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Le thé est la deuxième boisson la plus bue dans le monde après l’eau. De nombreux

bénéfices du thé vert ont été constatés sur la santé de la peau, du cœur et le contrôle du poids.

Les recherches actuellement menées autour de cette boisson tentent de prouver ses effets

bénéfiques sur la santé et en particulier sur la prévention de certaines maladies: cancer,

diabète, obésité, maladie cardio-vasculaire [1]. L’extrait de thé vert contient un cocktail des

composés caractérisés par leur activité antioxydant et antibactérienne, parmi ces composés:

les polyphénols.

Les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’au moins

un motif phénolique (cycle aromatique sur lequel viennent se greffer un ou plusieurs

groupements OH). Une des particularités des polyphénols réside dans leur incroyable

diversité, puisque l’on dénombre plus de 8000 composés phénoliques, dont 5000 pour la sous

classe des flavonoïdes, particulièrement les catéchines [2]. On connaît quatre types de

catéchine, la plus puissante étant l'épigallocatéchine galate (EGCg), spécifique au thé vert [3].

Les composés phénoliques présentent une sensibilité vis-à-vis la lumière ce qui altère leur

activité thérapeutique. Afin de remédier à ce problème, l’encapsulation des extraits du thé

dans des polymères biodégradable semble être la meilleure stratégie.

Des travaux sur l’encapsulation des extraits de plantes ont déjà été réalisés. S.Ydjed et al,

ont encapsulé l’extrait de caroube dans des microsphères de polycaprolactone [4]. S.A.

Hussain a encapsulé un mélange de polyphénols issu de différentes plantes dans la gomme

arabique et de la gélatine [5]. D’après nos connaissances, l’étude sur l’encapsulation de

l’extrait du thé n’a pas été réalisée dans une matrice PLA, ainsi que l’optimisation des

paramètres d’encapsulation pour le même système par les plans d’expérience.

Le polyacide lactique est un polymère biodégradable très utilisé dans les procédés de la

microencapsulation pour plusieurs substances actives afin de les protéger des milieux

environnant (Température, lumière ...etc.)[6].

Notre travail porte sur l’extraction et l’encapsulation des extraits du thé dans une matrice

PLA par la méthode de double émulsion évaporation du solvant en utilisant la méthodologie

des plans d’expériences.

Apres une introduction générale, ce manuscrit est structuré de trois parties principales.

La première partie comprend quelques rappels et définitions sur le thé vert et les composés

phénoliques, des notions de base sur la double émulsion.
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La deuxième partie détaille le mode opératoire de l’extraction, de l’encapsulation des

extraits par la méthode de double émulsion et la caractérisation des microparticules par IRTF

et les dosages par UV visible.

La troisième partie de l’étude consiste à la présentation des résultats et leurs discussions.

Finalement, une conclusion générale est des perspectives seront présentés.



Chapitre I

Bibliographie sur le thé vert camellia sinensis
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I.1 : Historique

L’histoire du thé, boisson obtenue par infusion des feuilles du Camellia sinensis (camellia

chinois), remontrait à 2737 avant J.C selon la légende chinoise la plus célèbre ; sous le règne

de l’empereur Chen Nung [7]. Son origine se situe probablement au Yunnan chinois ; au nord

de I’ Inde dans les régions de l’Assam en s’étendant jusqu’au sud de la chine [8]. II est ainsi

introduit au Japon et dans le monde Arabe à partir du IX siècle. Puis en Europe au XVIIe

siècle par les commerçants Portugais et Hollandais. Le thé est la boisson la plus consommée

dans le monde après l’eau [9].

I.2 : Définition du thé vert

Le thé est très peu calorique il prend toutes les couleurs et à chaque couleur correspond un

type de thé bien particulier, le thé vert aurait une plus grande activité antioxydant que les

autres thés [10].

Le thé vert est une boisson préparée avec des feuilles séchées de Camellia sinensis, Ce type

de thé est très populaire en chine et au japon, où il est réputé avoir les propriétés

thérapeutiques les plus efficaces. Le thé vert se répand de plus en plus en occident, ou

traditionnellement on boit plutôt du thé noir. Il est aussi l’ingrédient de base du thé à la

menthe. Il existe trois principales formes de thé "le thé vert", "le thé Oolong" et le "thé noir".

