I.2.10. La composition chimique du thymus vulgaris 

 
De nombreuses étude sont révélé que les parties aériennes de thymus vulgaris sont très 

riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions géogra- 

phiques, climatiques , de séchages , des stockages , et des méthodes d’extraction et détection 

[32]. 

Thymus vulgaris renferme une huile volatile de couleur pâle, jaune ou rouge, avec une 

odeur riche et aromatique et un goût persistant, corsé et épice [33].La teneur en huiles essen- 

tielles de la plante varie de 5 à 25 ml/kg et sa composition fluctue selon le hémotype considé- 

ré. 

L’huile essentielle de thymus vulgaris analysée par chromatographie en phase gazeuse 

couplée à une spectrométrie de masse a révélé, 30 composé dont les plus abondant sont res- 

pectivement : thymol(44.4 – 58.1%), (9.1 – 18.5%),terpinène (6.9 – 18 %),carvacrol (2.4 – 

4.2%), linalol (4 – 6.2%)[1], les principaux flavonoïdes sont composés de flavone libre ( no- 

tamment l’apigénine, la 6-hydroxylutéoline et lalutéoline), des flavanonols comme la taxifo- 

line, des flavanones comme la naringénine, de nombreuses flavones methoxylées ( cirsili- 

néol, 8-méthoxycirsilinéol, cirsimaritine, sacuranétine, salvgénine, sidéritoflavone, thymonine 

et thymusine) [34]. 

La plante renferme des dérivés de l’acide bydroxycinnamique (principes amers des 

lamiacées) (avec environ 4%), l’acide rosmarinique (avec environ 0.8 à 2.6 %), des dérivés de 

l’acétophénone constitué particulièrement de 4-hydroxyacétophénone, des hétérosides estéri- 

fiés et des dérivés de l’acide benzoïque, on trouve également les triterpènes renfermant sur- 

tout de l’acide usolique (1.9%) et d’acide oléanolique (0.6%) [32]. 



Chapitre I: Etude bibliographique sur la plante thymus vulgaris L 

10 

 

 

 

I.2.11. Principes actifs du thym 

 
Le thym comporte plusieurs molécules intéressantes qui se trouvent dans les différents 

organes de la plante [31]. Ces molécules sont : 

 Le thymol 

 Les acides phénoliques : acide caféique, acide rosmarinique . 

 Les flavonoïdes : hesperédine, eriotrécine, narirutine, lutéoline. 

 Les polyphénols : tanin. 

 
I.2.12. Domaines d’utilisation 

 
I.2.12.1. Utilisation en médecine traditionnelle 

 
Les espèces de Thymus sont considérées comme des plantes médicinales en raison de 

leurs propriétés pharmacologiques et biologiques. Le thym est l’une des plantes les plus utili- 

sées comme extraits à fort pouvoir antibactérien et anti-inflammatoire dans la pharmacopée 

traditionnelle [35; 36]. 

Des études récentes ont montré que les espèces de thymus ont de forts pouvoirs anti- 

fongiques, antiviraux, antiparasitaires, spasmolytiques et antioxydant [37]. 

Cette plante aromatique très odorante est considérée comme l’un des remèdes les plus 

efficaces contre le rhume, la grippe et l’angine, elle calme les toux quinteuses, et diminue les 

sécrétions nasales. Elle contribue aussi dans le traitement de l’hypertension et les problèmes 

intestinaux et en usage externe pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies [38]. Elle est 

également utilisées dans les remèdes naturels contre : l’asthme, l’ingestion, les maux de tètes 

et le rhumatisme [39].Les feuilles du thym sont très antiseptiques et peuvent être utilisés pour 

traiter les infections pulmonaires, ses propriétés antiseptiques agissent également sur le sys- 

tème digestif, notamment en cas de diarrhée [40]. 

I.2.12.2. Utilisation culinaire et agroalimentaire 

 
Thymus vulgaris est l’un des plus populaire plantes aromatiques utilisées dans le do- 

maine alimentaire [41]. Le thym est consommé en tisane, condiment ou épices. L’épice thy- 

mus vulgaris est intensivement cultivé en Europe et aux Etats-Unis pour l’usage culinaire 

dans l’assaisonnement des poissons, des volailles, des potages et des légumes [14]. 

Partie 03 : Les métabolismes 
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I.3.1. Définition 

 
L’ensemble des réactions chimiques qui se déroulent dans un organisme est appelé 

« métabolisme » le métabolisme de la plante verte produit avant tous des glucides et de pro- 

tides. 

Une fraction de glucide est ensuite transformée en composés divers, dont les lipides 

sont les plus importants pour la plante. Mais le métabolisme fournit aussi plusieurs corps se- 

condaires que l’homme utilise dans son arsenal thérapeutique, il s’agit des hétérosides, des 

alcaloïdes, des terpenoides, et des composés phénoliques. Les végétaux nous fournissent aus- 

si des vitamines, des oligo-éléments et des antibiotiques [42]. 

I.3.2. Classification des métabolites 

 
Les réactions chimiques qui ont lieu dans le protoplasme des cellules végétales don- 

nent naissance à deux types de produits : les métabolites primaires et les métabolites secon- 

daires. 

I.3.2.1. Métabolites primaire 

 

Des métabolites primaire sont synthétisés par la cellule parce qu’elles sont indispen- 

sables pour leurs accroissement. Les préposés du service significatifs sont des acides aminés ; 

des alcools, des vitamines (B2 et B12), des polyols, des acides organique, des protéines, des 

lipides ainsi que des nucléotides (par exemple inosine-5-monophosphate et guanosine-5- 

monosphophate)[43,44]. 

Ces métabolites se trouvent dans toutes les cellules végétales et sont nécessaires à leur 

développement. 

I.3.2.2. Métabolites secondaire 

 

Les métabolites secondaires constituent un ensemble de molécules qui ne sont pas 

strictement nécessaires à la survie d’une plante, d’une bactérie ou d’un champignon. Il s’agit  

majoritairement de molécules de taille et de masse faibles comparées aux molécules du méta- 

bolisme primaire (glucide, lipides et acides aminés). Elles sont majoritairement la source 

d’odeurs jouant le rôle à la fois de répulsif envers les prédateurs (concurrents écologiques) et 

d’attractif, de pigments permettant de capter le rayonnement solaire mais aussi de protéger la 

plante contre ce rayonnement. Parmi les métabolites secondaires, les huiles essentielles sont 
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les plus étudiées et présentent une grande importance commerciale. Les métabolites secon- 

daires sont divisés principalement en trois grandes familles [45]: 

 Les polyphénols 

 Les terpènes 

 Les alcaloïdes 

 
Un schéma explicatif est représenté ci-dessous : 

 

 

 

 
 

 
Figure I.4 : Schéma global qui résume le métabolisme végétal 

 
I.3.3. Les composés phénoliques 

 
a. Définition 

 
Les composés phénoliques(ou polyphénols) sont une vaste classe de substance orga- 

nique cyclique très variés, d’origine secondaire qui dérivent du phénol C6H5OH qui est un 

monohydroxybenzén [46].Les composés phénoliques sont fort répandus dans le règne végétal 

on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits, et l’écorce. La couleur et l’arome, ou 

l’astringence des plantes dépendant de la concentration et des transformations des phénols. 

Ces composés représentent 2 à 3 ٪ de la matière organique des plantes et dans certains cas 

Métabolisme végétal 

Métabolites Primaires 

(Croissance, reproduction…) 

Métabolites secondaires 

(Adaptation de la plante à son environnement 

 Protéine 

 Lipides 

 Glucides 

 Phénol 

 Terpènes 

 Les alca- 

loïdes 
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jusqu’à 10٪ et même d’avantage. Dans la nature, ces composés sont généralement dans l’état 

lié sous forme d’esters ou plus généralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme 

de polymères naturels (tanins). [47] 

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoïdes [48]. Plu- 

sieurs classes de composés polyphénoliques sont définies selon le squelette de base (tableau 

2) . 

Tableau I.2 : les différentes classes des composés phénoliques. [49] 

 
Squelette carbonée Classes de composés phénoliques 

C6 Phénols simples et benzoquinones 

C6-C1 Acides phénoliques 

C6-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques 

C6-C3 Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, 

phénylpropénes, chromons 

C6-C4 Naphthoquinones 

C6-C1-C6 Xanthomes 

C6-C2-C6 Stilbénes et anthraquinones 

C6-C3-C6 Flavonoïdes et isoflaconoides 

(C6-C1)2 Tannin hydrolysables 

(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes 

(C6-C3-C6)n Bi flavonoïdes 

(C6-C3)n Lignines 

(C6)n Catéchols 

(C6-C3-C6)n Tannins condensés 

 
 

b. structure chimique de polyphénols 

 

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques. 

L’élément fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzé- 

nique(Aromatique), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (Figure I.5), 

libre ou Engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [50]. Ils peuvent aller de 

molécules simples, comme les acides phénoliques, à des composés hautement polymérisés, de 

plus de 
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30000 daltons, comme les tanins [51]. 
 

 
Figure I.5: Squelette de base des polyphénols 

 
I.3.3.1. Les flavonoïdes 

 

a) définition les flavonoïdes 

 
Les flavonoïdes représentent une classe de métabolites secondaires largement répan- 

dus dans le règne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux, qui sont 

en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Ils consti- 

tuent un groupe de plus de 6000 composées naturels du règne végétal [52], qui sont caractéri- 

sés par la présence d’une structure phénolique dans leur molécule, et même d’une structure 

flavone ce qui les distingue des plusieurs polyphénols. 

Actuellement, plus de 9000 flavonoïdes ont été répertoriés et il en reste des milliers 

d’autre à découvrir, puisque le squelette des flavonoïdes peut être substitué par différents 

groupements comme des groupement hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyle et isoprényl [53] 

b) structure chimique de flavonoïde 

 

Les flavonoïdes ont tous la même structure chimique de base, ils possèdent un sque- 

lette carboné de 15 atomes de carbone constitué de deux cycles aromatique (A) et (B) qui sont 

relies entre eux par la une chaine en C3 formant ainsi l’hétérocycle (C)[54] 

 

 
Figure I.6 : Squelette de base d’un flavonoïde [55] 
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c) Classification 

 
Tous les flavonoïdes ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possèdent 

le même élément structural de base [9]. 

Les flavonoïdes peuvent être subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes 

sont : Flavone, flavonol, flavanone, chalcone, flavandiol, flavanol, antocyanidin, isoflavone, 

ne oflavonoids (figure I.7). 

 

.figure I.7 : Quelques structures de base des flavonoïdes. [56] 

 
d) Rôles des flavonoïdes dans la plantes 

 
Les flavonoïdes sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des 

feuilles. Par leur goût désagréable, les flavonoïdes peuvent jouer un rôle de protection des 

plantes en repoussant certains insectes [9]. Certain flavonoïdes jouent un rôle de lutte contre 

une infection causée par des champignons ou par des bactéries [9]. Ces composés phénoliques 

jouent un rôle très important dans la croissance des plantes, la floraison, la fructification et la 

défense contre les maladies et les micro-organismes. Ils ont également un rôle très important 

pour la santé humaine. A titre d’exemple, ils sont efficaces contre l’inflammation chronique, 

les maladies allergiques, les  maladies coronariennes et le cancer [52]. 
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I.3.3.2. Tannins 

 
Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques 

polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, à coté des 

réactions classique des phénols, la propriété de précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d’autre 

protéines. Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvé dans toute les 

parties de la plante : l’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines, on distingue deux 

groupe de tannins différents les tannins hydrolysables et les tannins condensés[57]. 

I.3.3.2.1.Tannins hydrolysables 

Ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus souvent) estérifiée par 

l’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou valonique). Ils sont faci- 

lement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique. [58] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure I.8: (A) Structure chimique d’acide gallique,(B) acide ellagique [57] 

I.3.3.2.2.Tanins condensés: 

Ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4- 

diols (leuco anthocyanidines). Ils sont aussi désignés aussi sous le nom de « tanins caté- 

chiques» et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement acides. [58] 
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Figure I.9: Exemple des tanins condensés. [58] 

 
I.3.3.3. Les Terpenoides 

 
Ils constituent sans doute le plus vaste ensemble connu des métabolites secondaires 

des végétaux. Ce sont des molécules polyphénols qu’on retrouve également dans le règne 

animal. Les terpènes sont subdivisés, selon le nombre d’entités isoprène qui sont incorporés 

dans leurs structures, en monoterpénes (C10), sesquiterpènes (C15), diterpènes (C20), sester- 

pènes (C25), triterpènes (C30) [20]. 

 

 

 

Figure I.10 : Structure de l’unité isoprène [59] 

 
I.3.3.4. Les composés azotés dérivés des acides aminés (Alcaloïdes) 

 
Les alcaloïdes forment un groupe hétérogène, du point de vue structure, propriétés 

chimiques et effets biologiques qu’ils manifestent. Ce sont des composés azotés, basiques qui 

précipitent avec des réactifs iodométalliques tels que les réactifs de Mayer, Dragendorff. Ils 

peuvent être présents dans tous les organes de la plante [60]. Dans les plantes, les alcaloïdes 
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en tant que composés du métabolisme secondaire jouent un rôle écologique de défense contre 

les herbivores. 

Les alcaloïdes peuvent être divisés en plusieurs groupes, parmi lesquels nous pouvons 

citer : les phénylalanines ; les alcaloïdes isoquinoléiques ; les alcaloïdes quinoléiques ; les 

alcaloïdes pyridiques et pipéridiques ; les alcaloïdes dérivés du tropane et les alcaloïdes sté- 

roïdes [61]. Ils trouvent cependant plusieurs applications pharmaceutiques chez l’homme, 

comme anti tumoraux ; Antalgiques ; Spasmolytiques et Antitussifs [61]. 

Partie 04 : Les huiles essentielles 

 
I.4.1. Définition 

 
Plusieurs définitions sont disponibles des huiles essentielles : 

 
Les huiles essentielles sont généralement des mélanges des principes volatils contenus 

dans les végétaux [62]. Se sont des produits obtenus à partir d’une matière première d’origine 

végétale, soit par entrainement à la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques à partir de 

l’épicarpe des citrus, soit par distillation sèche. 

Les huiles essentielles (HE) sont des extraits végétaux volatiles et odorants appelés 

également substances organiques aromatiques liquides, qu’on trouve naturellement dans di- 

verses parties des arbres, des plantes et des épices, elles sont volatiles et sensibles à l’effet de 

la chaleur, elles ne contiennent pas de corps gras [63]. 

Les HE trouvent des emplois dans des secteurs assez divers, principalement en parfu- 

merie, en cosmétique et font aussi l’objet d’une consommation importante de la part de 

l’industrie agroalimentaire où elles sont appréciées pour leurs propriétés organoleptiques. Les 

méthodes d’extraction des HE obéissent à des normes comme celle de l’AFNOR NF 75-006 

qui précise que seul l’entraînement à la vapeur, les procédés mécaniques à partir de l’épicarpe 

des Citrus et la distillation à sec peuvent produire une huile essentielle [64]. 

Elles peuvent être stockées, dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, écorces, 

racines, graines. Elles peuvent être présentes à la fois dans différents organes, la composition 

pouvant varier d’un organe à l’autre (9). 

I.4.2. Méthodes d’extraction des huiles essentielles 
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L’HE représente de 0,1 à 3% du poids sec des plantes aromatiques. Une grande variété 

de méthode d’extraction est utilisée commercialement pour isoler les HE à partir du matériel 

végétal.[65] 

 

L’entrainement à la vapeur d’eau et l’hydrodistillation constituent les procédés 

d’extraction ou de séparation de certaines substances organiques les plus anciens.[66] 

 
I.4.2.1. Entrainement à la vapeur d’eau 

Il existe trois méthodes de distillation qui repose sur le principe d’entrainement des 

constituants volatils du matériel végétal par la vapeur d’eau : l’hydrodistillation, la distillation 

à la vapeur saturée et l’Hydrodiffusion. 

La différence entre ces trois modes réside dans le degré de contact entre l’eau liquide et le 

matériel végétal. [67] 

 
I.4.2.1.1. Hydrodistillation simple 

 

La méthode par l’hydrodistillation est traditionnellement la plus couramment utilisée 

(environ 80% des cas) car elle est la plus économique. Elle consiste à immerger directement 

le matériel végétal à traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un alambic remplis d’eau 

qui est ensuite porté à ébullition. Les vapeurs hétérogènes sont condensées sur une surface 

froide et l’huile essentielle se sépare par différence de densité. [67] 
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Figure I.12 :l’hydrodistillation simple [68] 

 

I.4.2.1.2. Distillation à vapeur saturée [67] 

L’entrainement à la vapeur d’eau pure est le procédé qui donne les meilleures garan- 

ties de qualité. 

Dans ce procédé, le végétal n’est pas en contact avec l’eau : la vapeur d’eau est injec- 

tée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées 

La vapeur fait éclater les cellules à essence. Les molécules aromatiques sont captées 

par la vapeur qui se charge de molécules volatiles. A la sortie de la cuve, la vapeur s’est com- 

binée aux HE. La condensation et le refroidissement s’effectuent dans un serpentin. 

A la sortie du serpentin, un essencier recueille la vapeur refroidie et revenue à l’état 

d’eau et l’HE. La différence de densité entre les deux liquides facilite la séparation de cette 

dernière qui, à quelque exception près, est plus légère que l’eau 

L’absence de contact direct entre l’eau et la matière végétale, puis entre l’eau et les molécules 

aromatiques évite certains phénomènes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire à la qua- 

lité de l’huile. 

Figure I.13 : Distillation à vapeur saturée[69] 
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I.4.2.1.3. Hydro diffusion 

L’hydro diffusion consiste à pulser de la vapeur d’eau à très faible pression à travers la 

masse végétale, du haut vers le bas. La condensation du mélange de vapeur contenant l’huile 

se produit sous la grille retenant la matière végétale. L’avantage de cette méthode est d’être 

plus rapide donc moins dommageable pour les composés volatils. De plus, l’hydrodiffusion 

permet une économie d’énergie due à la réduction de la durée de la distillation et donc à la 

réduction de la consommation de vapeur [68] 

 

 

 

 
Figure I.14 :l’hydro diffusion [68] 

 

 
I.4.3. Rôle des HE dans les plantes 

Les huiles essentielles jouent un rôle important dans les plantes : ils sont sécrétés en 

réaction à l’environnement, en tant que moyen de protection (inhibition de la germination en 

hiver par exemple, le déclenchement de la floraison ou la protection contre les parasites, les 

insectes ou herbivore) ou pour aider en attirant pollinisation certains insectes interviennent 

également sur les conditions de pluviosité pour lutter contre la sécheresse [70,71] 

 

I.4.4. Principaux domaines d’application [67] 

En raison de leurs diverses propriétés, les HE sont devenues une matière 

d’importance économique considérable avec un marché en constante croissance. En effet, 

elles sont commercialisées et présentent un grand intérêt dans divers secteurs industriels 

comme en pharmacie par leur pouvoirs antiseptique, analgésique, antispasmodique, apéritif, 
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antidiabétique..., en alimentation par leur activité antioxydante et leur effet aromatisant, en 

parfumerie et en cosmétique par leur propriété odoriférante. 