Ils proviennent de la même plante mais sont traités différemment (figure .I.1).

Figure I.1. Photographie des trois types de thé [10].
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I.3 : Description botanique

Camellia sinensis est un arbuste à fleurs persistantes, appartenant à la famille des théaceae.

A l’état naturel, le théier est un petit arbre très rameux, de 5 à 10 mètres de haut et pouvant

atteindre 15 mètres. Il est maintenu à une taille d’environ 1,50 mètre afin de faciliter la

cueillette de ses feuilles [11]. Il possède un système racinaire pivotant et une durée de vie

moyenne de 50 ans [12]. Ses feuilles persistantes sont isolées, alterne.et d’une couleur vert

foncé brillant. Leurs taille est de 5 à 14 cm de langueur sur 1,9 à5 cm de largueur [13].

Figure. I. 2.photographie des feuilles et fleurs de théier [14].

Les fleurs de théier sont petites blanches à jaune claire, solitaires ou groupées [15]. Le

fruit est une capsule loculicide, les graines sont assez peu nombreuses, souvent aplaties ou

aillées [16]. Cette plante ayant besoin d’un climat chaud à humidité constante et abondante,

pousse principalement dans les régions tropicales et subtropicales, le sol qui lui convient en

mieux est acide [17].

Figure .I. 3. Photographie du schéma de la plante Camellia sinensis [18].



Chapitre I bibliographie sur le thé vert

5

I.4 : Classification botanique

La classification botanique du théier a beaucoup évolué depuis la première Description de

la plante en 1753 par Carl Von Linné. À cette époque, ils existaient deux genres distincts:

Thea; contenant les variétés de thé cultivées et Camellia ; comprenant les variétés

ornementales. En 1759, ils furent fusionnés sous le nom de Camellia à cause de leurs points

communs [19]. Aujourd’hui, Le théier cultivé est donc nommé Camellia sinensis. Deux

variétés peuvent être distinguées: C. sinensis var. sinensis var. sinensis et C. sinensis var.

assmica [20].

Tableau I.1. Classification botanique de Camellia sinensis [21].

Règne Plantea

Division Magnoliphyta

Classe Magnoliopida

Ordre Theales

Famille Theaceae

Genre Camellia

Espèce Camellia sinensis

I.5 : Production de thé vert dans le monde

Le thé est aujourd’hui produit dans de nombreux pays et principalement en Inde et en

Chine. Voici par ordre d’importance, en pourcentage de la production mondiale les pays

producteurs de thé : Inde (34%), Chine (19%), Sri Lanka (11%), Kenya (10%), Japon (6%),

Bangladesh (5%), Indonésie (5%), Turquie (2%), Iran (1%), Argentine (1%), Malawi (1%),

Taiwan (1%), Georgie (1%), Mozambique (1%) (Figure .I.4) [22].

Figure .I.4 . Principaux pays producteurs [23].
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I.6 : Fabrication et consommation du thé vert

Le thé est manufacturé de la feuille et du bourgeon du Camellia Sinensis, il existe trois

catégories de thé dans le commerce : le thé vert (20% de la Production mondiale en 2005), le

thé noir (78% de la production mondiale en 2005) et le thé semi fermentés ou oolong (2%)

[24]. Ces trois catégories de thé se distinguent par leurs procédés de fabrication (Figure .I.5)

par leurs gouts et par leurs compositions chimiques [25].

Figure. I.5. Les principes étapes du traitement des feuilles de théières après récolte [26].

La fabrication d’un thé vert se déroule en 5 étapes principales

 La cueillette: Les thés verts sont fabriqués à partir de jeunes pousses. En effet, selon

le grade désiré, les cueilleuses doivent sélectionner le bourgeon seul ou le bourgeon

accompagné, deux ou trois jeunes feuilles [27] (Figure I.6.).

 Le flétris sage: Le but du Flétrissage est de réduire le plus rapidement la teneur en

eau des feuilles afin de limiter les phénomènes d’oxydation [27] (Figure. I.7).

 La torréfaction: Cette étape, est sans doute la plus importante dans le processus de

fabrication d’un thé vert. C’est-elle qui va décider de la couleur, de l’odeur et du goût

du thé vert (Figure.I.8). En inactivant les enzymes présentes dans les feuilles

fraîches, elle va définitivement arrêter l'oxydation enzymatique, préserver les précieux

polyphénoles et réduire voir éliminer la saveur végétale de la feuille fraîche et libérer

les arômes [27].

 Le roulage: Comme pour le thé noir, cette étape peut être réalisée mécaniquement ou

manuellement. Le plus souvent le façonnage en bâtonnets, perle ou torsade se fait à la

main. La forme donnée à la feuille influera sur les notes de la liqueur : un roulage
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léger donnera des notes douces, un roulage plus travaillé, des notes plus corsées [28]

(Figure I.9).

 Le séchage : est l’ultime étape de la fabrication d’un thé vert. Il va assurer une

parfaite conservation du thé et développer de nombreux composés aromatiques

nouveaux [27] (figure I.10).

Figure .I.6. Photographie de la cueillette des feuilles du thé. Figure .I.7. Photographie de

flétrissage du thé

Figure. I.8. Photographie de Figure. I.9. Photographie de roulage

Torréfaction du thé Figure. I.10.photographie de
séchage manuel du thé
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I.6 : Les compositions chimiques de Thé vert

Au fur et à mesure que les feuilles deviennent matures, la teneur des constituants

chimiques varie notamment les polyphénoles, les bases puriques et les acides aminés [29]. Or,

ces composés, principalement les polyphénoles et les bases puriques, jouent un rôle essentiel

dans l’activité pharmacologique du thé. Finalement, il faut distinguer la composition chimique

de la feuille de thé fraîche de celle de l’infusé, obtenu à partir de feuilles de thé travaillées et

sèches (Tableau .I.2.). Il ne faut pas oublier que la saison, le climat et la variété influencent la

composition chimique du thé [30].

Tableau I.2.Composition chimique de la feuille de thé, exprimée en pourcentage par rapport

au poids sec de la drogue [31 ; 32 ; 33].

COMPOSÉS DE LA FEUILLE DE

THÉ FRAÎCHE

POURCENTAGE DE LA MATIÈRE

SÈCHE

Poly phénols 20% à36%

Flavonols 25%

Acides phénols 3%

Bases puriques /

Caféine 2% à 4%

Théophylline 0,02 à 0,04%

Théobromine 0,15 à 0,2%

Glucides 5%

Protéines 15%

Acides aminés 3 à 4%

Lipides 2 à 3%

Minéraux 3 à 5%

Cellulose 7%

Caroténoïdes <0,1%

Chlorophylle 0,5%

Composés volatils 0,01 à, 0,2%

Cendres 5%
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I.7 : Le stress oxydatif

En conditions physiologiques, le dioxygène, élément indispensable à la vie, produit au

niveau de la mitochondrie des espèces oxygénées réactives (EOR) particulièrement toxiques

pour l’intégrité cellulaire. Ces EOR, dont font partie les radicaux libres, sont dotées de

propriétés oxydantes qui les amènent à réagir, dans l’environnement où elles sont produites,

avec toute une série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN, glucose,…).

Longtemps considérés comme des agents toxiques responsables de dysfonctions et de mort

cellulaires, il est actuellement admis que les EOR sont de véritables messagers secondaires

impliqués dans l’expression et la régulation des fonctions de prolifération et de mort

cellulaire. De plus, ils sont des médiateurs inflammatoires impliqués dans diverses

pathologies neuro-dégénératives ou vasculaires telles que l’athérosclérose ou l’hypertension.

Les cellules génèrent divers types d’EOR de réactivités différentes [34].

I.8. Système antioxydant

I.8.1. Définition

Un antioxydant est une substance qui, à faibles concentrations, retarde ou empêche

l’oxydation réaction antioxydante [35]. En fait, les antioxydants font l’objectif de nombreux

travaux car, en plus de leur utilisation comme conservateurs dans les produits alimentaires,

ils interviennent dans le traitement de nombreuses maladies liés au stress oxydant [36].