I.4.4.1. Aromathérapie 

L’aromathérapie est une forme de médecine alternative dans laquelle les HE ont une 

grande importance car elles induisent de nombreux effets curatifs. Ainsi elles s’utilisent de 

plus dans diverses spécialités médicales telles que : la podologie, l’acupuncture, masso- 

kinésithérapie, l’ostéopathie, la rhumatologie ainsi que dans l’esthétique. 

 
I.4.4.2. Agro-alimentaire 

En vertu de leurs propriétés antiseptiques et aromatisants, les HE sont employées quo- 

tidiennement dans les préparations culinaires (ail, laurier, thym…,). Elles sont également très 

prisées en liquoristerie (boisson anisées, kummel) et en confiserie (bonbons, chocolat,…). 

Leur pouvoir antioxydant leur permet de conserver les aliments en évitant les moisissures, 

conservation du smen par exemple par le thym et le romarin. 

I.4.4.3. Cosmétologie et parfumerie 

Les HE sont recherchés dans l’industrie des parfums et des cosmétiques en raison de 

leurs propriétés odoriférantes. L’industrie de la parfumerie consomme d’importants tonnages 

d’essences (60%) en particulier celles de rose, de jasmin, de violette, de vereine,…Les HE 

sont aussi consommées en cosmétologie pour parfumer les produits cosmétique : les denti- 

frices, les shampoings, les crèmes solaires, les rouges à lèvres, les savons, ect… 

Les produits d’hygiène, détergents et lessives par exemple, consomment eux aussi beaucoup 

d’HE pour masquer les odeurs (souvent peu agréables) des produits purs. 

 
I.4.4.4. Pharmacie 

Les essences issues de plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation 

d’infusion (menthe, verveine, thym,..) et sous la forme de préparations galéniques. Plus de 

40% de médicaments sont à base de composants actifs de plantes, par exemple gastralgie est 

un digestif antiacide qui se compose d’HE de carvi. 

De même, elles permettent par leurs propriétés aromatisants de masquer l’odeur désagréable 

de médicaments absorbés par voie orale. Aussi beaucoup de médicaments vendus en pharma- 

cie sont à base d’HE comme par exemple les collyres, les crèmes, les élixirs,… 

 
I.4.5. L’huile essentielle du thym 



Chapitre I: Etude bibliographique sur la plante thymus vulgaris L 

23 

 

 

 

L’essence de thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les 

plus actives. Les huiles essentielles de thym sont composées par des molécules aromatiques 

d’origine végétale présentant une très grande diversité de structure. 

La variabilité chimique des huiles essentielles de thym dépend de plusieurs facteurs, 

qui sont généralement d’ordres climatiques et environnementaux mais, qui peuvent être aussi 

d’ordre génétique et saisonnier (stade végétale). Ainsi, une étude menée par Dob et al.(2006) 

sur les thymus d’Afrique du Nord a montré que le composé majoritaire est le thymol chez les 

espèces d’Algérie et du Maroc et le carvacrol chez les espèces de Tunisie[9]. 

 

I.4.5.1. Thymol 

Le thymol est l’un des principaux phénols reconnus dans l’huile essentielle de 

quelques lamiacées comme le thym, l’origan et la sarriette, dont le contenu peut atteindre 

jusqu’à 84%. Le thymol a été découvert par Caspar Neumann en 1719 et épuré en 1853 par 

M. Lallemand qui lui a donné le nom « thymol » et lui a attribué la formule chimique 

(C10H14O). Le thymol est un phénol (2-isopropyl-5-méhyl-phénol) et est isométrique avec le 

carvacrol[72] 

Le thymol existe dans l’huile de thym et est lié à d’autres hydrocarbures d’une plus grande 

volatilité comme le p-cymène (C10H14) et le thymène (C10H16) [73]. 

 

 

 

 

 
 

Figure I.15 : Structure chimique du thymol [74] 

 

Plusieurs études ont montré que le thymol possède de nombreuses activités biolo- 

giques, telles que l’activité antispasmodique, antimicrobienne, fongicide, insecticide, antioxy- 

dant anti-cancérigène et anti-inflammatoire(9). 

I.4.5.2. Carvacrol 
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Le carvacrol (5-isopropyl-2-méthylphénol ; poids moléculaire 150,21) est égale- 

ment un phénol monoterpénoïde présent dans l’huile essentielle de thymus vulgaris et de 

nombreuses autre herbes aromatiques et épices. Pour le carvacrol, de nombreux effets biolo- 

giques sont rapportés, notamment des propriétés antithrombotiques, anti-inflammatoires, an- 

timicrobiennes et inhibitrices de l’acétylcholinestérase (9). 

 

 
 

 

 
Figure I.16 : Structure chimique du carvacrol (77). 

 

I.4.6. Conservation des huiles essentielles 

Les huiles essentielles sont des substances sensibles et très délicates, ce qui rend leur conser- 

vation difficile et obligatoire dans le but de limiter les risques de dégradation, ces dégrada- 

tions peuvent modifier leurs propriétés si elles ne sont pas enfermées dans des flacons 

opaques à l’abri de la chaleur et de la lumière [8]. 



 

 

 

 

Chapitre II : 

Stress oxydatif et microencapsulation 
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Partie 1 : radicaux libre et stress oxydatif 

II.1.1. les radicaux libres (les oxydants) 

II.1.1.1. Histoire des radicaux libre 

Gerschaman et al. Indiquaient au milieu des années 50 que l’oxygène est indispen- 

sable à la vie, il est aussi toxique pour l’organisme [76]. S’inspirant de ses travaux, Harman 

propose la « théorie radical du vieillissement » [77] via la production de radicaux libre (entité 

chimique très instable et réactives suite à la présence d’un électron libre dans leur structure). 

L’oxygène est à l’origine du processus du vieillissement cellulaire. 

Pour l’histoire du stress oxydant, les américains Mc Cord et Fridovich séparaient, en 

1969, à partir des globules rouges humaines, un système enzymatique antioxydant : le supe- 

roxyde dismutase (SOD), qui élimine le radical libre anion superoxyde produit par réduction 

univalente de l’oxygène. Cette découverte fondamentale montre indirectement que les radi- 

caux libres sont produits dans notre corps. Ceci est donc le point de départ de recherches sur 

les sources de production de l’anion superoxyde et sur ses rôles pathologique et physiologique 

[78]. 

Vers la fin des années 1980, d’autres méthodes plus nécessaires pour l’évaluation des 

dommages oxydatifs sont apparus au niveau des lipides ; de l’ADN ou des protéines. En utili- 

sant toutes ces méthodes, l’efficacité scientifique des molécules antioxydants peut ensuite être 

testée in vivo dans divers modèles de stress oxydatif, chez l’animal et chez l’homme [79]. 

II.1.1.2. Définition des radicaux libres 

 

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons 

non appariés [80], cette molécule est très instable et réagie rapidement avec d’autres compo- 

sants, essayant de capturer l’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en 

chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant  

son électron, et la molécule attaquée devient elle-même un radical libre[81]. 

Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il 

convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle par- 

ticulier en physiologie et que nous appellerons radicaux secondaires, qui se forment suite à 

une réaction des radicaux primaires avec les composés biochimiques de la cellule [82]. 

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé « espèces réactives de 

l’oxygène » (ERO). Cette appellation n’est pas restrictive ; elle inclut les radicaux libres de 
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l’oxygène proprement dit : radical superoxyde O2
-, radical hydroxyle OH, monoxyde d’azote 

NO, (tableau II.1) mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxici- 

té est importante : l’oxygène singulier 1O2, peroxyde d’hydrogène H2O2, peroxynitrite 

ONOO-[2]. 

Tableau II.1 : liste de quelques espèces réactives [83] 

 

Espèces Réactives d’Oxygène (radicaux 

primaires) 

Espèces Réactives d’Oxygène (radicaux 

secondaire) 

O2 ° Superoxyde 

OH°   Hydroxyl 

ROO°   Peroxyle 

RO°  Alkoxyle 

NO°  Oxydenitrique 

NOO° Dioxydedenitrogène 

NO3° Nitrate 

CO3° Carbone 

H 2O2 Peroxyde d’hydrogène 

ROOH Peroxideorganique 

ONOO-  Peroxynitrite 

O 2NOO-   Peroxynitrate 

NO 2CL  Chloruredenitrile 

HNO2  Acidenitreux 

CIO2 Dioxydedechlore 

 

 

 

Figure II.1 : Les processus de formation des ERO [2]. 
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II.1.1.3. Origine des radicaux libres 

 
Toutefois, au contact entre l’oxygène et certaines protéines du système de la respira- 

tion, une production d’anions super oxydés se produit lors du fonctionnement de la chaîne 

respiratoire mitochondriale. 

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox que 

produit dans l’organisme l’oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle redox a lieu 

soit spontanément, soit surtout lors de l’oxydation de ces composés au niveau du cytochrome 

P450. 

L’inflammation par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits di- 

rectement par les cellules phagocytaires activées qui sont le siège d’un phénomène appelé 

explosion oxydative consistant en l’activation du complexe de la NADPH oxydase. 

Les métaux toxique (chrome, cuivre, vanadium), mais aussi le cuivre et le fer libres 

(existant lors de surcharges générales ou localisées) génèrent des radicaux hydroxyles, très 

réactifs, à partir de l’espèce peu réactives H 2O2 , par une réaction appelée réaction de Fenton . 

Les rayonnements UV sont capables de générer des radicaux libres et les particules 

inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres [2]. 

 

 
Figure II. 2 : principales sources des radicaux libres [84] 

 
II.1.1.4. Phase de l’oxydation : 
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Traditionnellement, on décrit l’oxydation en trois phases distinctes, mais pratiquement simul- 

tanées [85] 

a) Initiation (formations d’hydroperoxydes) 
 

L’oxygène n’oxyde pas directement les molécules, le mécanisme réactionnel initial 

peut être initié par la chaleur, les UV ou les ions métalliques. De même, l’oxygène triplet, 

stable, peut être activé en oxygène singulet, réactif, par l’intermédiaire d’une photo sensibili- 

sateur. La phase d’initiation aboutit donc à la formation d’espèces très réactives 

b) Propagation 

 Destruction des hydroperoxydes et apparition des composés responsables des goûts et 

odeur de rance. 

 La liaison O-O dans un hydroperoxyde est faible et peut être facilement rompue. 

 Les deux dernières réactions sont en boucles, ce qui explique que des traces d’ions 

métalliques suffisent à générer une grande quantité de radicaux libres. 

 Les espèces radicalaires produites par les premières réactions sont hautement réac- 

tives et vont à leur tour arracher un hydrogène à une autre molécule ou réagir avec un 

oxygène triplet. 

c) Terminaison (arrêt) 

 Apparition de nouvelles espèces moléculaires anarchiques 

 La chaine de propagation peut s’arrêter par la formation de polymères ou au contact 

avec un autre radical. Les molécules créées n’ont plus de fonction biologique. 

II.1.2. Stress oxydatif 

 
II.1.2.1. Définition du stress oxydatif 

 

De petites quantités de dérivés réactifs de l’oxygène seront produites par le métabo- 

lisme cellulaire en continu. Cette production est fortement élevée dans certaines situations 

entraînent un stress oxydatif, qui sera définit comme un déséquilibre entre la production et la 

destruction de ces molécules. A cause de leur capacité à endommager presque tous les types 

de molécules dans l’organisme, les dérivés réactifs de l’oxygène ont été impliqués dans un 

nombre important de pathologies. La production de dérivés réactifs de l’oxygène augmente en 

réponse à toute attaque infectieuse, le développement d’un stress oxydatif incontrôlé a été 

proposé comme l’un des facteurs secondaires contribuant au mauvais pronostic de ces patho- 

logies [86]. 
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II.1.2.2. Conséquences biochimiques du stress oxydatif 

 
Les ERO qui interagissent avec une variété de substrats biologiques importants sont 

toxiques. Des dénaturations de protéines, des inactivations d’enzymes, une oxydation du glu- 

cose, des ruptures d’ADN et des processus de peroxydation lipidiques peuvent alors appa- 

raître avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule [87]. 

a) Effets sur les protéines 

 
Les acides aminés possèdent des susceptibilités différentes vis-à-vis des radicaux 

libres. Les plus réactifs sont l’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. 

Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera l’oxydation de certains résidus, pour 

conséquence, l’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaînes peptidiques et 

des ponts bi-tyrosine intra-chaînes. La plupart des dommages sont irréparables et peuvent 

entraîner des modifications fonctionnelles importantes. Certaines protéines oxydées sont peu 

dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment 

extracellulaire [79]. 

b) Effets sur les acides gras 

 
Les scientifiques développent de multiples expériences in vitro dans le sillage de la 

découverte de la SOD, qui montrent la toxicité des radicaux libres responsables de dommages 

cellulaires importants, via le déclenchement de ruptures et de mutations au sein de l’ADN,  

l’inactivation de diverses enzymes, la modification des structures protéiques ; l’oxydation des 

sucre et induction de peroxydation lipidique [79]. 

Le test TBARS (thiobarbiturique réactive substances) a été développé au milieu des 

années 70, pour la détection du processus de peroxydation lipidique [79] qui est un processus 

complexe et une large gamme de produits formés en quantités variables [88]. Les cibles préfé- 

rées des ERO sont les lipides et, plus spécifiquement, les acides gras polyinsaturés. Une fois 

formés, les lipides oxydés donnent naissance à des sous-produits tels que le malinaldéhyde, le 

4-hydroxynonénal, les lipofuschines (pigment d’âge) ou le pentane [89]. La méthode TBARS 

mesure par colorimétrie le produit de la réaction de l’acide thiobarbiturique avec le malon- 

dialdéhyde (MDA), un sous-produit des lipides oxydés. Cependant, le grand nombre 

d’artefacts associés à la technique la rend peu fiable [89]. 

c) Effets sur les glucides 
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Les radicaux peuvent oxyder les monosaccharides, mais ils peuvent également réagir 

avec des polysaccharides et induire leur dépolymérisation [90]. Le radical OH.est capable de 

couper les molécules de sucre (désoxyribose, mannose, glucose) et de susciter ainsi des liai- 

sons entre sucres et protéines provoquant des épaississements membranaires. La cataracte 

diabétique serait une conséquence de cette liaison. Les radicaux de l’oxygène provoquent aus- 

si une fragmentation des polymères comme l’acide hyaluronique, glycosaminoglycane consti- 

tué de répétitions d’unités d’acide glucuronique-N-acetylglucosamine et qui maintient la vis- 

cosité élevée du liquide synovial. Cependant, dans la polyarthrite rhumatoïde ; il est dépoly- 

mérisé ; sous l’effet des ERO générés par les neutrophiles [91]. 

d) Effets sur l’ADN 

 
L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des 

ERO. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de   l’ADN mais aussi avec 

ses bases puriques et pyrimidiques. L’atteinte de l’ADN implique le franchissement préalable 

de toutes les barrières de défense mises en place par les végétaux, la potentialité de détoxica- 

tion des cellules ou de l’organisme et enfin du potentiel des systèmes de réparation de l’ADN 

de l’organisme. Plusieurs altérations ont été observées : [92] 

 Une formation des bases oxydées. 

 Des sites abasiques qui sont une partie de l’ADN dépourvue d’une base purique ou py- 

rimidique et ayant perdu l’information génétique par rupture de la liaison entre une 

base et le désoxyribose. 

 Des cassures au niveau des brins d’ADN. 

 Des pontages « ADN-protéines », les lésions au niveau de l’ADN peuvent également 

provoquer des aberrations chromosomiques, c’est-à-dire un nombre ou une structure 

anormale des chromosomes. 

II.1.2.3. L es moyens de défense contre le stress oxydatif 

 

Le corps dispose d’un ensemble complexe de défense antioxydants pour se protéger 

effets nocifs de l’ERO. Il existe deux sources d’antioxydants : l’une est apportée par 

l’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoïdes, ubiqui- 

none, flavonoïdes, glutathion ou acide lipoïque, l’autre est endogène comprend des enzymes 

(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), des protéines (ferritine, transferrine, 

céruléoplasmine, albumine) et des systèmes de réparation des dommages oxydatifs tels que 
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les endonucléases. A cela s’additionnent des oligo-éléments tels que le sélénium, le cuivre et 

le zinc qui sont des facteurs d’enzymes antioxydantes [93]. 

II.1.2.3.1. Moyens de défense endogène 

 
1) Le superoxyde dismutase (SOD) 

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premiers linges de défense 

contre le stress oxydant, assurent l’élimination de l’anion super-oxyde O2°
- par une ré- 

action de dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogène et en oxygène.  

Chez l’homme, on décrit 3 isoenzy-mes : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mi- 

tochondriale et la Cu/Zn-SOD3 [79]. 

Superoxyde dismutase 

2O2¨ +2H+ H2O2 + O2 [94] 

2) Catalase : 

La catalase est l’une des principales enzymes du système antioxydant biolo- 

gique. Elle joue un rôle important dans les vois de défense antioxydantes. Le site actif 

de la catalase est l’hémoglobine, et il agit en tant que catalyseur dans la décomposi- 

tion de H2 O2 en eau et oxygène moléculaire [95]. 

Catalase 

2H2 O2 2H2O + O2 [94] 

3) Glutathion peroxydases (GPxs) 

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue l’un des plus importants 

systèmes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier 

le peroxyde d’hydrogène, mais aussi d’autre hydroperoxydes résultant de l’oxydation 

du cholestérol ou des acides gras, la glutathion peroxydase se trouve dans le cyto- 

plasme et dans les mitochondries, elle nécessite la présence de deux cofacteurs impor- 

tants : le glutathion réduit et le sélénium [81]. 

Glutathion peroxydase 

H2O2 + 2 GSH 2 H2O + GSSG [94] 

4) Le cuivre 

A concentration physiologique, le cuivre est un cofacteur d’enzymes tels que la 

SOD, le cytochrome C oxydase, la dopamine β-hydroxylase. Cependant, en tant que 

métal de transition, il joue un rôle essentiel dans le déclenchement des réactions pour 

produire les ERO (réactions de Fenton) et peut lorsqu’il est à haute concentration de 
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devenir pro-oxydant. L’apport journalier recommandé est d’environ 2,5 mg. Il est 

présent dans le son, l’avoine, le seigle, le foie de veau [96]. 