I.8.2. Classification des antioxydants

Les systèmes biologiques ont une variété d’antioxydants capables de contrôler les

endommagements cellulaires et tissulaires provoqués par les ERO. En général, ces

antioxydants sont classés en se basant sur leur nature biologique. Pour cela on peut distinguer

deux grandes classes d’antioxydants : des antioxydants enzymatiques et d’autres non

enzymatiques [35].

Antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydants représentent une arme de défense majeure contre le stress

oxydatif. Ils sont capables de s'adapter à l'évolution des niveaux d'oxydants afin de maintenir

l'équilibre oxydant/antioxydant [36].

Antioxydants non enzymatiques

Lorsqu'un organisme est exposé à une concentration élevée des ERO, le système

antioxydant enzymatique (endogène) est compromis et ne garantit pas une protection

complète de l'organisme. Pour compenser ce déficit, le corps utilise des antioxydants non
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enzymatiques, qui peuvent être soit endogènes, tel que le glutathion, ou exogènes dont les

plus importants sont les composés phénoliques (flavonoïdes), les vitamines (C et E) et

certains minéraux (le sélénium et le zinc) [35].

I.9 : Présentation générale sur les polyphénoles

Les polyphénoles constituent une famille de molécules très largement répondues dans le

règne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les

polyphénoles sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de

fonctions directes au niveau des activités fondamentales de l’organisme végétal, comme la

croissance, ou la production [37,38]. L’expression de « composés phénoliques » est utilisée

pour toutes substances chimiques possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un

ou plusieurs groupements hydroxyles [39]. Un nombre considérable de ces composés sont

formés de deux noyaux benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces

composés diffèrent les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B,

par la nature de l’élément central et par la position, la nature et le nombre de molécules de

sucre fixée.

I.9.1 : Classification des poly phénols

Les poly phénols forment un très vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent être

classifiés selon le nombre et l’arrangement de leurs atomes de carbones .Ces molécules sont

généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques [40]. On peut distinguer

deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes

[41].

I.9.1.1 : Poly phénols simple

 Acide phénolique

Ils appartiennent à deux groupes, les acides hydrox benzoïques et les acides hydrox

cinnamiques.

 Les acides hydrox benzoïques

Ils sont les dérivés de l’acide benzoïque et on une formule de base de type C6-C1 [42]

dont les plus répandus sont l’acide salicylique et l’acide gallique (figure I.11.).

 Les acides hydrox cinnamiques

Ils représentent une classe très importante dont la structure de base (C6-C3) dérivée de

celle de l’acide cinnamique. Les molécules de base de la série hydrox cinnamique sont l’acide

caféique et l’acide férulique (Figure I.11.)[43].
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Figure I.11.Exemple d’acide phénolique [43].

 Les flavonoïdes

Les flavonoïdes sont des composés poly phénoliques, presque toujours hydrosolubles et

très répandus dans le règne végétal. Ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits,

et parfois des feuilles. Le plus souvent, ils sont sous forme d’hétérosides ou de flavonoïdes

[44].

Les flavonoïdes sont des composés possédant un squelette de base à quinze atomes de

carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyranne,

formant une structure C6-C3-C6 [42].

Figure I.12. Squelettes de base des flavonoïdes [42].

De nos jours, les propriétés des flavonoïdes sont largement étudiées par domaine médical,

où on leur reconnaît des activités antivirales, anti-radicalaires, antiallergiques, anti-tumorales,

mais aussi anti-inflammatoires et anticancéreuses [45]. La famille des flavonoïdes peut se

diviser en six classes qui diffèrent par leurs structures chimiques: Flavonols, flavones,

Flavonols, flavanones, isoflavones et les anthocyanidines (figure .I.12.) [45].
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Figure .I.12. Structures chimiques de quelques

 Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique

et un hydroxyle phénolique [42

dihydroxyphenylethanol) sont les deux principaux alcools phénoliques. On les trouve

principalement dans l’huile d’olive et dans les vins rouges

I.9.1.2. poly phénols complexe

 Les tanins

Les tanins sont un groupe de

presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles et racines

des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insol

sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la

digestibilité des aliments [48].

Les tanins naturels sont subdivisés selon leur structure chimique en deux groupes : les

tanins hydrolysables et les tanins condensés

sont des dimères ou polymères de flavan

comme profisetinidine, prorobinetinidine, procyanidine, prodelphinidine, petites fractions de

sucres simples et d'autres polysaccharides

liaison (Interflavanique) carbone

proanthocyanidines ou par une Liaison

C7) dans le type B [51,52]. Tanins hydrolysables sont des oligos ou des polyesters d’un sucre

(ou d’un polyol apparenté) et d’un nombre

généralement le glucose.
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Structures chimiques de quelques flavonoïdes

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique

[42] Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et l’hydroxytyrosol (3,4

dihydroxyphenylethanol) sont les deux principaux alcools phénoliques. On les trouve

principalement dans l’huile d’olive et dans les vins rouges [46].

poly phénols complexe

Les tanins sont un groupe de polyphénoles à haut poids moléculaire et qui existent dans

haque partie de la plante : écorce, bois, feuilles et racines [47].

olécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insol

ux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la

].

Les tanins naturels sont subdivisés selon leur structure chimique en deux groupes : les

tanins hydrolysables et les tanins condensés [49]. Les tanins condensés ou proanthocyanidines

ont des dimères ou polymères de flavan-3-ols, le plus souvent la catéchi

rofisetinidine, prorobinetinidine, procyanidine, prodelphinidine, petites fractions de

sucres simples et d'autres polysaccharides [50]. Ces unités sont liées entre elles par une seule

liaison (Interflavanique) carbone-carbone C4-C8 ou C4-C6 dans le type A des

proanthocyanidines ou par une Liaison Interflavanique double (C4-C8 ou C4

Tanins hydrolysables sont des oligos ou des polyesters d’un sucre

(ou d’un polyol apparenté) et d’un nombre variable d’acide phénolique. Le sucre est
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[45].

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique

hydroxyphenylethanol) et l’hydroxytyrosol (3,4

dihydroxyphenylethanol) sont les deux principaux alcools phénoliques. On les trouve

e et qui existent dans

Ces composés sont

olécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils

ux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la

Les tanins naturels sont subdivisés selon leur structure chimique en deux groupes : les

ondensés ou proanthocyanidines

échine et les catéchols,

rofisetinidine, prorobinetinidine, procyanidine, prodelphinidine, petites fractions de

Ces unités sont liées entre elles par une seule

C6 dans le type A des

C8 ou C4-C6) et (C2-O

Tanins hydrolysables sont des oligos ou des polyesters d’un sucre

variable d’acide phénolique. Le sucre est
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Soit l’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit l’acide hydroxydiphenique (HHDP)

et ses dérivés dans le cas des tanins éllagiques [52].

I.10 : Propriétés chimiques des poly phénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées à celles des noyaux

phénoliques, particulièrement des substituants à effet mésomère attracteur d’électrons (- M) et

substituants à effet mésomère donneur (+M). La conjugaison d’une des deux paires libres de

l’atome O avec le cycle traduit l’effet (+M) du groupe OH. Ce phénomène augmente la

délocalisation électronique et produit une charge négative partielle sur les atomes C2, C4, C6.

L’effet (+M) peut être représenté par quatre formes mésomères [53].

De ces caractères de base découlent les différentes propriétés physico-chimiques suivantes :

I.10.1. Nucléophilie:

La nucléophilie des composés phénoliques est portée par l’atome d’oxygène et les atomes

de carbone en ortho et para du groupement OH (suite à l’effet (+M)). Cette propriété est à

l’origine des réactions de substituants électrophiles aromatique (alkylation, acylation, etc.)

régi sélectives des positions ortho et para. Les substituants de type 1,3- dihydroxy (résorcinol)

et 1, 3, 5-trihydroxy (phloroglucinol) permettent une accumulation de densité électronique sur

les sommets C2, C4 et C6 (tous ortho ou para des groupements OH), accentuant ainsi le

caractère nucléophile. Le cycle A des flavan ols possède deux centres C6 et C8 fortement

nucléophiles car en ortho et en para de trois groupements OH ou OR à effet (+M). Le noyau

A est également activé par le groupement carboné saturé en C4. Cette nucléophilie permet des

réactions de substitutions électrophiles aromatiques qui peuvent par exemple intervenir lors de

la production du thé noir [54].