5) Le zinc 

Le zinc intervient en tant que cofacteur enzymatique au niveau de la plupart des 

métabolismes, il contribue à la stabilisation des membranes lipidiques, les tissus en 

formation étant particulièrement sensibles au stress oxydatif. Il se concentre dans les 

muscles et les os, mais un apport quotidien est indispensable car l’organisme ne par- 

vient pas à le stocker comme le sélénium, cet oligo-élément est un constituant indis- 

pensable à la synthèse d’un antioxydant enzymatique (le superoxyde dismutase) [2] 

Les viandes, poissons et fruits de mer contiennent des quantités importantes de zinc. 

Il est également présent dans les œufs, les fruits et légumes secs [2]. 

6) Sélénium 

Le sélénium joue un rôle clé dans la protection des cellules et de leurs consti- 

tuants contre l’attaque radicalaire. Cette fonction est due à sa présence dans le site 

actif des glutathions peroxydases séléno-dépendantes (constituant indispensable des 

glutathion-peroxydases), et l’activité biologique antiradicalaire des séléno-protéines 

[97] 

Les sources de sélénium sont les fruits de mer, les abats, les volailles, et les 

noix du brésil. Les végétaux en contiennent également ; mais les teneurs sont très va- 

riables en fonction du sol dans lequel ils sont ont été cultivés [97]. 

II.1.2.3.2. Moyens de défense exogène 

 

a) Vitamine E 

 
La vitamine E ou α-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre les 

chaînes d’acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les   lipoprotéines,  

le rôle essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles lipidique RO2 qui propa- 

gent les chaînes de peroxydation [98]. 

Les huiles végétales sont les plus riches en vitamine E. les noisettes et les légumes 

verts à feuilles (salades, épinards…) sont également de bonnes sources de vitamine E. Cet 

antioxydant résiste à la chaleur [99]. 

b) Vitamine C 
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La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble ; l’ascorbate est un 

très bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu’il réagit non seulement avec les radi- 

caux hydroxyles OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes O2 [98]. Ses principales fonc- 

tions sont la contribution au fonctionnement du système immunitaire, l’implication dans la 

synthèse du collagène et des globules rouge, la protection des composés situés dans les com- 

partiments cellulaires t tissulaires hydrosolubles et la participation dans les mécanismes liés à 

la métabolisation du fer [100]. 

Cette vitamine est particulièrement sensible à la chaleur, à la lumière, et elle est so- 

luble dans l’eau. Elle est présente dans tous les fruits et les légumes frais, et particulièrement 

dans l’acérola, les agrumes, le poivron rouge…etc. [101]. 

II.1.3. Les antioxydants 

 
Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces dernières années l’attention 

s’est portée sur l’activité antioxydant en raison du rôle qu’elle joue dans la prévention des 

maladies chroniques telles que les pathologies du cœur, le diabète, l’hypertension, et la mala- 

die d’Alzheimer en combattant le stress oxydant [102]. 

Les antioxydants sont l’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber directement la 

production, de limiter la propagation ou de détruire les espèces réactives de l’oxygène. Ils 

peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espèces en les piégeant pour former un compo- 

sé stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion [2]. On distingue au niveau 

des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule. 

II.1.3.1. Classification 

 

Les antioxydants sont un groupe hétérogène composé de systèmes antioxydants endogènes 

enzymatiques ou non, des vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols) [103]. Clas- 

siquement, on répertorie les antioxydants selon leur origine (figure II. 3), les antioxydants 

endogènes de type enzymatique sont plutôt impliqués dans la neutralisation des (ERO) alors 

que les antioxydants non enzymatiques et ceux d’origine exogène sont des donneurs de proton 

ou d’électron [104] 
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Figure II. 3 : Schéma des molécules intervenant dans les protections cellulaires [105] 

 
a) Les antioxydants enzymatiques 

 

Les cellules possèdent des enzymes antioxydantes qui sont des systèmes de défense très 

important car les enzymes ont la capacité de fonctionner en permanence. Cette linge de dé- 

fense est constituée d’enzymes ou protéines antioxydants de superoxyde dismutase (SOD) de 

catalase, et de glutathion peroxydase, [106] (le zinc, le sélénium et le manganèse) qui inter- 

viennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la lutte contre les radicaux libre 

[107]. 

Elles sont présentes en permanence dans l’organisme mais leur quantité diminue avec l’âge. 

 
b) Les antioxydants non enzymatiques 

 
Ce groupe de systèmes antioxydants renferme de nombreuses substances endogènes 

parmi lesquelles on peut citer : le glutathion, l’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mé- 

latonine, l’acide lipoïque. 

D’autre substances exogènes apportées par l’alimentation, telles que les vitamines E 

(tocophérol), C ( acide ascorbique), ou les caroténoïdes, agissent en piégeant les radicaux et 

en neutralisant l’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables .  

D’autres composés tels que les huiles essentielles, les alcaloïdes, les polyphénols, les phyrates 

et les flavonoïdes, apportés par l’alimentation, jouent un rôle similaire de piégeurs de radi- 

caux libres [108 ; 109]. 

c) Les antioxydants d’origine végétale 
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Les caroténoïdes et les polyphénols constituent de vastes familles de composés (plu- 

sieurs centaines) parmi les quels se trouvent le β-carotène, l’acide caféique et la quercétine. 

Les caroténoïdes et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de radicaux hy- 

droxyles OH et peroxyles RO2. Ils sont donc susceptibles d’inhiber les chaînes de peroxyda- 

tion lipidiques, mais d’une manière moins efficace que celle de l’α-tocophérol. En outre, les 

caroténoïdes ont un rôle spécifique de capteur d’oxygène singulet O2, ce qui leur permet 

d’exercer une protection vis-à-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la lu- 

mière solaire [98]. 

d) Les antioxydants synthétiques 

 

Il s’agit du butylhydroxytoluéne (BHT) et des esters de l’acide gallique : gallate de 

propylée, gallate doctyle, et de dodécyle. Le BHT est un antioxydant de rupture de chaîne, 

très efficace et peu coûteux. Le BHA est un mélange de deux isomères de position dont 

l’efficacité est un peu inférieure à celle du BHT. 

Il existe d’autres antioxydants synthétiques peu utilisés tels que la TBHQ (tertiobutyl- 

hydroquinone) utilisée pour la conservation des huiles brutes, l’acide nordihydrogualarétique 

(NDGA). Ce dernier est utilisé dans les produits à usage topique et le 4-hydroxyméthyl 2,6- 

ditertiobutylphénol ou Inox 100, dont les propriétés antioxydantes sont voisines de celles du 

BHT [110]. 

Partie 2 : microencapsulation 

II.2.1. Définition d’un médicament 

Un médicament est une substance utilisée pour prévenir, soulager ou guérir une maladie 

ou ses symptômes [111] 

Toute substance ou composition qui présente des propriétés thérapeutiques ou prophylac- 

tiques pour une maladie humaine ou animale, et toute substance ou composition pouvant être 

utilisée chez l’homme ou l’animal, ou pouvant être administrée pour établir un diagnostic 

médical ou en exerçant des propriétés pharmacologiques, immunologiques ou métaboliques 

ayant pour fonction de restaurer, corriger ou altérer sa fonction physiologique.[112] 

II.2.2. Mise en forme d’un médicament 

Un médicament se compose de principe(s) actif(s), d’excipient(s), l’ensemble étant conte- 

nu dans un récipient. [113] 
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Figure II.4.Mise en forme d’un médicament. 

 
 

II.2.3. Formes galéniques des médicaments : 

Une formulation galénique est une forme distincte dans laquelle sont placés le principe 

actif et les excipients (substances inactives) pour constituer le médicament. Il correspond à 

l’aspect physique final du médicament qui sera utilisé chez le patient : comprimé, gélule, sa- 

chet, solution buvable, suspension injectable, etc. 

En fonction des excipients appropriés, la forme pharmaceutique est généralement choi- 

sie pour que les principes actifs atteignent le plus facilement et le plus rapidement l’organe ou 

la zone du corps auxquels ils sont destinés, tout comme elle peut également adapter le médi- 

cament aux contraintes spécifiques d’un patient. [114] 

Les différentes formes galéniques les plus courantes sont résumées dans la Figure II.5. et le 

tableau II.2. 
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Figure II.5 : Les formes galéniques 

Tableau II.2 : Les formes galéniques les plus courantes. 
 
 

Voies Forme principales 

Orale Comprimés, gélules, solution ou suspensions aqueuses 

Parentérale Solution aqueuses 

Rectale Suppositoires 

Vaginale Comprimés, solution aqueuses 

Ophtalmique Solution aqueuses 

ORL Solution aqueuses pulvérisées ou non 

Percutanée Pommades et solutions 

 

II.2.4. La microencapsulation 

II.2.4.1. Historique 

La fabrication de microcapsules colorantes pour le papier carbone sans carbone (le pa- 

pier autocopiant) fut la première application industrielle des microparticules en 1950 dans le 

domaine de l’imprimerie [115].Cette fabrication a été réalisée par coacervation complexe 

entre la gélatine et la gomme arabique. 

Depuis, la microencapsulation a intéressé de domaine pharmaceutique où elle fut utilisée 

pour le masquage du goût et de l’odeur des médicaments administrés par voie orale et la libé- 

ration contrôlée des principes actifs au cours de la digestion, ainsi que pour d’autres applica- 

tions industrielles telles que les colles [116] 
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Elle s’applique également à de nombreux domaines tels que l’agroalimentaire, 

l’agrochimie, les cosmétiques, le textile, l’environnement…, etc. [117]. 

L’augmentation du nombre d’applications de la microencapsulation depuis les années 1950 a 

engendré une intensification des recherches concernant une variété de substances encapsulées 

par diverses techniques de synthèses de microcapsules. Ces investigations ont également per- 

mis d’obtenir des microcapsules de plus petites, atteignant ainsi l’ordre de quelques nano- 

mètres [118] 

II.2.4.2. Définition 

La microencapsulation peut être définie comme l’association d’un ensemble de tech- 

nologie, qui permettent de produire des microparticules individualisées présentant une taille 

comprise entre environ 1µm et 1000µm et contiennent un matériau enrobant enfermant entre 

5 et 90% (en masse) de matière active [4]. 

La substance encapsulée peut se présenter sous forme d’un liquide, d’un composé gazeux, ou 

de fines particules solides. 

II.2.4.3. Classification des microparticules : 

Le type de particules obtenues par microencapsulation dépend des propriétés physi- 

co-chimiques de la matière active et de la matière enrobant, de leur composition et de la tech- 

nique utilisée, on retrouve deux types de microparticules (Figure II.6.) qui diffèrent par leur 

morphologie [4]. 

 Les microcapsules : sont des particules réservoirs constituées d’un cœur dans lequel 

se trouve la matière active, qui peut être sous forme liquide ou solide entourée par une 

enveloppe formée par l’agent encapsulant [4]. 

 Les microsphères : sont des particules présentées sous une structure matricielle. Elles 

sont constituées d’un réseau polymère dans lequel se trouve finement dispersée la ma- 

tière active à l’état de fines particules solides ou de gouttelettes de solutions [4]. 

 

Figure II.6 : Représentation schématique d’une microcapsule et d’une microsphère [119]. 
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II.2.4.4. Intérêt de la microencapsulation 

Les microparticules peuvent avoir différents rôles selon l’application pour laquelle sont con- 

çues, elles assurent donc plusieurs fonctions telles que [4]: 

 Masquage d’un gout ou d’une odeur. 

 Améliore la présentation du produit. 

 Réalisation d’une mise en forme adaptée. 

  Protection et stabilisation d’une matière active dans une formulation. 

Modification et maitrise du profile de libération 

II.2.4.5. Composition chimique des microparticules [120]: 

Les constituants principaux d’une particule obtenue par microencapsulation sont la 

matière enrobant et la matière active. Des additifs peuvent être ajoutés pour améliorer la stabi- 

lité du système et/ou lui apporter des fonctionnalités désirées 

 Les matières actives déterminent l’utilisation suivante des microparticules produites. 

Elles sont d’origines très variées, elles peuvent être des : 

 Principes actifs pour l’industrie pharmaceutique 

 Principes actifs cosmétiques 

 Vitamines, comme l’acide ascorbique (vitamine C), le ß-carotène (vitamine A)- 

tocophérol (vitamine E) 

 Additifs alimentaires 

 Arômes, huiles essentielles et substances aromatisants volatiles 

 Produits phytosanitaires, essences parfumées, micro-organismes, cellules, ou en- 

core catalyseurs de réaction chimique. 

 Les matériaux enrobant jouent un rôle principal sur l’efficacité et la stabilité des mi- 

croparticules et permettent aussi de masquer l’odeur et la saveur de la substance ac- 

tive. Ils doivent avoir la capacité de former un film stable et compatible avec la molé- 

cule à encapsuler [120]. 

Parmi les matériaux qui ont été utilisés, on distingue : 

 
 Des polymères qui peuvent être d’origine : 

1. Naturelle : (gélatine, chitosane, alginate de sodium, agarose, pectine, l’amidon et 

les amidons modifiés, cellulose microcristalline…) 

2. Hémisynthétique : (dérivés de la cellulose…) tels que l’éthylcellulose, 

l’hydroxypropylméthycellulose, la carboxyméthylcellulose, l’acetate-phatalate de 

cellulose… 
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3. Synthétique : Tels que les copolymères des acides lactique et glycolique, les co- 

polymères acryliques et méthacryliques, le polycaprolactone… 

La biocompatibilité, la biodégradabilité et le non toxicité sont des propriétés re- 

quises dans le domaine de l’application pharmaceutiques. 

 Des lipides et des cires minérales : acides gras, alcools gras, glycérides, cho- 

lestérol, cires (d’abeille, de carnauba…), cires minérales. 

D’autres matériaux peuvent être ajoutés à la formulation des microparticules tels que 

les tensioactifs, les dispersants, les antimottants, les cryoprotecteurs… 

II.2.4.6. Applications de l’encapsulation 

Les recherches dans le domaine de l’encapsulation se sont intensifiées afin de déve- 

lopper de nouvelles technologies et d’encapsuler divers composés. Actuellement, les applica- 

tions de l’encapsulation sont très nombreuses (Tableau II.3)et généralisées à plusieurs sec- 

teurs d’activités, en partant de la chimie à l’agro-alimentaires et en passant par les secteurs 

pharmaceutiques, cosmétiques, l’agriculture, les textiles ou encore la peinture[121]. 

Tableau II.3 : Exemples de composés encapsulés selon leurs domaines d’application 
 

Domaine industriel Exemples de composés encapsulés 

Pharmaceutique et médical Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vac- 
cins, bactéries, vitamines, minéraux, anti- 
gènes, anticorps… 

Cosmétique Parfums, huiles essentielles, anti transpi- 

rants, agents bronzants, crème solaires, colo- 

rants capillaires, baumes démêlants, 
mousses a raser… 

Alimentaire Huiles essentielles, graisses, épices, aromes, 

vitamines, minéraux, colorants, enzymes, 

levures, microorganismes… 

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs, 
hormones végétales… 

Biotechnologie Enzymes immobilisées, microorganismes, 

cellules vivantes, cellules artificielles, cul- 
tures tissulaires, composes nutritionnels… 

Chimie Catalyseurs, enzymes, additifs pour plas- 

tiques, eau (plâtre et béton), inhibiteurs de 

corrosion, retardateurs d’incendie, colorants 

et pigments, agents UV protecteurs, par- 

fums, huiles essentielles, agents lubri- 
fiants… 



Chapitre II : Stress oxydatif et microencapsulation 

41 

 

 

 

 

Figure II.7 : Représentation statistique des domaines d’applications de la 

Microcapsulation [122]. 

II.2.4.7. Techniques d’encapsulation : [123] 

 
 

Les procédés d’encapsulation sont généralement catégorisés dans trois classes : 

 Procédés mécaniques. 

 Procédés chimique. 

 Procédés physico-chimiques. 

II.2.4.7.1. Procédé mécanique 

Le procédé mécanique de l’encapsulation repose sur la nébulisation de la formulation, 

ou l’enrobage de microparticules suspendant en lit fluidisé, ou l’extrusion du mélange de ma- 

tière active et l’agent enrobant. La formulation des matières sera pulvérisée de sorte que la 

matière active soit encapsulée. 

 Nébulisation/séchage [124] 

Ce procédé permet de transformer une formulation liquide initiale en une microparti- 

cule sèche. La formulation liquide est composée d’une phase de matière active sous formes 

différentes (solution, émulsion, dispersion de particules solides) et une autre phase de la solu- 

tion de l’agent enrobant. Il y a généralement quatre étapes essentielles dans ce procédé. 

 Diffusion de la phase liquide (nébulisation) pour former un aérosol ; 

 Mise en contact de l’aérosol avec un flux d’air, porté à une température contrôlée 

 Séchage rapide de l’aérosol pour former des microparticules solides ; 

 Séparation et collection de la poudre de microparticules et de l’air contenant le sol- 

vant vaporisé 
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Figure II.8 : Système de microencapsulation mécanique Nébulisation/séchage [125]. 

 
 Procédé d'enrobage en lit fluidisé 

Le procédé d'enrobage en lit fluidisé s'applique exclusivement à des matières actives 

constituées de particules solides (granulés, cristaux). Des matières actives liquides peuvent 

néanmoins être encapsulées après absorption par des supports particulaires poreux. 

 
Le procédé permet de réaliser un enrobage continu de particules qui conduit donc à la 

production de microcapsules. Il comprend une séquence cyclique en trois temps : 

 
 Fluidisation de la poudre de particules ; 

 Pulvérisation du matériau enrobant sur les particules ; 

 Séchage et filmification de l’enrobage [119]. 
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Figure II.9 : Différents états de la substance active à encapsuler en lit fluidisé [125]. 

II.2.4.7.2. Procédés chimiques 

 Polycondensation interfaciale 

Elle met en jeu deux monomères ayant des groupes fonctionnels complémentaires (A 

et B), chacun soluble dans une des phases d’un système diphasique. L’encapsulation de prin- 

cipes actifs peut être réalisée par cette méthode via un protocole en deux étapes. Dans un 

premier temps préparer une émulsion, la phase dispersée contient l’espèce à encapsuler ainsi 

qu’un monomère. Puis cette émulsion est diluée afin d’apporter le second monomère en phas 

se continue. La réaction démarre alors à l’interface des gouttelettes. On obtient en fin de réac- 

tion une membrane qui renferme l’espèce à encapsuler [126]. 

 

Figure II.10 : Schéma du principe de la microencapsulation par polycondensation interfaciale 

(a)Obtention d’une émulsion avec un monomère A dans les gouttelettes ; (b) Dilution de 

l’émulsion avec un monomère B dans la phase continue ; (c) Polycondensation des mono- 

mères A et B à l’interface des gouttelettes pour former la membrane des microcapsules [126]. 

II.2.4.7.3. Procédés physico-chimiques 

 Coacervation 

La coacervation décrit le procédé de la séparation de phases au sein d’une solution 

pour un polymère [127]. Le procédé de coacervation consiste à abaisser la solubilité d’un po- 

lymère initialement solubilisé dans un solvant approprié, en variant la température ou le pH 
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du milieu ou par ajout d’un électrolyte, d’un non-solvant ou d’un deuxième polymère (agent 

coacervation). Il se forme alors deux phases liquides : l’une riche en polymère appelée coa- 

cervat et l’autre pauvre en polymère [128], il s’agit d’une coacervation complexe. Le procédé 

de coacervation complexe peut être séparé en Cinque étapes comme le montre la figure II.11 

[127]. 

 

Figure II.11 : Réticulation interfaciale des microcapsules par coacervation complexe : (a) 

dispersion du principe actif dans la solution de polymère ; (b) formation du coacervat ou sépa- 

ration de phase ; (c) dépôt du coacervat et formation d’un enrobage ; (d) renforcement de 

l’enveloppe ; (e) l’enrobage est consolidé par réticulation [127]. 

 Emulsion-évaporation de solvant 

Une émulsion selon l’IUPAC ‘’International Union of Pure and Applied Che- 

mistry‘’ , est une dispersion colloïdale d’un liquide sous forme de gouttelette (phase dispersée 

ou discontinue) dans un autre liquide non miscible (phase dispersante ou continue) comme 

l’eau et l’huile, à laquelle on ajoute généralement un tensioactif afin d’éviter la séparation des 

phases et d’assurer la stabilité de l’interface de l’émulsion [128,129]. 

Le processus de dispersion consiste à cisaillé l’une des phases dans l’autre de manière former 

des gouttes dont la taille peut varier de 0.1 à 10μm environ. 

 Emulsion simple 

L’émulsion eau/huile est généralement utiliser pour les PA faiblement hydrosolubles 

ou insolubles dans l’eau, tandis que l’émulsion huile/eau est envisagée lorsque le PA est hy- 

drosoluble. Le type d’une émulsion simple, directe ou inverse, est fixé au premier ordre par la 
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solubilité préférentielle du tensioactif dans l’une ou l’autre des phases, en accord avec la règle 

empirique de Bancroft : le recours à un tensioactif hydrosoluble permet de former préféren- 

tiellement une émulsion directe, alors qu’un tensioactif liposoluble favorise une émulsion 

inverse [130] 

Cette méthode est la plus simple et toutes les autres en dérivent, elle s’effectue en 

préparent la phase dispersée par dissolution du PA et le polymère dans un solvant organique, 

puis en réalisant l’émulsification (la mise en suspension) qui consiste à introduire la phase 

hydrophile dans la phase lipophile [131]. Cette étape est suivie par l’évaporation du solvant 

organique qui engendre la solidification des gouttelettes de phase dispersée [132]. 

 

Figure II.12 : Représentation de l’émulsion simple [133]. 

 Emulsion double 

Les émulsions doubles ou multiples par leur structure compartimentée, ont depuis 

longtemps été envisagées comme un matériau idéal pour jouer le rôle de microréservoir [132]. 

L’encapsulation des composés hydrophiles ne peut s’effectuer par la méthode 

eau/huile du fait de leur insolubilité dans les solvants organiques ; et de leur diffusion vers la 

phase continue durant l’étape d’émulsification conduisant à de faible taux d’encapsulation 

[132]. 

 
La solution aqueuse contenant le PA à encapsuler est émulsionnée avec la phase 

huileuse (solution organique dissolvant ou dispersant les polymères) avec une agitation ultra- 

son pour obtenir une émulsion submicronique du type eau/huile. Cette émulsion est ensuite 

utilisée comme phase dispersée dans la troisième solution aqueuse contenant l’agent tensioac- 

tif, permettent d’obtenir une double émulsion (E/H/E). Enfin, les particules obtenues sont sé- 

chées et récupérées [130]. 
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Figure II.13 : Représentation de l’émulsion double [133]. 

II.2.5. Cinétique de libération du principe actif encapsulé 

Les interactions entre le principe actif et le milieu extérieur, deux types de microparti- 

cules Selon peuvent être formés celles qui ne doivent pas libérer leur contenue telles que les 

microparticules qui contiennent des enzymes ou des bactéries et celles qui sont formulées de 

façon à libérer le principe actif. Nous distinguons les systèmes à libération déclenchée et les 

systèmes à libération prolongée [134]. 

II.2.5.1. Système à libération accélérée 

Type particulier de forme à libération modifiée se caractérisant par une vitesse de libé- 

ration du (ou des) PA supérieure à celle qu’assurait la forme à libération conventionnelle ad- 

ministré par la même voie [135]. 

II.2.5.2. Système à libération prolongée 

Ce sont des microsphères, ce type de système est caractérisé par les mécanismes de li- 

bération mis enjeu au cours de la dissolution de la forme (diffusion passive, dégrada- 

tion/dissolution du matériau enrobant, échange d’ions …). Il s’ensuit que la libération dépen- 

dra des structures de ces systèmes (microcapsules ou microsphères)[136]. 

II.2.5.3. Système à libération déclenchée 

Généralement ce sont des microcapsules formées d’une membrane de faible perméabi- 

lité, qui vont libérer brutalement leur contenue par éclatement de cette membrane. 

La rupture est déclenchée, soit par une pression (mécanique ou osmotique), une varia- 

tion de température, une variation de pH ou encore une dégradation enzymatique de la mem- 

brane [126, 131]. 
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II.2.6. Modèles théorique du mécanisme de libération de principe actif 

La libération du principe actif a travers une matrice polymérique est généralement 

régit par trois mécanismes. Ils sont fortement dépendants de la nature de principe actif, et plus 

particulièrement des propriétés structurales du polymère tel que son taux de gonflement, vi- 

tesse de gélification et son comportement dans les fluides physiologique, Ces mécanismes 

selon Jalil. [137] obéissent à des lois telles que : 

a. Diffusion fickienne 

 

Où le principe actif diffuse à travers les chaînes macromoléculaires du polymère, due à 

l’existence d’un gradient de concentration du PA entre la matrice et le milieu dans lequel elle 

se trouve. Les modèles d’ordre 0 et 1 sont ceux qui représentent le mieux les profils de la ci- 

nétique de libération du principe actif en fonction du temps pour les formes conventionnelles, 

exprimés respectivement par les équations suivantes :[137] 

 

 

 

Ordre 

li- 

 

zéro (le rapport de concentrations est proportionnel au temps est 

néaire en fonction de t) 

b. Modèles d’ordre 1 ou de Wegner 

Le modèles d’ordre 1(le rapport de concentration varie exponentiellement en fonction 

de temps) est celui qui représente le mieux les profils de la cinétique de la libération de PA en 

onction de temps, exprimés respectivement par les deux équations suivantes[103] : 

 

Tel que :  M0, C0 et Q0 : sont la quantité ou la concen- 

tration ou le pourcentage massique du PA initialement à t0 dans la forme, ou bien à 

t∞(maximales),ordre 1 (le rapport de concentrations varie exponentiellement en fonction du 

temps, équation de Wagner) 

2eme Loi de Fick 

 
 

La forme logarithmique linéaire en fonction du temps : 
 

𝑪∞ 𝑴∞ 

𝑪𝒕 
= 

𝑴𝒕 
= 𝒌𝒕½ 

𝐶∞ 𝑀∞ 
𝐶𝑡 = 

𝑀𝑡 
= (1 - e-kt), ou bien 

Qt = 100 (1 - e-kt) 

Ln (1 – 𝐶𝑡 )=ln (1 − 𝑀𝑡 )=ln(100-Qt) = -kt 
𝐶∞ 𝑀∞ 
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𝐶𝑡 𝑀𝑡 
= = (1 − 𝑒 −(

𝑡−𝑡0)𝛽 
𝑡𝑑 

𝐶∞ 𝑀∞ 
) 

 

Q∞=Qmax=100% 

 
c. Modèle d’Higuchi 

Higuchi a développé des modèles décrivant la libération des PAs solubles et peu so- 

lubles incorporés dans des matrices solides. Le PA est libéré par diffusion à travers le réseau 

poreux crée par le solvant, qui est la seule étape limitant du mécanisme. Pour celui-ci, le rap- 

port des concentrations varie linéairement en fonction de t1/2. L’équation du modèle ciné- 

tique peut s’écrire globalement ainsi [121] : 

K H : est la constante cinétique d’Higuchi 

 

 
Avec la linéarisation à l’échelle logarithmique ; 

 

 

 

d. Modèle de Weibull ou de la fonction RRSBW 

Lorsque le profil s’écarte sensiblement du cas idéal d’ordre 1 aux temps faibles, du à 

un ralentissement au départ du relargage du PA. Ainsi, l’équation varie exponentiellement en 

fonction du temps, mais elle comporte aussi un coefficient de forme . Elle peut s’écrire de 

la manière suivante [121] : 

 

 

Où 
 

 

o t0 : temps initial 

o td : temps correspondant à un pourcentage de 63.2% de PA dissout 

o 𝛽: est le facteur de sigmoicité 

e. Modèle d’ordre zéro (modèle non fickien) 

Il est appliqué aux formes à libération modifiée de type matriciel inerte avec des PA peusolub 

les qui ne se désagrègent pas Ces formes libèrent le produit sur une grande période de temps à 

quantités égales. L’équation du modèle [121]: 

𝐶∞ 𝑀∞ 

𝐶𝑡   
= 

𝑀𝑡   
= KHt1/2

 

ou bien Qt= Kh t
1/2

 

Ln ( 𝐶𝑡 ) = 𝐿𝑛( 
𝑀𝑡 

)=lnk + 1/2 lnt ; ou bien Ln(Qt) = lnk’ + 1/2lnt 
𝐶∞ 𝑀∞ 

𝑡−𝑡0)𝛽 

𝑄𝑡 = 𝑄∞(1 − 𝑒−( 𝑡𝑑 ) 
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Ordre zéro (le rapport de concentrations est proportionnel au temps et linéaire en fonction 

De(t) 

o Ct et C∞ ∶sont respectivement les concentrations du PA libéré au temps t et à saturation 

(équilibre), Mt etM∞leurs masses ou quantités en mg correspondantes. 

o Qt : est le taux de PA dissous à t. 

o K0: les constantes cinétiques 

Figure II.14: Profils des cinétiques de dissolution de modèles fickiens et d’ordre zéro [121] 

 
 

II.2.7. Principaux matériaux d’encapsulation 

Les matériaux utilisés pour obtenir les microparticules sont nombreux et variés. Ils 

peuvent être de nature hydrophile, hydrophobe ou une combinaison des deux, ils doivent être 

capables de former un film stable et compatible avec la molécule à encapsuler [126]. 

Un certain nombre de matériaux ont été utilisés, nous pouvons citer : 

 Les polymères d’origine naturelle animale ou végétale, tels que la gélatine, le 

Chitosane, l’alginate de sodium, l’amidon et les amidons modifiés. 

 Les polymères synthétiques, tels que les copolymères acryliques et méthacryliques, le 

Polycaprolactone, les polymères d’acides lactiques et glycoliques. 

 Les polymères semi-synthétique (dérivés cellulosique), tels que l’éthylcellulose, 

L’hydroxypropylméthycellulose, la carboxyméthylcellulose, l’acétate-phtalate de cellulose. 

 Les lipides et les cires minérales : corps gras solides, glycérides, cires (d’abeille, de car- 

nauba…), cires minérales [122,138]. 

II.2.8. Polymères biodégradables 

𝐶𝑡 𝑀𝑡 

𝐶∞ 𝑀∞ 
= = k0t 
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II.2.8.1. Définition 

Les polymères biodégradables sont actuellement en plein essor de par leurs nom- 

breuses applications, telles que les matériaux à usage médical (sutures, broches, prothèses 

chirurgicales...) ou à usage pharmaceutique (matrice a libération contrôlée de principe actif). 

La biodégradation est la décomposition de matière organique par des microorganismes 

comme les bactéries, les champignons ou les algues [139]. 

II.2.8.2. Mélanges de polymères 

La recherche en matière de polymères est de plus en plus axée sur la préparation et la création 

de nouveaux matériaux. Ces derniers, sont obtenus soit par : [140] 

 Synthèse de nouveaux monomères et/ou développement de nouveaux procédés dépo- 

lymérisation; 

 Copolymérisation d’au moins deux monomères, dont les propriétés du matériau obte- 

nu dépendent de sa structure et de la composition des monomères; 

 Mélange de deux ou plusieurs polymères dont l’intérêt réside dans la synergie de 

leurs propriétés respectives. 

II.2.8.3. Avantages des mélanges de polymères 

L’intérêt de préparer des mélanges de polymères, en solution ou à l’état fondu, réside 

dans la facilité et le faible coût de leur préparation comparé à la synthèse chimique. 

Généralement, les matériaux issus de l’association de deux ou plusieurs polymères 

permettent d’élargir la gamme de propriétés ou d’obtenir des matériaux avec des compromis 

de propriétés (résistance mécanique, résistance aux chocs, thermo stabilité …etc.) avanta- 

geuses pour l’application recherchée. 

Malgré les avantages offerts par cette voie, elle reste très délicate à mettre en œuvre et  

permet d’obtenir des matériaux ayant des morphologies bi-phasiques à propriétés médiocres 

[141]. 

II.2.9. Méthodologie des planes expériences 

II.2.9.1. Définition 

Un plan d’expériences est une série d’essais organisés à l’avance dans lesquels les va- 

riables du procédé à étudier sont mises en œuvre, afin d’étudier l’impact de ces changements 

sur une réponse d’intérêt, pour optimiser ainsi les performance du système étudié , tout en 

essayant de minimiser le nombre d’essais sans sacrifier la qualité, pour obtenir à la fois une 
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meilleure précision sur les résultats et un maximum d’efficacité avec un moindre coût 

[142,143] 

 

La méthode des plans d’expériences cherchera à déterminer et à établir les liens exis- 

tants entre 2 types de variables [144] 

 La réponse : grandeur physique étudiée 

 Les facteurs grandeurs physiques modifiables par l’expérimentateur, sensés influé sur 

les variations de la réponse 

II.2.9. 2.Types des plans d’expériences : 

a) Plans factoriels à 2 niveaux (2k) 

Un plan factoriel est un plan d’expérience où l’on fait, dans une même expérience, 

l’étude simultanée de deux ou plusieurs variables indépendantes (facteurs), afin de connaîtra 

le rôle propre de chaque variable indépendantes, leur importance relative et leur interaction 

[145]. 

Les plans factoriels à deux niveaux sont les plus utilisés car ils sont plus simples et ra- 

pides à mettre en œuvre. Le nombre d’essais nécessaires dans le cadre de ce plan est égal à 2k 

où k correspond au nombre de facteurs. Chaque facteur expérimental n’a que deux niveaux, 

plus le nombre de facteurs augmente, plus le nombre d’essais nécessaires pour effectuer le 

plan augmente. Les plans factoriels à 2 niveaux ne peuvent pas explorer entièrement une large 

zone de l’espace factoriel, mais ils fournissent des informations utiles pour un nombre res- 

treint d’essais par facteur [146] 

Plan 22 : facteurs A et B 4 expériences. 

Plan 23 : facteurs A, B et C 8 expériences. 

Plan 24: facteurs A, B, C et D 16 expériences. 

 
La matrice d'expérience se construisit selon le tableau suivant pour le cas de plan 23 

avec des facteurs A, B et C. Le modèle mathématique de 3 facteurs correspond à la relation 

suivante : 

 

 Y: est la réponse 

 b0:est la valeur de la réponse au centre du domaine d’étude 

Y= b0+ b1 x1 + b2 x2 + b3 x3 +b12 x1x2 + b13 x1x3 + b23 x2 x3 +b123 x1 x2 x3 +e 
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 x1, 2,3:représente le niveau attribué au facteur 1, 2,3 

 b1: est l’effet (ou effet principal) du facteur 1. 

 b2: est l’effet (ou effet principal) du facteur 2. 

 b3: est l’effet (ou effet principal) du facteur 3. 

 b12: est l’effet entre les facteurs 1et 2. 

 b13: est l’effet entre les facteurs 1et 3. 

 b23: est l’effet entre les facteurs 2 et 3. 

 b123: est l’effet entre les facteurs 1et 2 et 3. 

 e: est l’ècart 

 
Tableau II.4 : Matrice d’expériences du plan factoriel pour 3 facteurs 

 
N° essais A B C 

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 

Plus généralement, la matrice d'expériences comporte k colonnes pour les facteurs 

principaux et 2k lignes soit 2k essais. Elle se construit selon la règle suivante : colonne du 1er 

facteur: alternance de -1 et +. 

 Colonne du 2emefacteur : alternance de -1et +1 de 2 en 2 

 Colonne du 3emefacteur: alternance de -1 et +1 de 4 en 4 

 Colonne du 4eme facteur : alternance de -1 et +1 de 8 en 8 

Et ainsi de suite pour un nombre plus élevé de facteurs. 

b) Plans centrés composés 

 
Le plan composé centré s’avère très intéressant d’un point de vue expérimental, car il 

est basé sur un plan factoriel (2k) complété par un plan en « étoile » ou chaque facteur varie à 

une distance ±α du centre (les autres facteurs sont au centre du domaine d’étude). Il permet 

ainsi à partir d’un plan factoriel, d’évoluer progressivement vers un plan en surface de ré- 
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ponse. La partie centrale constituée par n0 expérience au centre du domaine. Le nombre total 

de N essais à réaliser pour « K » facteur est donné par la relation suivante [147]. 

c) Plans Box-Behnken : 

 
Les plans de box-behnken comptent toujours 3 niveaux par facteur. On commence avec 

un plan factoriel complet, puis on utilise les interactions du plan complet pour construire 

de nouveaux facteurs en rendant leurs niveaux de facteurs identiques à ceux des termes 

d’interaction respectifs [148] 

 S’il y a deux facteurs prenant chacun trois niveaux, il faut exécuter 9 essais 

 S’il y a trois facteurs prenant chacun trois niveaux, il faut exécuter 27 essais 



 

 

 

 

Chapitre III : 

Matériels et méthodes  
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Introduction 

Ce travail a été réalisé au laboratoire de chimie industriel au niveau de « L’université A-Mira, 

Bejaia ». 

Cette partie expérimentale décrit le matériels et méthodes utilisées dont : 

 
 L’extraction par les solvants organiques de la plante étudiée, détermination du ren- 

dement, caractérisation par UV-Visible, HPLC, spectroscopie infrarouge, suivi par la 

détermination des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoïdes. 

 Etude de l’activité antioxydant par DPPH. 

 Préparation pharmaceutique par microencapsulation dans des polymères biodégra- 

dable et étudier la cinétique de libération de PA 

III.1. Matériel végétale 

 
III.1.1. Cueillette 

 

Le Matériel végétal choisi dans cette étude est représenté par les feuilles « thymus 

vulgaris » qui ont été achetées, sous forme séchée (Figure 1) chez un herboriste dans le vil- 

lage de Béni Maouche- wilaya de Bejaia. Elles ont été récupérées dans un sac propre à l’abri 

de la lumière pour servir ultérieurement à l’extraction. 

 

 
 

Figure III. 1 : Thymus vulgaris sous forme séchée 

 
III.1.2. Prétraitement de la plante 

 

III.1.2.1. Broyage 
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Les feuilles séchées ont été broyées à l’aide d’un mortier jusqu’à l’obtention d’une poudre 

fine 

 

 

Figure III. 2 : broyage des feuilles de thymus 

 
III.1.2.2. Tamisage et conservation 

 
La poudre obtenue à partir des feuilles de la plante étudiée a été tamisée avec un tamis de 

100µm, pesée avec précision, puis conservée dans un sachet, entouré avec du papier alumi- 

nium à l’abri de la lumière et de l’humidité. 

 

 

 

 
 

Figure III. 3 : poudre des feuilles de thymus après tamisage 

 
III.2. Méthode d’extraction : 

 
III.2.1. Macération (extraction solide/ liquide) 
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La macération (extraction solide/liquide) est une opération qui consiste à laisser sé- 

journer la matière végétale (poudre) dans un solvant pendant une période donnée, pour ex- 

traire les principes actif (composés phénoliques et flavonoïdes). 

Mode opératoire : 

 
 Peser 20gramme de la matière végétale (poudre) 

 Mélanger la poudre avec 40 ml d’eau distillé et 160 ml d’éthanol dans un bécher 

 Laisser le mélange macérer pendant 24h avec agitation. 
 

 

Figure III. 4 : Macération (extraction solide /liquide) 

 
 Après 24h, le mélange est filtré sur un papier wattman (n°1). (Figure 5) 
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Figure III. 5 : Filtration 

 
 Récupérer le filtrat dans un récipient, et conserver au froid et à l’abri de la lumière 

(Figure 6). Et le résidu est récupéré dans une boite de pétri pesée préalablement (Fi- 

gure 7). 

 

 

Figure III.6 : Le filtrat Figure III. 7 : Le résidu 

 
III.3. Rendement massique 
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 Evaporation 

 Une quantité de 20ml de filtra obtenu a été évaporé à l’aide d’un agitateur pendant 

2jours. (Figure 8) 

 

 

 

 

Figure III. 8 : Evaporation de filtra 

 
 Au bout de 2 jours, l’extrait est récupéré dans une boite de pétri pesée préalablement 

vide. 

 L’extrait est laissé à la température ambiante pour qu’il s’évapore. 

 En suite la boite de pétri est mise dans l’étuve pendant 2h à une température de 40c° 

pour sécher complètement l’extrait. 

 Après 2h la boite de pétri pleine est pesée. 

 
 

 Détermination du rendement 

 
Le calcul du rendement est exprimé en pourcentage de masse de l’extrait sec par rapport au 

poids du matériel végétale sec initial. 

La masse de l’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids de boite de pétri plein 

(après élimination du solvant par évaporation) et le poids de boite de pétri vide. 

Le rendement massique est calculé par l’équation suivante[149]: 

 

%R=
𝑴 𝒆𝒙𝒕 

× 100 
𝑴 é𝒄𝒉 
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 R : Rendement massique (%) 

 Mext : la masse de l’extrait sec après l’évaporation du solvant (g) 

 Méch : la masse de la poudre de l’échantillon de plante de thymus (g) 

 
III.4. Extraction par les solvants organiques (Extraction liquide-liquide) 

 
A. Extraction par l’éther de pétrole EP : 

 

 On verse dans une ampoule à décanter 50ml de l’extrait + 50 ml de l’éther de pé- 

trole EP. 

 On agite bien le mélange, et on le laisse reposer au moins 20 min jusqu’à 

l’obtention de deux phases (Figure 9) : 

- Une phase organique ou extrait de l’éther de pétrole (EEP) (phase supérieure) 

- Une phase aqueuse (phase inférieure) 
 

 

 

Figure III.9: Extraction par l’éther de pétrole 

 
 On récupère la phase organique (supérieure) ou l’extrait de l’éther de pétrole 

(EEP) dans un erlenmeyer (Figure 10). 
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Figure III. 10 : Extrait de l’éther de pétrole (EEP) 

 
 On récupère la phase aqueuse (inférieure) dans un récipient en verre. 

 
B. Extraction par Dichlorométhane : 

 

  On verse dans une ampoule à décanter 50 ml de la phase aqueuse récupérée dans 

la première extraction + 50 ml de Dichlorométhane. 

 On agite bien le mélange, et on le laisse reposer au moins 20 min jusqu’à 

l’obtention de deux phases (Figure 11) : 

- Une phase organique ou extrait de Dichlorométhane (EDCM) (phase infé- 

rieure). 

- Une phase aqueuse (phase supérieur). 

 On répète l’extraction deux fois. 



Chapitre III: Matériels et méthodes 

61 

 

 

 

 

a) la premier extraction b) la deuxième extraction 

Figure III.11 : Extraction par dichlorométhane 

 On récupère la phase organique (inférieure) ou l’extrait de Dichlorométhane 

(EDCM) dans un erlenmeyer (Figure 11). 

 
 

Figure III. 12 : Extrait Dichlorométhane (EDCM) 

 Les résultats de l’extraction liquide-liquide sont résumés dans la figure suivante 

(Figure 13) : 
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Figure III. 13 : les extraits de la plante thymus 

 
III.5. Analyse et quantification par spectroscopie UV-VIS 

III.5.1. Dosages des polyphénols totaux 

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits des feuilles de thymus vulgarisa 

été effectué par spectrophométrie UV-visible selon la méthode au réactif de Folin- Ciocalteu 

[150]. 

   Principe : 

 
Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange 

d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12O40). Il 

réduit, lors de l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleu de tungstène et de mo- 

lybdène (ribéreau- gayon.1968). La coloration produite, dont l’absorption maximum à envi- 

ron 760-765 nm est proportionnelle, selon le principe de la loi de Beer-Lambert, à la quantité 

de polyphénols présents dans les extraits végétaux [151]. 

   Mode opératoire 

1. La préparation des 3 différentes solutions suivantes : 

 Solution mère d’acide gallique d’une concentration de 2 mg/ ml : 

15mg d’AG dans 10 ml d’eau distillé 

 Solution de Folin-Ciocalteu d’une concentration de 0.1 mg/ml : 

1ml de Folin-cicalteu dilué dans 9 ml d’eau distillée 

 Solution de carbonate de sodium d’une concentration de 0.075 mg/ml : 

18.75g de Na2CO3 dissouts dans 250 ml d’eau distillée 

 
2. Préparation des étalons de l’Acide Gallique. 

 

On prépare une série d’étalons par dilutions de la solution mère d’AG de concentra- 

tion 2mg/ml selon le tableau III.1. 
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Tableau III.1 : préparation des étalons d’acide gallique 

 
Etalons E1 E2 E3 E4 E5 E6 

Solution mère 

d’AG (2mg/ml) 

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.7 

Eau distillée (ml) 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.3 

Ce (mg/ml) 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.14 

Ve (ml) 0.4 

Folin (ml) 2 

Na2CO3 (ml) 1.6 

Ce’ (µg/ml) 2 4 6 8 10 14 

A 

à 765nm 

0.050 0.122 0.182 0.412 1.003 0.894 

 

 
Puis on procède aux mélanges de 0.4 ml de chaque solution étalon (de E1 à E6), avec 2ml de 

réactif de Folin-Ciocalteu et 1.6 ml de solution de Na2CO3. 

On agite chacune des solutions étalons, puis on laisse déposer pendant 2h pour déve- 

lopper la coloration bleue du complexe. 

On mesure par la suite les absorbance des solutions à 765 nm par rapport au blanc 

contenant 0.4 ml d’eau distillée + 2ml de Folin et 1.6 ml de carbonate de sodium, préparé 

dans les mêmes conditions que les étalons. 

3. Dosage de l’extrait : 

 
0.4 ml d’extrait (préparé avec une dilution de 10 fois pour EEP et 100 fois pour HA, 

EDCM et l’extrait brute E) est ajouté à 1.6ml de   la solution de Na2CO3. Après agitation, 2 

ml de la solution de Folin-Ciocalteu est ajouté à l’ensemble. Après 2h d’incubation à la tem- 

pérature du laboratoire, l’absorbance est lue à 765 nm par rapport à un blanc (sans extrait). 
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Figure III.14 : Schéma des étapes de la préparation d’échantillon des extraits du thymus 

 

 
III.5.2. Dosage des flavonoïdes 

 

   Principe 
 

Le dosage des flavonoïdes se fait à l’aide des réactifs suivants : 

 La quercétine (C15H10O7) qui est un composé organique de couleur jaune, 

 Le trichlorure d’aluminium (AlCl3) qui est un sel de couleur blanche, 

Le mélange des deux, abouti à la formation d’un complexe jaune qui absorbe à 430 nm Les 

figures III.15 et III.16 montrent, la formule générale de la Quercétine et la réaction avec le 

trichlorure d’aluminium : 

 

 

 

 

Figure III.15 : Formule chimique de la Quercétine 

 

Incubation 

2h 

 
1.6ml Na2CO3 + 

2ml folin ciocalteu 

 

0.4ml Extrait 

(dilué 10 fois 

ou 100 fois) 
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Figure III.16 : Schéma de réaction des flavonoïdes avec chlorure d’aluminium 
 

   Mode opératoire 
 

 

1. Préparation des 2 solutions : 

 Solution de trichlorure d'aluminium AlCl3 à 2% : 

2g de sel AlCl3sont dissous dans 100 ml de MeOH 

 Solution mère de Quercétine : 

On dissout une prise d’essai de 15mg de quercétine dans 7.5 ml de MeOH. 

2. Préparation des étalons de Quercétine de concentration 2mg/ml : 

 
On doit effectuer une série de dilutions de la solution mère de Quercétine, pour préparer les 

étalons selon le tableau II.4. 

Tableau III.2 préparation des étalons de Quercétine : 

 
Etalons E1 E3 E4 E5 E6 

Solution mère d’Qr 

(2mg/ml) 

0.1 0.3 0.4 0.5 1.5 

Eau distillé (ml) 9.9 9.7 9.6 9.5 9.3 

Ce (mg/ml) 0.02 0.06 0.08 0.1 0.3 

Ve (ml) 0.4 

AlCL3 (ml) 2 

Ce’ (µg/ml) 2 6 8 10 30 

A 
à 765nm 

0.195 0.791 1.006 1.032 2.873 
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Ensuite, on doit effectuer les mélanges de 0.4 ml prélevé de chacun des étalons (de E1 

à E6), avec 2ml de solution de AlCl3 dans différents tubes à essai. 

Le mélange est vigoureusement agité puis laissé au repos. Après 15 min d’incubation, 

l’absorbance est lue à 430 nm par rapport à un blanc (sans extrait) contenant 0.4 ml de mé- 

thanol + 2ml d’AlCl3, préparé dans les mêmes conditions que les étalons. 

3. préparation de l’échantillon de l’extrait : 

 
. 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

Figure III.17 : Schéma des étapes de la préparation d’échantillon des extraits (flavonoïdes) 

 
4. la lecture de l’absorbance a été réalisée au spectrophotomètre UV –visible à une longueur 

d’onde de 430 nm contre un blanc. 

III.5.3. Activité antioxydante par méthode de DPPH 
 

   Principe 
 

Le composé utilisé pour la mesure du dosage des antioxydants est le DPPH qui est un 

radical libre azoté organique avec une couleur purple foncé. Lorsqu’une solution de DPPH 

est mélangée à un antioxydant, sa couleur passe du violet au jaune de l'hydrazine corres- 

pondante. Sa formule chimique (2, 2-diphényl 1-picrylhydrazyle) (C18H12N5O6). Ce com- 

posé est utilisé pour le dosage des antioxydants. Sa synthèse chimique représentée ci- 

dessous : 

 

0.4ml Extrait 

(dilué 10 fois 

pour DCM) 

 
2ml de solution 

d’AlCl3 

 

Incubation 

15 min 
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Figure IV.18 : représente la formule globale du DPPH 

Mode opératoire 

1. Préparation de la solution DPPH de concentration de 0.036 mg /ml 

On dissout une prise d’essai de2 mg de DPPH pur avec le MeOH dans une fiole de 50ml, on 

complète au trait de jauge avec le solvant. 

2. Préparation des solutions diluées de l’HE 

On réalise deux dilutions de chaque extrait concentré dans le MeOH selon le tableau III.3.ci- 

dessous, pour étudier l’effet de la concentration en huiles essentielles sur l’activité antioxy- 

dante 

Tableau III.3 : les dilutions de l’huile essentielle 
 

Solution diluées de l’extrait E1 E2 

HE(μl) ( HA, EDCM, EEP, E) 100 800 

MeOH (ml) 1 1 

 
Dans cette étape, on a associé le pouvoir d’inhibition antioxydant des huiles essentielle 

avec un témoin qui se compose d’un mélange de (1ml de MeOH + 2ml de solution de 

DPPH). 

Ainsi, 1 ml de chacune des solutions diluées de l’extrait des HE est mélangé à 2 ml 

de DPPH. On laisse agir pendant 30 min, puis on procède à la mesure des absorbances à 517 

nm par rapport au blanc (méthanol) 

L’absorbance de la solution témoin doit être mesurée de la même manière que les solutions 

diluées des HE 
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Figure III.19 : Schéma des étapes de dilutions de l’extrait HE et de mesure de l’activité 

Antioxydante par le DPPH. 

L’activité antioxydant est exprimée en pourcentage d’inhibition de radical DPPH, et calcu- 

lée à partir de l’équation suivante : 

 

- Inhibition %:pourcentage d’inhibition des radicaux libres. 

- Abs Témoin : absorbance du Témoin. 

- Abs échantillon : Absorbance de la solution contenant l’échantillon. 

 
III.6. Essais de caractérisation par chromatographie liquide à haute performance HPLC 

 

   Principe et méthode 

 

L’analyse est réalisée par une technique HPLC (UHPLC+focused, Ultimate 3000 

auto sampler colon compartiment) Le besoin de savoir les profils et d’identifier les com- 

posés individuels dans les échantillons exige le remplacement des méthodes tradition- 

nelles par des techniques séparatives. L’HPLC est sous doute la technique analytique la 

plus utile pour caractériser les composés polyphénoliques [152]. 

 Protocole expérimental 

 
20 μl de chaque extrait ont été injectés dans une colonne de type phase inverse C18, de 

dimensions égales à 125× 4.6𝑚𝑚. La phase mobile (éluant) est constituée de trois solvants : 

l’eau distillée, méthanol, acide acétique (50 ; 47 ; 2.5) (v/v/v). Le gradient d’élution appliqué 

est de type isocratique pour un temps d’analyse de 20min. Le débit est de 1ml/min [153]. La 

 

 

 

 

 

 

 
 

Incubation (2 étalons + Témoin) pendant 30 min à l’abri de la 

lumière 

L’ajout de 2ml de la solution DPPH a chaque étalon (E1’et E2’) 

Prélever de chaque étalon dilué (E1 et E2) 1ml de la solution 

𝐈𝐧𝐡𝐢𝐛𝐢𝐭𝐢𝐨𝐧(%) = 
(𝐀𝐛𝐬𝐓é𝐦𝐨𝐢𝐧 − 𝐀𝐛𝐬é𝐜𝐡𝐚𝐧𝐭𝐢𝐥𝐥𝐨𝐧) 

(𝐀𝐛𝐬𝐓é𝐦𝐨𝐢𝐧) 
∗ 𝟏𝟎𝟎 
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détection a été effectuée par un détecteur UV à une longueur d’onde égale 250nm. Les condi- 

tions opératoires sont les suivantes : 

 Débit :1 ml/min 

 Pression de travail : 100-150 bars 

 Volume d’injection : 20μl 

 Longueur d’onde : 250 nm 

 Temps d’analyse : 20 min 

 Colonne : C18 

   Préparation de la phase mobile, des solutions standards et des extraits 

 
 

 la phase mobile (PM) : 

 
La phase mobile est composée de trois solvants polaires : l’eau distillée, méthanol et 

l’acide acétique (47ml, 50ml, 2.5ml) respectivement 

 Les standards (vt=2ml): 

- Acide gallique (2mg/ml) 

Un volume 0.1ml d’AG est mélangé à un volume 1.9 ml de solution (PM) 

- Quercétine (1mg/ml) 

Un volume 0.2ml de Qr est mélangé à 1.8 ml de solution (PM) 

- Thymol (1mg/ml) 

Un volume 0.2 ml de thymol est mélangé à 1.8ml de solution (PM) 

 Les extraits 

0.2ml de chaque extrait (extrait brute E 20F, HA, EDCM) est ajouté à 1.8 ml de phase 

mobile. 

Partie 03 : Microencapsulation 

III.3.1. Présentation des matières premières 

   Les polymères 

a) le polyéthylène glycol (PEG) 

Le polyéthylène glycol est un polymère linéaire appartenant à la famille des polyé- 

thers non-ionique, c’est un thermoplastique cristallin la chaîne de PEG est inerte d’un point de 

vue chimique alors que les groupements hydroxyles terminaux peuvent être exploités pour la 

synthèse de copolymères 
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Les PEG ont des poids moléculaires moyens compris entre 2000 et 20000, ils sont 

généralement produits par polymérisation anionique d’oxyde d’éthylène avec une étape de 

terminaison, afin de donner des polyéthers. 

 

 
 

 
 

Figure III.20: Représentation schématique du polyéthylène glycol 

 
Le PEG présente des propriétés physico-chimique et biologiques uniques, y compris la 

solubilité aqueuse illimitée indépendamment de sa masse moléculaire, biocompatibilité avec 

une faible degré d’immunogénicité et la non biodégradabilité.[154] 

b) dextrine 

 

les dextrines sont des glucides amorphes de formule brute approximative (C6H10O5)n. 

Elles sont obtenues par chauffage de l’amidon vers 160°C ou par son hydrolyse acide vers 

100°C. Des dextrines se forment dans a croûte du pain lors de la cuisson, ce qui lui confère sa 

couleur et son parfum. On les trouve sous forme de poudre blanche. Elles sont plus ou moins 

solubles dans l’eau et donnent les solutions incolores et dextrogyres. 

 

 

Figure III.21: Représentation schématique de dextrine 

 
c) Tension active (glutaraldéhyde) 

 
Le glutaraldéhyde est utilisé pour la fixation des tissus en microscopie optique et élec- 

tronique. Par exemple, il permet de fixer les protéines avant la coloration lors 

d’électrophorèses SDS-PAGE. Il est aussi utilisé comme intermédiaire de « cross –linking » 

(ou réticulation) intermoléculaire entre protéines.[155] 

 

 

Figure III.22 : Représentation schématique du glutaraldéhyde 
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   Huile de vaseline 

La vaseline est un mélange d’hydrocarbures obtenus par purification des fractions 

lourdes de certains pétroles. 

 Structure chimique : 

 
L’huile minérale est un mélange d’alcanes, composée d’hydrocarbures linéaires et dont 

la formule brute est CnH2n+2, avec n entre 15 et 50 

   Principe active (thymol& carvacrol) 
 

L’extrait brut est plus riche en thymol et carvacrol que les autres extraits d’après l’analyse 

de HPLC. Thymol et Carvacrol se présentent comme de principes actifs de thym. 

 

 

 
 

Figure III.23 : Représentation schématique du thymol et carvacrol 

 
III.3.2. Préparation des milieux physiologiques : 

 

 Solution d’acide chlorhydrique 0,1 N dans un volume de 100ml : 

m HCL= C. V. M mHCL= 0,365g de HCL pur 

M= 37 g/mole 

Pureté= 37 ٪ 

 
Densité= 1,18 

 
Masse volumique (ƿ)= 1,18 g/cm3 

 
37g de HCL 100g de solution concentré 

 
0,365g de HCL mHCL concentré 
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mHCL= 0,98g 

ƿ= mHCL/v V= mHCL /ƿ 

 

V= 0,83 ml 

 
Donc on prélève 0.8 ml de la solution concentré de HCL à 37٪ dans une fiole de 100ml, on 

complète avec l’eau distillée au trait de jauge. 

 Solution de NaOH 0,1 N dans un volume de 100ml : 

 
M= 40 g/mole 

 
Pureté= 98٪ 

 
m NaOH= C.V.M m NaOH= 0,4082 g 

 

Donc on dissout exactement la prise d’essai d’une masse de 0,4082g de NaOH pesée avec la 

balance analytique dans une fiole de 100ml on poursuit avec l’eau distillée et on complète au 

trait de jauge. 

 Préparation tampon ph = 4 

On mesure d’abord ph de l’eau distillé avec l’appareil ph mètre on trouve ph eaudistil- 

lé= 5,47, on l’ajoute quelque goutte de solution Hcl pour ph= 4 

 Préparation tampon ph=8 

On ajoute a l’eau distillé (ph eau distillé=5.47) quelque goutte de NaOH jusqu’à arriver à 

ph=8 

 Préparation tampon ph=6 

On ajoute a l’eau distillé (ph eau distillé=5.4) quelque goutte de NaOH jusqu’à arriver à 

ph=6 

III.3.3. optimisation des paramètres de préparation des microparticules 

 
L’objectif de cette étude est de déterminer les conditions optimales de préparations des 

microparticules par l’utilisation de la méthode des plans d’expériences (plan factoriel). On a 

choisi d’étudier trois facteurs différents, la dose de PA, le rapport de polymère, le pH d’après 

le tableau III.4. 
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Tableau III.4 : les différentes masses de PEG, de dextrine et volumes d’extrait de thymus des 

essais du plan d’expérience factoriel. 

 

Essai Volume d’extrait 

(ml) 

Masse de Dex- 

trine (mg) 

Masse de PEG 

(mg) 

1 4 300 150 

2 12 300 150 

3 4 300 50 

4 12 300 50 

5 4 300 150 

6 12 300 150 

7 4 300 50 

8 12 300 50 

9 8 300 75 

10 8 300 75 

 
 

Les variables codées sont présentées dans le tableau III.5. 

 
Tableau III.5 : variables codées et réelles des facteurs. 

 
Facteur indépendant Niveaux 

 -1 0 +1 

Dose de PA (X1) 4 8 12 

Rapport de polymère (X2) 2 4 6 

pH (X3) 4 6 8 

 

La matrice du plan d’expérience est représentée dans le tableau III.6. 
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Tableau III.6 : Matrice du plan d’expérience factoriel pour les essais de microencapsulation 

de l’extrait du thymus dans les polymères Dex/PEG. 

 

Essai N° X1 X2 X3 Dose (mg) Rp Ph 

1 -1 -1 -1 4 2 4 

2 1 -1 -1 12 2 4 

3 -1 1 -1 4 6 4 

4 1 1 -1 12 6 4 

5 -1 -1 1 4 2 8 

6 1 -1 1 12 2 8 

7 -1 1 1 4 6 8 

8 1 1 1 12 6 8 

9 0 0 0 8 4 6 

10 0 0 0 8 4 6 

 

 
III.3.4. Mode opératoire de la préparation de la microencapsulation 

 

 La phase dispersée 

On fait dissoudre dans un erlenmeyer 300 mg de dextrine, on ajoute 10 ml de huile 

vaseline à l’aide d’une éprouvette de 20 ml, on laisse le mélange sous agitation 

(500tour/min) pendant 5 min pour bien homogénéiser la solution puis on l’ajoute PA 

(thymol) à différentes  concentrations (voir le tableau) (Figure III.24) 

 

Figure III.24 : La phase dispersée
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 La phase continue 

On fait dissoudre dans un erlenmeyer propre les différentes masse de polymère 

PEG (suivi tableau), on l’ajoute 20ml de tampon à différentes ph (voir plan expé- 

rience) on le laisse sous agitation pendant 2 min puis on l’ajoute 0.2 ml de tension ac- 

tive Glu (glutaraldéhyde)( Figure III.25) 

 

 

 

Figure III.25 : La phase continue 

 

 Emulsification 

On prélève à l’aide d’une seringue de 5 ml propre toute la phase dispersée et on la 

verse rapidement dans la phase continue sous agitation 600 tour/ min à température 

ambiante pendant 2h pour former une double émulsion. Après 2h on récupère deux 

couches (Figure III.3.7) 

 

Figure III.26 : émulsion 
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Ensuite, on filtre l’émulsion à l’aide de papier wataman puis on récupère le filtrat dans 

un tube bien fermé qui sera dosé par UV- visible (dosage polyphénols totaux et dosage flavo- 

noïdes totaux), et on obtient une suspension laiteuse qui va être laissé séchés à l’aire libre.  

Figure III.27 

 

 

Figure III. 27 : Filtration 
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III.3.5. Techniques de caractérisation 

 
La méthode a été utilisée pour caractériser les microcapsules obtenues. Le spectrophotomètre 

UV-visible. 

   Le spectrophotomètre UV-visible 

 Totaux polyphénols 

0.4 ml de chaque essaie (dilué avec l’éthanol 200 fois), on ajoute 2 ml de folin et 1.6 

ml de solution Na2CO3 .Après 2h d’incubation à la température du laboratoire, 

l’absorbance est lue à 765 nm par rapport à un blanc (sans extrait). 

-   La dilution des filtrats (200F) : 

On a fait d’abord la 1ére dilution : 0.1 ml de filtrat avec 4.9 ml d’éthanol. 

La 2éme dilution : dans la 1ére dilution on prélève 1 ml de filtrat dilué on ajoute 3 ml de 

l’éthanol. 

 Totaux flavonoïdes : 

0.4 ml de chaque essaie (filtrat) avec 2 ml de la solution AlCl3.Après 15 min 

d’incubation, l’absorbance est lue à 430 nm par rapport à un blanc (sans extrait) . 
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Partie 4 : étudier la cinétique de libération 

 
III.4.1. les matériels utilisés 

 
 Microcapsules de polymère contenant l’extrait (thymol) 

 
Les microparticules utilisées pour suivre la libération in vitro de l’extrait sont celles 

obtenues dans l’essai 10 (on a choisi l’essaie 10 d’après les analyses UV-visible et HPLC). 

 Dihydrogénophosphate de potassium (KH2PO4) 

 
L’hydroxyde de sodium utilisé dans ce travail pour préparer les milieux physiologique 

est fourni par Biochem chemopharma (Montréal, Québec). 

 
 

 Hydroxyde de sodium (NaOH) 

 
L’hydroxyde de sodium utilisé dans ce travail pour préparer les milieux physiologique 

est fourni par Biochem Chemopharma (Montréal, Québec). 

III.4.2. Préparation des milieux physiologique 

 
Le milieu physiologique intestinal (pH=6.8) à été prépare en utilisant une solution 

tampon de phosphate par dissolution de 6.8g de phosphate mono potassique dans 250ml d’eau 

distille, mélange à 77ml de la solution NaOH (0.2M), et on complète à 1 litre l’eau distillée. 

Le pH de la solution est ajoute à 6.8 avec la solution NaOH (2N), par contrôle du pH avec un 

pH-mètre étalonne de type Hanna. 

III.4.3. Protocol expérimental : 

 
L’essai de dissolution est réalisé dans un dissolutest à godet de 900 ml muni d’un sys- 

tème d’agitation dans lequel est introduite la solution du milieu physiologique maintenu à une 

température de 37°C ± 1°C, et à une agitation de 50 tr/min. On dissous   masse de 100mg de 

les microparticules (essai 10) dans les godets des milieux physiologiques, et on effectue des 

prélèvements de 1ml à l’aide de la seringue de 5ml suivant des intervalles de temps choisis, 

en remettant à chaque fois 3ml du milieu physiologique d’après le tableau suivant. Les prélè- 

vements sont filtres par filtra-seringue puis dose par spectrophotométrie UV-visible. 
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T (min) 2 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 

Vp (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

VPh=6.8(ml) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

 
 

Figure III.28 : installation du dissolu test mise en œuvre pour l’étude de la cinétique de libé- 

ration 

III.5. Caractérisation par infrarouge IRFT 

 
La spectrophotométrie infrarouge est une technique d’analyse qualitative et quantita- 

tive, utilisée pour l’identification des groupements fonctionnels des composés, qui sont carac- 

térisés par leurs bandes d’absorption. Elle consiste à soumettre la molécule au rayonnement  

IR. 

Dans notre étude, l’ensemble des spectres IR ont été enregistrée à l’aide d’un appareil 

spectrophotométrie infrarouge de modèle SHIMADZU FT IR-8400S, piloté par un ordinateur 

muni d’un logiciel. 

 Protocole 

L’analyse se fait sur des échantillons sous forme des pastilles préparées sous 

une pression de 70 KN pendant 2 min, avec un mélange de 80 mg de KBr sec et 2 mg 

pour (résidu, extrait sec, microparticule, dextrine, PEG) 



 

 

 

 

 

Chapitre IV : 

Résultats et discussions 
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IV.1. Extraction 

 
IV.1.1. Calcul du rendement massique 

 

L’extrait est obtenu à partir de la plante Thymus L. Officinalis par la méthode de macé- 

ration à froid. Le rendement d’extraction est exprimé en pourcentage de masse d’extrait sec 

par rapport à la masse initiale de la poudre végétale. 

Le rendement obtenu est exprimé par la relation qui suit : 
 

R%= 
4.25 g 

20g 
× 100 = 21,25% 

 

IV.2. Etude phytochimique 

 
IV.2.1. Quantification par spectrophotométrie UV-visible 

 
IV.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux 

 

Les polyphénols totaux extraits sont quantifiés en utilisant la méthode de Folin- 

Ciocalteu. L’acide gallique est utilisé comme standard, les absorbances des solutions étalons 

sont mesurées à une longueur d’onde de 765nm. Une courbe d’étalonnage a été établie, mon- 

trant une relation linéaire avec un coefficient de régression R2 = 0,9926 à partir des résultats 

obtenus pour l’acide gallique (Figure IV.1), son équation est comme suit : 

Y= 0,0717X - 0,1338 
 

 

Figure IV.1 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux. 
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Cette droite d’étalonnage a permis l’évaluation de la quantité en polyphénols totaux dans les 

feuilles de la plante étudiée, exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par  

gramme d’extrait sec. Les résultats indiquent que tous les extraits de la plante sont riches en 

polyphénols totaux mais avec des quantités variables d’un extrait à un autre, qui dépendent de 

la polarité du solvant d’extraction liquide-liquide, comparés à l’extrait brut de macération. 

La figure (IV.2) montre que l’extrait brut (E) possède la plus haute teneur en poly- 

phénols (2,89 mg EqAG/ g Ex Sec), suivi par la phase hydro-alcoolique (HA) (1,18 mg Eq 

AG/ g Ex Sec), en suite par l’extrait dans le dichlorométhane (DCM) (0,6 mg Eq AG/ g Ex 

Sec), et enfin l’extrait d’éther de pétrole (EP) (0,046 mg Eq AG/ g Ex Sec). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure IV.2 : Histogramme de variation des teneurs en polyphénols totaux dans les extraits 

de Thymus L. Officinalis. 

Divers facteurs peuvent influencer la variation du profil phénolique des extraits de la 

plante. Parmi ces derniers, on peut citer la variété de la plante et de l’espèce, les conditions 

climatiques, la localisation géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la 

plante, sa maturité, la température et le type de solvant utilisés lors de l’extraction [156]. 

Cependant, le contenu phénolique dans les extraits de la plante dépend également du 

type de l’extrait, c’est-à-dire de la polarité du solvant utilisé dans l’extraction. La solubilité 

élevée des phénols dans les solvants polaires explique les concentrations plus importantes de 

ces composés dans les extraits bruts (E) et hydro-alcooliques (HA), en utilisant les solvants 

très polaires et protiques comme l’eau et l’éthanol ou le méthanol pour l’extraction. 
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IV.2.1.2. Dosage des flavonoïdes 

 
La quantification des flavonoïdes a été effectuée en utilisant la méthode de com- 

plexation avec le chlorure d’aluminium (AlCl3). Des solutions de quercétine à diverses con- 

centrations ont été utilisées comme étalons pour créer une courbe d’étalonnage. Les absor- 

bances des étalons de quercétine ont été mesurées à une longueur d’onde de 430nm [157]. 

La courbe d’étalonnage a été tracée à partir des résultats obtenus pour la quercétine 

(Figure IV.3) et exprimée par l’équation suivante : 

 
Y= 0,055X + 0,1541 R2= 0,989 

 

 
Figure IV.3 : Courbe d’étalonnage des flavonoïdes totaux. 

 

 
 

Grâce à cette courbe d’étalonnage, il a été possible d’apprécier la quantité en flavo- 

noïdes totaux présente dans les feuilles de la plante étudiée. Cette quantité a été exprimée en 

milligrammes équivalents de quercétine par gramme d’extrait sec considérée comme standard. 

Les résultats obtenus, présentés dans la figure (IV.4), montrent que les teneurs en fla- 

vonoïdes varient considérablement entre les différents extraits. L’extrait obtenu avec le di- 

chlorométhane (DCM) présente la plus grande concentration de flavonoïdes (0,047mg Eq Q / 

g Ex Sec), suivi de près par l’extrait brut (E) et l’extrait d’éther de pétrole (EP) qui présentes 

des teneurs légèrement moins élevées (0,02 mg Eq Q / g Ex Sec) et (0,011 mg Eq Q/ g Ex 
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Sec) respectivement. Tandis que la teneur la plus basse en flavonoïdes a été retrouvée dans la 

phase hydro-alcoolique (HA) avec seulement 0,0033 mg Eq Q / g Ex Sec. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure IV.4 : Histogramme de variation des teneurs en flavonoïdes totaux de Thymus Vulga- 

ris L. officinalis. 

Les recherches effectuées par JG Marco et al. En 1968 indique que la concentration 

des flavonoïdes dans les extraits de la plante varie en fonction de la polarité des solvants utili- 

sés lors de la préparation des extraits. Ceci est expliqué par le fait que la polarité des flavo- 

noïdes contenus dans le thymus est intermédiaire, et de ce fait ils ont plus d’affinité vis-à-vis 

du dichlorométhane qui possède une polarité moyenne. 

Par ailleurs, il est important de noter que divers facteurs ont une influence sur la quan- 

tité de flavonoïdes présents dans les extraits de la plante thymus, tels que la variété et la matu- 

rité de la plante, les conditions de culture et la méthode d’extraction utilisée. 

IV.2.2. Activité biologique 

 

IV.2.2.1. Activité antioxydante par la méthode DPPH 

 
Les résultats du tableau IV.1 résument les pourcentages d’inhibition de l’activité an- 

tioxydante des extraits de feuilles de thymus. 

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est une mesure de l’activité an- 

tioxydante d’un composé ou d’un extrait, où une inhibition plus élevée indique une activité 

antioxydante plus forte. Dans notre tableau, nous avons présenté les pourcentages d’inhibition 

pour différents extraits à deux concentrations différentes (100ul et 800ul). 
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Tableau IV.1 : Le pourcentage d’inhibition du radicale libre DPPH en fonction des extraits 

des feuilles de thymus. 

Extraits HA DCM EP E 

Pourcentage 

d’inhibition du 

radical libre 

DPPH 

% (100ul) 

62,36 52,06 0 74,82 

Pourcentage 

d’inhibition du 

radical libre 

DPPH 

% (800ul) 

3,51 77,73 35,86 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure IV.5 : Histogramme de l’activité antioxydante et pouvoir d’inhibition des extraits de 

Thymus L. Officinalis. 

 
D’après la Figure IV.5, nous constatons que le pourcentage d’inhibition du radical 

libre DPPH dépend de la polarité du solvant, elle est la plus élevée et très importante dans 

l’extrait brut (E) (74,82 %),suivi de l’extrait (HA) (62,36 %), puis de l’extrait DCM (52,06 

%), tandis que l’activité antioxydante est nulle dans l’extrait EP (0%) pour la quantité de 
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100µL en extrait. Cependant, lorsque on augmente la quantité d’extrait à 800 µL, nous remar- 

quons des effets inverses, le pourcentage le plus élevé est celui de DCM (77.73 %), suivi de 

celui de EP (35,86 %), tandis que celui de HA est très faible (3.51 %), alors que celui de 

l’extrait brut est nul. 

Ces résultats sont expliqués par le fait que les solvants polaires et protiques, comme 

l’eau et l’éthanol influencent la réduction de la DPPH, ce qui fait diminuer le pouvoir 

d’inhibition de celle-ci. Contrairement, dans les solvants moins polaires tels que le DCM ou 

apolaires comme l’éther de pétrole, il n’y a présence d’aucun effet de la part de ces solvants 

sur la réaction de la DPPH. De plus, cette activité antioxydante des extraits pourrait être asso- 

ciée à la teneur en flavonoïdes, qui est plus importante dans le DCM. 

Ces variations peuvent être attribuées à plusieurs facteurs, tels que la composition 

chimique des extraits, les interactions entre les composés actifs avec les solvants ou des effets 

spécifiques propres à chaque extrait. Il est essentiel de noter que l’activité antioxydante peut 

être influencée par de nombreux paramètres comme la nature (apolaire ou polaire et protique) 

du solvant, et une seule mesure ne suffit pas pour obtenir une vision complète. 

IV.3. Caractérisation par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) : 

Trois composés purs, l’acide gallique, la quercétine et le thymol ont été utilisés dans 

l’analyse HPLC comme Standards. Le premier est un représentant des polyphénols, le second 

des flavonoïdes et le troisième des huiles essentielles telles que le Thymol et le Carvacrol qui 

sont deux isomères. Leurs temps de rétentions sont mentionnés dans le tableau IV.2. 

Les chromatogrammes de l’analyse HPLC sur colonne C18 (apolaire), des extraits de 

thymus étudié sont présentés dans le tableau IV.3. Déférentes substances ont été identifiées 

dans nos extraits par comparaison des chromatogrammes des échantillons avec ceux des subs- 

tances purs Standard. 

Tableau. IV.2 : Les temps de rétention et les aires des pics des standards. 

 
Standard Temps de rétention 

(min) 

Aire relative 

(mAU.min) 

Acide gallique 1.700 11.019 

Quercétine 5.232 64.752 

Thymol 13.515 2.445 
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a. acide gallique 
 

 

 

b. Quercétine 
 

 
 

 

c. Thymol 

 

 
Figure IV.6 : les chromatogrammes des standards 



Chapitre IV: Résultats et discussion 

86 

 

 

 

 

 

Tableau IV.3: Temps de rétentions et aires des pics des principes actifs des extraits de Thy- 

mus L. officinalis. 

 
 

 Temps de rétention Aire de pic 

Extrait 

Standard 

Extrait 

brut 

HA DCM Extrait HA DCM 

Acide gallique 1.783 1.620 1.787 62.863 2365.699 13.129 

Quercétine 4.743 3.092 5.797 3.324 491.049 3.368 

Thymol 13.155 - 12.778 10.634 - 2.289 

Carvacrol 12.63 - 12.273 13.785 - 3.629 

 

 
 

 

a. Extrait thym 
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b. Extrait HA 
 

 
 

 

 
C .Extrait DCM 

 
Figure IV.7 : les chromatogrammes des extraits. 

 
Dans notre étude, on a utilisé une phase stationnaire (colonne C18) apolaire, et une 

phase mobile polaire et protique (eau, méthanol, acide acétique). 

L’ordre d’affinité est que les composés les plus polaires et protiques, qui vont migrer 

en premier, avec des temps de rétentions plus faibles comme la quercétine. Par contre les 

composés les moins polaires ayant une affinité vis-à-vis à la phase stationnaire vont migrer 

plus lentement, et avec des temps de rétentions plus grands (carvacrol, thymol). Ce qui signi- 

fie, le thymol et le carvacrol sont les deux composés phénoliques (isomères) qui contiennent 



Chapitre IV: Résultats et discussion 

88 

 

 

 

un seul OH et plus de substituant alkyles (isopropyl, méthyles) auront des temps de rétentions 

plus élevés et proche de 13.155 et 12.630 min respectivement [158] 

L’acide gallique possède plusieurs groupes hydroxyles (OH) et une fonction acide, ce 

qui lui permet de migrer plus rapidement que le thymol, et la quercétine, qui est très polaire 

car elle possède plus de groupement OH (5), mais de poids moléculaire beaucoup plus élevé 

que celui de l’acide gallique. Ce qui fait, cet ordre d’élution suit le principe de la séparation 

par chromatographie à phase inverse, ou la polarité et le poids moléculaire influencent l’ordre 

de séparation, tel que les composés sont séparés dans le sens croissant de leurs poids molécu- 

laires et décroissant de leurs polarités. 

Pour déterminer les teneurs en différents principes actifs, nous avons utilisé la relation 

chromatographique de quantification qui suit, fondée sur la comparaison des aires des pics, 

standards et extraits et de leurs concentrations par rapport à la même substance ou pour une 

même famille de composés. Les résultats sont consignés dans le tableau IV.4 et représentés 

par la figure IV. 

 

 

 
Où, 

𝑨 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒊𝒕 
𝐶(𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒊𝒕) = 

𝑨 é𝒕𝒂𝒍𝒐𝒏 
× 𝑪𝒆 × 𝑭 

 

A extrait : aire de pic du composé dans l’extrait (mAU*min) 

 
A étalon : aire de pic du standard (AG : 2mg/ml ; Qr : 1mg/ml ; Thym : 1mg/ml) (mAU*min) 

 
Ce : la concentration du standard (mg/ml) 

 
F : facteur de dilution (2) 

 
Tableau IV.4 : concentrations des extraits de Thymus L. Officinalis par HPLC 

 
 Les extraits HA DCM Ext 

 Polyphénols :    

 Acide gallique 858.77 4.76 22.82 
 Flavonoïdes :    

Concentration Quercétine 15.17 0.104 0.102 

(mg/ml) 
Huiles essen- 
tielles : 

   

 Thymol 0 1.87 8.70 

 Carvacrol 0 2.97 11.28 
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 Interprétation des résultats : 

 
Les résultats montrent que l’extrait HA est le plus riche en polyphénols (858.77 

mg/ml), suivi de l’Extrait brut (22.82 mg/ml), tandis que l’extrait DCM est le moins riche en 

polyphénols (4.76 mg/ml). L’extrait HA renferme le de quercétine (15.17 mg/ml), alors que 

les extraits DCM et brut en contiennent les mêmes quantités mais à très faibles concentrations 

(0.104 et 0.102 mg/ml). Ce qui prouve que l’extrait HA est le plus riche en flavonoïdes. 

Contrairement à ceci, l’extrait brut (E) est le plus riche en thymol (8.7 mg/ml) et car- 

vacrol (11.28 mg/ml), qui sont les principaux principes actifs de la plante de thymus. Tandis 

que dans l’extrait HA, les concentrations en huiles essentielles sont nulles, et elles sont nette- 

ment plus faibles dans l’extrait de DCM. 

Les valeurs de concentration varient d'un extrait à l'autre, ce qui propose une réparti- 

tion différente de ces composés selon le solvant utilisé pour l'extraction liquide-liquide. 

Il est important de noter que la concentration est exprimée en mg/ml, ce qui donne une 

indication de la quantité de chaque composé dans un millilitre d'extrait. Cette mesure permet 

de comparer les extraits entre eux et d'évaluer leur potentiel biologique ou leurs applications 

potentielles. 

Il serait intéressant de comparer ces résultats avec d'autres études ou avec des échantil- 

lons de référence, pour évaluer les concentrations de tous les polyphénols et flavonoïdes pou- 

vant exister dans les extraits. De plus, il est possible de réaliser des tests complémentaires ou 

des analyses chimiques supplémentaires pour approfondir la caractérisation des extraits et 

mieux comprendre leur composition. 

Ces résultats soulignent l’importance de l’extrait brut comme une source potentielle- 

ment prometteuse de thymol et de carvacrol, que nous allons sélectionner pour réaliser la 

formulation par microencapsulation. 

 
IV.4. La microencapsulation : 

 

IV.4.1. Réalisation des essais et analyse statistique 

Le plan factoriel pour trois facteurs et deux réponses expérimentales (taux 

d’encapsulation en polyphénols et en flavonoïdes), composé de 10 essais dont deux au centre 

du domaine (essais 9,10) est représenté par le Tableau IV.5. 
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Tableau IV.5 : Matrice du Plan factoriel avec les réponses expérimentales 

 
Essai N° X1 X2 X3 EEP% EEF% 

1 -1 -1 -1 79.22 50.00 

2 1 -1 -1 92.15 62.17 

3 -1 1 -1 77.37 42.32 

4 1 1 -1 93.72 54.36 

5 -1 -1 1 83.84 88.31 

6 1 -1 1 93.65 55.46 

7 -1 1 1 83.84 91.49 

8 1 1 1 87.25 68.95 

9 0 0 0 91.92 75.10 

10 0 0 0 91.92 75.48 

 
 

L’évaluation statistique des données et la représentation graphique des résultats ont été réali- 

sées par le logiciel MINITAB version 2017. 

 Utilisation du logiciel 

 

Les logiciels de plan d’expérience possèdent des bibliothèques de plan classiques et ils 

permettent aussi de construire les plans particuliers. Le logiciel choisi dans cette étude est le 

Minitab. Il est programmé pour calculer les réponses dans tous les domaines d’étude, pour 

effectuer les analyses de variance, pour tracer les courbes d’iso-réponses, pour construire les 

surfaces de réponse et pour déterminer les zones d’intérêt. 

Pour réaliser un plan d’expériences à l’aide du logiciel Minitab, il faut définir les ré- 

ponses, les facteurs et leurs niveaux, les modalités d’introduction de ces données sont prati- 

quement les mêmes pour tous les plans. 

Le modèle mathématique postulé est un modèle du second degré et degrés 2 d’interactions par 

rapport à chaque facteur : Y= a0 + a1 x1 + a2 x2 + a3 x3 + a12 x1 x2 + a13 x1 x3 + a23 x2 x3 + e 

Où : 

 
Y : est le vecteur de réponse. 

 
a0 : est la valeur de la réponse au centre du domaine d’étude. 

 
ai :est l’effet (ou effet principal) du facteur Xi. 

e : est le vecteur de l’écart. 
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ai (i=1, 2, 3) représente le coefficient des facteurs X (i=1, 2, 3). 

 
(i=1, 2, 3) représente l’effet du changement d’un facteur du niveau bas vers le niveau haut. 

L’interaction XiXj, représente l’effet de deux facteurs en même temps sur la réponse. 

Dans ce cas, les réponses Yi correspondant aux : taux des polyphénols (EEP%) et taux de 

flavonoïdes (EEF%) encapsulés, en fonction des facteurs étudiés sont données par les équa- 

tions suivantes ((1) ; (2). 

IV.4.1.1. Taux d’encapsulation en polyphénols EEP% : 

1. Analyse de la variance et équation du modèle pour EEP % : 

L’analyse statistique permet d’évaluer les écarts de la valeur de la réponse donnée par 

le modèle, par rapport à la valeur expérimentale pour chaque terme de l’équation du modèle 

ainsi que son ajustement. Elle donne l’estimation de la probabilité p-value à un intervalle de 

confiance de 95%, que la valeur prédite ne s’écarte pas plus de 5% de la valeur expérimentale. 

Les erreurs et l’ajustement des valeurs sont soumis aux tests de Student (t) (écart de la droite 

de la valeur prédite en fonction de la valeur expérimentale par rapport à l’origine) et de Fis- 

cher F (écart du modèle par rapport à la linéarité, écart de la valeur ajustée par rapport à la 

valeur moyenne). Les paramètres du contrôle statistique ainsi que leurs valeurs sont présentés 

dans le tableau IV.6. L’équation du modèle linéarisé qui prédit le mieux la réponse EEP% en 

variables codées est : 

EEP (%) = 86,380 + 5,313 X1 - 0,835 X2 + 0,765 X3 - 0,373 X1*X2 - 2,008 X1*X3 - 

0,765 X2*X3+ 5,54 Ct Pt……. (1) 

Tableau IV.6 : analyse statistique de la variance pour la réponse EEP% 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Modèle 7 323,180 46,169 7,66 0,120 

Linéarité 3 236,041 78,680 13,05 0,072 

X1 1 225,781 225,781 37,46 0,026 

X2 1 5,578 5,578 0,93 0,438 

X3 1 4,682 4,682 0,78 0,471 

Termes d’interaction 3 38,032 12,677 2,10 0,338 

X1*X2 1 1,110 1,110 0,18 0,710 

X1*X3 1 32,240 32,240 5,35 0,147 

X2*X3 1 4,682 4,682 0,78 0,471 

Erreur 2 12,054 6,027   

Manque d’ajustement 1 12,054 12,054   

Total 9 335,234    

Validation du Modèle R2 (%) = 96,40 R2
ajusté (%) = 83,82 
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La valeur du coefficient de détermination R2= 96,40% est acceptable et R2
ajusté= 83,82 est as- 

sez bon, ce qui indique que 3,6% n’est pas expliqué par le modèle. 

 
2. Diagramme de Pareto pour EEP% : 

L’analyse de graphe de Pareto (Figure IV.8) nous permet d’évaluer les effets princi- 

paux des paramètres ainsi que ceux de leurs interactions sur le facteur étudié. Le diagramme 

de Pareto est l’un des moyens simples pour classer les paramètres par ordre d’importance. Le 

graphe de Pareto correspondant montre que les facteurs qui sont les plus significatifs et ont les 

effets les plus importants sur la réponse (EEP%) est le facteur A (X1=dose en PP), suivi du 

terme d’interaction AC (X1.X3= Dose. PH). Les colonnes qui dépassent le trait en pointillé 

rouge à 4,303 sont considérées comme étant statistiquement significatives et permettent de 

prédire la réponse. Le terme d’interaction AB (dose, Rp) est celui qui a le moins d’influence 

sur la valeur de la réponse EEP. X1 et X3 influencent synergiquement (augmentent) les va- 

leurs du taux, tandis que X2 et les termes d’interaction influencent négativement les taux 

EEP. 

 
Figure IV.8 : Diagramme de Pareto pour la réponse EEP%. 

 
 

3. Optimisation de la réponse EEP% : 

Cette partie a pour but de déterminer analytiquement les valeurs optimales des para- 

mètres opératoires, ayant une influence sur le taux d’encapsulation des polyphénols (EEP%). 

Le graphe d’optimisation est représenté sur la Figure IV.9. 
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Figure IV.9 : Optimisation de la réponse pour EEP % 

 
Celle-ci donne les niveaux des facteurs qui maximisent la réponse EEP % (les niveaux 

sont colorés en rouge et la réponse en bleu). Pour atteindre le meilleur taux d’encapsulation en 

polyphénols EEP%= 93,3775%, on doit assurer les conditions suivantes : 

 La dose au niveau +1 : D= 12mg (dose maximale) 

 Le RP au niveau -1 : RP= 2 ( mDex = 300mg ; mPEG =150mg ) 

 Le pH au niveau -1 : pH= 4 (acide). 

 

 
4. Diagramme des effets des principaux facteurs sur la répouse EEP% : 

 
Le diagramme des effets des principaux facteurs (Figure IV.10) nous renseigne sur 

l’influence simultanée de tous les facteurs sur le taux d’encapsulation en polyphénols 

(EEP%) : 
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Figure IV.10: Diagramme des effets des principaux facteurs sur la réponse EEP% 

D’après la figure IV.10 on remarque que : 

 Plus la dose s’approche de la valeur de 8mg au niveau 0 plus le taux d’encapsulation 

en polyphénols est meilleur jusqu’à ce qu’il soit maximal pour une Dose=8mg, puis 

diminue un peu pour une dose maximale D=12mg. 

 Le taux d’encapsulation augmente en augmentant le RP en partant de 2 au niveau -1 

jusqu’à 4 au niveau 0 puis il diminue en augmentant le RP. 

 Le taux d’encapsulation en polyphénols augmente pour un Ph allant de 4 jusqu’à 6 

puis diminue jusqu’à atteindre un pH = 8. 

5. Les diagrammes surface-réponse ou contours pour EEP% : 

 

La figure IV.11 représente les graphiques de contours qui illustrent l’évolution de la réponse 

(Taux d’encapsulation en polyphénols EEP%) en fonction des niveaux des facteurs. 

Le diagramme de contour des deux facteurs dose et pH. Les deux facteurs nous ren- 

seignent sur l’évolution de la réponse qui est représentée par une région verte foncée prise 

dans un intervalle de pH entre 4 et 5 et une dose de 10.5mg à 12mg. Pour les facteurs Rp et 

pH, la réponse est optimale avec un Rp allant de 2 à 5,5 et un pH compris dans le domaine 

[5,8- 8]. En ce qui concerne la réponse du système pour les facteurs Rp et D, cette dernière est  

optimale avec une dose variant entre 10,5 et 12mg et le Rp de 2 à 2,8. Lorsque les facteurs 

RP, D, pH sont respectivement fixés à ces valeurs, nous avons observé un taux 

d’encapsulation en polyphénols (EEP%) supérieure à 92%. 
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Figure IV.11 : les diagrammes surface-réponse et contour pour EEP% 

 

 
 

IV.4.1.2. Taux d’encapsulation des flavonoïdes : 

 

1. Analyse de la variance et équation du modèle pour EEF % : 

Les paramètres du contrôle statistique ainsi que leurs valeurs sont présentés dans le tableau 

IV.7. L’équation du modèle linéarisé qui prédit le mieux la réponse EEF% en va- 

riables codées est exprimée ainsi : 

EEF (%) = 64,133 - 3,897 X1 + 0,147 X2 + 11,920 X3 + 1,272 X1.X2 - 9,950 X1.X3 

+ 4,020 X2.X3 + 11,16 Ct.Pt 
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Tableau IV.7 : analyse statistique de la variance pour la réponse EEF% 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Modèle 7 2391,83 341,69 49,89 0,020 

Linéarité 3 1258,39 419,46 61,25 0,016 

X1 1 121,52 121,52 17,75 0,052 

X2 1 0,17 0,17 0,03 0,888 

X3 1 1136,69 1136,69 165,98 0,006 

Termes 

d’interaction 

3 934,26 311,42 45,47 0,022 

X1*X2 1 12,95 12,95 1,89 0,303 

X1*X3 1 792,02 792,02 115,65 0,009 

X2*X3 1 129,28 129,28 18,88 0,049 

Erreur 2 13,70 6,85   

Manque 
d’ajustement 

1 13,62 13,62 188,70 0,046 

Total 9 2405,53    

Validation 

du Modèle 

R2 (%) = 99,43 R2
ajusté (%) = 97,44 

 
La valeur du coefficient de détermination est très élevée estimé à R2= 99,43% et 

R2
ajusté= 97,44% est également très important, ce qui montre que l’équation du modèle pour 

EEF permet de mieux prédire la valeur de la réponse et il est bien expliqué. Donc il existe une 

bonne corrélation entre les valeurs mesurées et les valeurs calculées. 

2. Diagramme de Pareto pour EEF% : 

 
Le diagramme représenté sur la Figure IV.12, permet d’extraire les paramètres les 

plus importants. Les barres qui représentent les facteurs C (X3 = pH) et AC (X1X3 = dose. 

PH) sont les plus significatifs dans l’intervalle de confiance de 95% correspondant à la p- 

value = 0.05, suivis du terme d’interaction BC (X2.X3= Rp. PH) se trouve à la limite. Les 

autres termes A (X1=dose), AB (X1.X2=dose. Rp) et B (X2=Rp) ne sont pas statistiquement 

significatifs, du fait qu’ils sont inférieurs à la limite indiquée par le diagramme de Pareto. Les 

termes X2, X3 et d’interaction X1.X2 et X2.X3 influencent synergiquement la réponse (coef- 

ficients positifs), tandis que les termes X1 et d’interaction X1.X3 font au contraire diminuer 

(coefficients négatifs) le taux d’encapsulation des flavonoïdes (EEF%). 
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Figure IV.12 : Diagramme de Pareto pour EEF%. 

 
3. Optimisation de la réponse EEF% : 

D’après la figure IV.13, on conclut que pour avoir le meilleur taux d’encapsulation en 

flavonoïdes y= 92,7950%, on doit fournir ces valeurs des 3 paramètres : 

 La dose au niveau -1 : Dose = 4mg (dose minimale) 

 Le RP au niveau +1 : RP = 6 (mDex = 300mg ; mPEG = 50 mg) 

 Le pH au niveau +1 : pH = 8 (basique). 
 
 

 
Figure IV.13 : Optimisation de la réponse pour EEF%. 
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4. Diagramme des effets des principaux facteurs pour EEF% : 

 
D’après la Figure IV.14on remarque que : 

 

 Le taux d’encapsulation en flavonoïdes augmente pour une dose allant de 4 mg au ni- 

veau -1 jusqu’à 8 mg au niveau 0, puis diminue jusqu’à atteindre une dose D=12 mg 

au niveau 1. 

 Même observation pour Rp, le taux d’encapsulation augmente avec la valeur de Rp de 

2 (-1) à 4 (0), puis diminue à 6 (1). 

 On remarque que le taux d’encapsulation en flavonoïdes augmente aussi avec le pH, 

cette augmentation est plus importante entre le pH=4 (-1) et pH=6 (0), mais elle est 

négligeable jusqu’à la valeur maximale du pH= 8 (1). 

 

 

 

Figure IV.14 : Diagramme des effets des principaux facteurs sur la réponse EEF%. 

 
5. Les diagrammes surface-réponse ou contours pour EEF% : 

 
La réponse du système pour les facteurs RP et D conjugués, est optimisée avec une 

dose variant entre 5 à 10,5 mg et un RP de 2,5 à 5. Pour les facteurs PH et RP, cette réponse 

est optimisée quand les deux facteurs sont élevés. Enfin, concernant la réponse du système 

pour les facteurs D et PH, cette dernière est optimisées avec un PH variant entre 6,8 et 8 et 

une dose de 4 à 6,5 mg (Figure IV.15). 
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Figure. IV.15 : diagrammes surface-réponse ou contour pour EEF%. 

 
IV.5. Etude de libération in vitro des principes actifs encapsulés dans les microparticules 

de PEG / Dextrine. 

La cinétique de libération des principes actifs (Polyphénols, Flavonoïdes et thymol) à 

partir des microcapsules de PEG / Dextrine, a été étudiée dans le milieu intestinal. On a fait  

l’étude sur la meilleure formulation, correspondant au meilleur taux d’encapsulation en poly- 

phénols et en flavonoïdes optimisés par plan d’expérience. 

IV.5.1. Profil de libération dans le milieu intestinal. 

 
Le Tableau IV.8 représente le taux de libération des polyphénols, flavonoïdes et 

l’inhibition du radical DPPH dans le milieu intestinal en fonction du temps, des microparti- 

cules préparées dans les conditions optimales. 
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Tableau IV.8 : taux de libération des polyphénols, flavonoïdes et l’inhibition de radical 

DPPH en fonction du temps des microparticules de PEG / Dextrine préparées dans les condi- 

tions optimales, dans le milieu intestinal (pH= 6.8). 

 

t (min) 2 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 
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PP 
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 D’après la Figure IV.16 on remarque que la libération des polyphénols est très rapide 

pendant les premières minutes, suivies d’une décroissance de la vitesse à partir de 

20min et tend à former un palier de saturation avec un taux de 56.67% à 70min, et  

juste après on remarque une décroissance de la vitesse à la fin de la dissolution (120 

min). 

 Pour les flavonoïdes, on observe une absence totale de libération dans un milieu intes- 

tinal pendant 2h. Cela signifie que la libération des flavonoïdes peut suivre un modèle 

cinétique de libération à effet retard. La libération des flavonoïdes peut commencer 

après 2h ou plusieurs jours. 
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Figure IV.16 : Courbe de la cinétique de libération des polyphénols dans le milieu intestinal 

(PH=6.8) 

 

 

Figure IV.17 : Profil de la variation du taux d’inhibition du radical DPPH en fonction du 

temps des microparticules PEG / Dextrine, dans le milieu intestinal (pH=6.8). 

 

 
Les résultats obtenus (Figure IV.17), montrent que les variations de l’activité an- 

tioxydante par DPPH en fonction du temps varient comme suit : 
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De 2min à 10min, on observe une augmentation de l’activité antioxydante de 5.28% 

jusqu’à 35.47%, puis on remarque une forte décroissance de 10min à 30min. L’activité an- 

tioxydante est nulle entre 30 et 50 minutes, puis le pourcentage d’inhibition augmente pro- 

gressivement pour atteindre 10.06% à 120min. 

Ces résultats peuvent être expliqués par l’existence d’autres principes actifs (tanins) 

dans les extraits, qui peuvent se libérer et influencer l’activité antioxydante. De plus, il se peut  

que le milieu physiologique intestinal dégrade en partie les polyphénols et les flavonoïdes au 

cours de leur libération. 

 

 
IV.6. Caractérisation par infrarouge FTIR 

 

Les spectres IR de l’extrait brut (E) de thymus L. officinalis après évaporation sec et 

des microcapsules de Dex/PEG/Extrait thymus obtenus, ont été enregistrés dans le domaine 

des nombres d’onde [4000-400cm-1]. L’analyse des spectres IR (IV.22, IV.23) par comparai- 

son avec les spectres des références (standards) (Figure IV.16, IV.17, IV.18, IV.19, IV.20, 

IV.21), qui sont l’acide gallique, la quercétine, la dextrine, le glutaraldéhyde, le PEG6000 et 

le thymol. 
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Figure IV.18 : spectre infrarouge IRFT de la quercétine dans le KBr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.19 : Spectre infrarouge IRFT de l’acide gallique dans le KBr 
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Figure IV.20 : Spectre infrarouge IRFT du thymol dans le KBr 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure IV.21 : Spectre infrarouge IRFT de dextrine dans le KBr. 
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Figure IV.22 : Spectre infrarouge IRFT du Glutaraldéhyde dans le KBr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure IV.23 : Spectre infrarouge IRFT du PEG6000 dans le KBr 
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Figure IV.24 : Spectre infrarouge IRFT d’extrait de thymus sec dans le KBr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure IV.25 : Spectre infrarouge IRFT microcapsules Dex/PEG de l’extrait de thymus dans 

le KBr. 
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Tableau IV.9 : Les principales bandes d’absorption infrarouge identifiée sur les spectres IR 

de l’extrait brut, des microcapsules et des standards. 
 

Nombre 

d’onde 

(cm-1) 

Types de liaisons 

ou groupement 

chimique 

Echantillon Composés 

3500-3250 OH(acide)   

1700-1740 C=O (acide)   

1620-1450 C=C (aromatique) Standard Acide gallique 

1350-1000 C-O (alcool)   

950-600 C-H (aromatique)   

3600-3250 OH(alcool)   

1650-1730 C=O (cétone)   

1620-1450 C=C (aromatique) Standard Quercétine 

1400-1100 C-O (des alcools)   

1000 C-O-C (cycle)   

950-600 C-H (aromatique)   

3500-3250 OH(alcool)   

2800-3000 Ctét-H   

1620-1450 C=C (aromatique)   

1400-1100 C-O (des alcools) Standard Glutaraldéhyde 

1000 C-O-C (cycle)   

950-600 C-H (aromatique)   

3500-3250 OH(alcool)   

2800-3000 Ctét-H   

1650-1700 C=C (Alcéne)   

1400-1100 C-O (des alcools) Polymère Dextrine 

950-600 C-H (aromatique)   

3500-3250 OH(alcool)   

2800-3000 Ctét-H   

1620-1450 C=C (aromatique) Polymère PEG 

1400-1100 C-O (des alcools)   

950-600 C-H (aromatique)   

3500-3250 OH (alcool)   

2950-2850 CH3,CH2   

1620-1450 C=C (aromatiques) Standard Thymol 

1400-1100 C-O (des alcools)   

950-600 C-H (aromatique)   

3500-3250 COOH (alcide)  

Extrait 

thymus éva- 

poré 

 

 

microcapsule 

thymus 

 

1620-1400 C=C (aromatique) Acide gallique 

1000 C-O-C (cycle) Quercétine 

950-600 C-H (aromatique)  

3500-3250 OH (alcool) Thymol, car- 

2950-2850 CH3,CH2 vacrol 

2800-3000 Ctét-H PEG 

1650-1700 C=C (Alcéne) Dextrine 

1400-1100 C-O (des alcools) Acide gallique 

1000 C-O-C (cycle) Quercétine 

950-600 C-H (aromatique)  
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Dans le Tableau IV.9, nous avons résumé les principales bandes d’absorption IR ca- 

ractéristique des liaisons chimiques des composés existant dans l’extrait de thymus brut éva- 

poré et microcapsules de thymus dans les polymères Dex/PEG, comparés à celles des stan- 

dards de références. Nous concluons, d’après les résultats des analyses infrarouges, que 

l’extrait est plus riche en thymol et carvacrol (bandes IR à 2953 cm-1 et à 2852 cm-1 caracté- 

ristiques des vibrations de valence antisymétrique de CH2 et de CH3), les autres bandes IR de 

l’acide gallique et de la quercétine sont masquées par celles des deux polymères, qui sont plus 

intenses et majoritaires dans les microcapsules. Néanmoins, nous observons une forte bande 

d’élongation OH entre 3500 et 3200 cm-1, pouvant être attribuée aussi aux OH de l’acide gal- 

lique et de la quercétine. 
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De nos jours, la recherche biomédicale s’est fortement intéressée à l’utilisation des 

plantes médicinales dans l’industrie pharmaceutique. Ces plantes constituent une source iné- 

puisable de substances naturelles bioactives, offrant ainsi une opportunité de recherche des 

traitements plus doux et dépourvus d’effets secondaires indésirables. Les produits naturels 

dérivés des plantes referment une variété de composée phénoliques et d’huiles essentielles,  

connus pour leurs propriétés inhibitrices contre les microorganismes et les virus, ainsi que 

pour leurs propriétés antioxydantes qui aident à contrer le stress oxydatif, causé par les radi- 

caux libres, souvent associés au cancer. Parmi celles-ci, le thymus, centre d’intérêt de notre 

travail, est connu pour ses vertus curatives. 

Dans notre étude, nous nous sommes intéressées à l’activité antioxydante des extraits 

de thymus dans différents solvants. Une formulation pharmaceutique des extraits par mi- 

croencapsulation dans des polymères biodégradables a été faite, suivie d’une étude de la ciné- 

tique de libération des substances actives dans le milieu physiologique. 

Au cours de notre étude, nous avons obtenu un rendement massique de 25.21% en ap- 

pliquant la méthode de macération, pour extraire les principes actifs de la poudre de thymus. 

Par la suite, nous avons effectué une extraction en utilisant divers solvants organiques tels que 

l’éther de pétrole(EP) le Dichlorométhane(DCM) et l’éthanol. 

 L’évaluation quantitative des polyphénols totaux a révélé la présence de quantités impor- 

tantes de polyphénols dans les extraits de la plante étudiée. Cependant, l’extrait brut (E) 

(2,89 mg EqAG/ g Ex Sec) est le plus riche en polyphénols que les autres extrait (HA, 

DCM, EP). 

En parallèle, la quantification des flavonoïdes a permis de conclure que l’extrait DCM 

(0,047mg Eq Q / g Ex Sec)est le plus riche en flavonoïdes que les autres extraits (E, EP, HA). 

 
 L’activité antioxydante des extraits de thymus a été évaluée par la méthode de piégeage 

de radical libre DPPH. Les résultats ont montré que les extraits possèdent une activité an- 

tioxydante élevée. L’extrait DCM à 800µl (77,73%) a montré un meilleur effet de pié- 

geage des radicaux DPPH. 

 En ce qui concerne les huiles essentielles de thymus, l’extrait brut est plus riche en thymol 

et carvacrol d’après les résultats obtenus par HPLC (8.70, 11.28 mg/ml) respectivement. 
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 La préparation des microparticules par double émulsion H/E/H du principe actif de 

l’extrait brut en utilisant des polymères biodégradables, la Dextrine et le PEG qui sont 

atoxiques, biocompatibles et biodégradables. 

Afin de développer la meilleure formulation, une étude d’optimisation par un plan 

d’expérience factoriel à 3 facteurs est préalablement effectuée, pour rechercher les meilleures 

conditions de microencapsulation, telles que la dose de PA, le rapport massique des poly- 

mères, le pH de la phase continue. 

Les résultats de la caractérisation par UV-visible nous ont permis de conclure que les 

meilleurs taux d’encapsulation pour les polyphénols et les flavonoïdes sont 91.92% et 75.48% 

respectivement correspondant aux conditions optimales : dose= 8 mg/ml, Rp= 4, pH= 6. 

Les résultats obtenus par la modélisation ont confirmé l’existence des interactions réelles 

entre les différents paramètres, lesquelles influencent les paramètres et permettent de prédire 

les réponses spécifiques aux polyphénols (EEP%) et aux flavonoïdes (EEF%). 

 Nous avons étudié la cinétique de libération in vitro par dissolutest dans un milieu physio- 

logique (intestinal pH=6.8).Les résultats de cette étude ont montré que la libération pen- 

dant 2h est plus rapide pour les polyphénols que pour les flavonoïdes (effet retard). 

En perspectives, il serait bien de poursuivre ce travail en : 

 
 Utilisant d’autres méthodes d’extraction à chaud, ou par extraction de Soxhlet. 

  Evaluer les activités antioxydantes des composés phénoliques des autres par- 

ties de cette plante (racines et fleurs) 

  Evaluation de l’activité biologique : Il est important de mener des études in 

vivo pour obtenir une évaluation plus précise de l’activité antioxydante des ex- 

traits testés, car il est possible qu’une substance qui présente une forte activité 

in vitro puisse perdre cette activité une fois qu’elle pénètre dans l’organisme 

vivant. 

 Refaire l’étude cinétique de libération pour des temps prolongés à plus de 2h 

ou pour quelques jours, et dans d’autres milieux physiologiques, gastriques et 

sanguins. 

 Faire une étude de stabilité des microparticules 
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Annexes 

1. Matériels et réactifs utilisés 
 

 
Verrerie Réactifs Appareillages utilisés 

 
-Eprouvettes graduée, pipette 

graduée, 

Erlenmeyer, Fioles jaugées, Bé- 

chers ; 

-Verres de montre, Entonnoirs, 

spatules, barreau magnétique, 

pissette, tubes à essais ; 

-cuves en quartz pour l’UV 

-Boites pétries 

-papier absorbant, papier alumi- 

nium, papier wattman, para film ; 

-poires d’aspiration ; 

-Mortier, tamis de 100um ; 

-Eau distillé ; 

-Ether de pétrole (EP) ; 

-Dichlorométhane (DCM) ; 

-Méthanol (MeOH) ; 

-Ethanol ; 

-Acide acétique ; 

-Standards (acide gallique, 

quercétine, thymol) ; 

-Folin Ciucaleu ; 

-DPPH (2,2-déphényl-1- 

picrylhydrazyle) ; 

-Chlorure d’aluminium 

(AlCl3) ; 

-Carbonate de sodium (Na- 

CO3) ; 

-Huile de vaseline 

-PEG, Dextrine, 

-Glutaraldéhyde ; 

-HCl ; 

-NaOH. 

-Spectrophotomètre UV- 

visible ; 

- Balance analytique de préci- 

sion à 4 chiffres ; 

- PH-mètre ; 

- Dissolutest ; 

- HPLC ; 

- Spectrophotomètre IR ; 

- Etuve memmert ; 
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2- Cinétique de libération 

2.1. Les valeurs des absorbances des polyphénols, flavonoïdes et l’activité antioxydant : 
 

T (min) Abs (nm) 

polyphénols 

Abs (nm) 

flavonoïdes 

Abs (nm) DPPH 

2 0.033 0.023 0.574 

10 0.001 0.013 0.319 

20 0.013 0.051 0.578 

30 0.004 0.018 0.600 

40 0.003 0.018 0.613 

50 0.017 0.014 0.611 

60 0.004 0.009 0.576 

70 0.053 0.012 0.751 

80 0.012 0.009 0.546 

90 0.035 0.004 0.591 

100 0.006 0.019 0.573 

110 0.013 0.006 0.560 

120 0.013 0.012 0.545 

 

 

 
3- Appareils utilisés 

 

 
 

UV-visible PH-mètre 
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Balance électronique plaque d’agitation magnétique 
 

 

 

 
 

Dissolutest 



Résumé 

Le thym (thymus vulgaris) est une des plantes médicinales les très connues, les extraits 

de cette plante contiennent une variété de composés auxquels sont attribués diverses activités 

biologiques. Dans cette étude nous avons tenté d’évaluer l’activité antioxydant et la composi- 

tion phytochimique d’une variété d’extraits préparés à partir des feuilles de thymus vulgaris 

(Extrait brut, EDCM, EEP, HA). 

D’après l’analyse de l’HPLC, nos résultats montrent que l’extrait brut est le plus riche 

en thymol et carvacrol, pour cela nous l’avons choisi comme principe actif dans la microen- 

capsulation. L’objectif de ce travail est d’étudier l’influence de milieu physiologique intesti- 

nal (PH=6.8) sur la cinétique de libération in vitro de principe actif « thymol » encapsulée par 

deux polymères biodégradables (PEG / Dextrine). Nous avons réalisé une encapsulation de 

principe actif « thymol » par le procédé de double émulsion, en optimisant plusieurs facteurs 

(Dose, PH, RP) à travers une modélisation par le plan d’expérience factoriel afin d’obtenir un 

taux maximal d’encapsulation en polyphénols et flavonoïdes. Pour cela on a étudié à travers 

le logiciel MINITAB la variance dans le but de savoir quel est le facteur le plus significatif et 

leurs influences sur le taux d’encapsulation des polyphénols et flavonoïdes. 

Mots clés : Thymus, Activité antioxydant, Formulation, Microencapsulation, Dextrine, PEG 

Abstract 

Thyme (Thymus vulgaris) is one of the well-known medicinal plants, and extracts 

from this plant contain a variety of compounds that have been attributed to various biological 

activities. In this study, we attempted to evaluate the antioxidant activity and phytochemical 

composition of a variety of extracts prepared from Thymus vulgaris leaves (Crude extract, 

EDCM,,EEP,HA). 

According to the HPLC analysis, our results show that the crude extract is the richest 

in thymol and carvacrol, which is why we chose it as the active ingredient for microencapsu- 

lation. The objective of this work is to study the influence of the physiological intestinal me- 

dium (pH=6.8) on the in vitro release kinetics of the encapsulated active ingredient "thymol" 

using two biodegradable polymers (PEG/Dextrin). We performed the encapsulation of the 

active ingredient "thymol" using the double emulsion process, optimizing several factors 

(dose, pH, RP) through factorial experimental design modeling to obtain a maximum rate of 

encapsulation in polyphenols and flavonoids. To achieve this, we used the MINITAB soft- 

ware to study the variance in order to determine the most significant factor and its influence 

on the encapsulation rate of polyphenols and flavonoids. 

Keywords: Thymus, Antioxidant activity, Formulation, Microencapsulation, Dextrin, PEG 
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