I.11. Extraction et dosage des polyphénols:

L'extraction et le dosage des composées phénoliques se fait selon plusieurs méthodes les

plus utilisées et employées sont résumés dans le tableau [55].
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Tableau .I.3. Principales méthodes d'études des composées phénoliques [55].

Technique Principe

Extraction

Extraction par les solvants
(macération)

Le contacte entre le solvant (liquide) et la matière

végétale (solide) a pour but de libérer les poly

phénols présents dans les cellules par rupture des

tissus végétaux et par diffusion [55].

Séparation par
chromatographie sur colonne

Elle consiste à absorber sur une résine du type C18

pour les poly phénols et flavonoïdes des extraits

végétaux puis à éluer sélectivement les substances

poly phénoliques au moyen d'éthanol ou

méthanoaqueux [55].

Extraction supercritique
(SFE)

-Le CO2 supercritique, utilisé comme solvant

d'extraction, du fait de sa faible viscosité lui confère

une grande capacité de diffusion lui permettant

d'avoir accès à des composées phénoliques liés à la

paroi cellulaire et sa densité relativement élevé lui

confère un pouvoir de solvatation ce qui permet un

meilleur taux d'extraction. -Procédé non dénaturant.

-Temps d'extraction réduit [55].

Dosage Dosage par spectrophotométrie

Dosage par HPLC
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II.1 : Historique d’encapsulation

La première application industrielle de microparticules date des années 1950 quand Green

et Schleicher ont encapsulé des particules de pigments dans des polymères naturels

(protéine/gélatine et polysaccharide/gomme arabique) par coacervation complexe. Cette

stratégie, aussi utilisée pour la production de papier "carbone", permet la duplication d’un

texte ou d’une figure sous l’effet d’une faible pression en encapsulant des colorants [56].

Dans les années 1960, l'encapsulation de cristaux liquides par la gélatine et la gomme

d’acacia pour la production de matériaux pour écrans thermosensibles a été décrite par des

composés phénoliques [57]. Cette méthode d'encapsulation a permis le développement des

écrans à cristaux liquides utilisés pour les structures aérospatiales.

Au cours des dernières années, la micro encapsulation s’est développée à l’échelle

industrielle. Les microparticules ont des applications très variées, elles sont utilisées pour la

production de textiles parfumés et de produits cosmétiques [58]. Pour la protection des

récoltes agricoles [59] dans l’agroalimentaire pour donner de nouvelles propriétés aux

aliments (encapsulation d’arômes, colorants, épices) [60] et dans le domaine de la médecine et

de la pharmacie [61].

II.2 : Définition d’encapsulation

L’encapsulation est une technologie de conditionnement des substances solides, liquides

ou gazeuses dans des capsules miniatures et scellées pouvant libérer leur contenu à des

vitesses limitées sous l’impacte des conditions quasi -spécifiques. Une microcapsule est

composée d’une membrane semi-perméable, sphérique, mince et solide entourant un noyau

solide ou liquide, avec un diamètre qui varie de quelques microns à un millimètre [62].

II.3 : Classification des microparticules

Selon leur microstructure, Les microparticules obtenues par cette technique peuvent se

présenter sous deux morphologies :

 Les microsphères qui sont des particules composées d’un réseau macromoléculaire ou

lipidique continu formant une matrice dans laquelle se trouve finement dispersée la

matière active.

 Les microcapsules qui sont des particules réservoirs constituées d’un cœur de matière

active liquide ou solide, entourées d’une enveloppe solide continue de matériau

enrobant [63].

Ces deux types de morphologie de microparticules sont représentés sur la (Figure II.1).
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Figure II.1: Représentation schématique des microparticules

II.4 : Intérêts d’encapsulation

Les principaux intérêts d’encapsulation d’un matériau sont :

II.4.1 : Préserver la substance encapsulée

La micro encapsulation est un procédé de fabrication de particules fermées dans lesquelles

le contenu a été enveloppé à l’intérieur d’un film. Elle permet non seulement d'éviter la

pollution secondaire du contenu encapsulé, mais permet aussi une fonction d’isolation de

matériaux fonctionnels sensibles à la lumière ou à l'oxygène d’un environnement extérieur.

II.4.2 : contrôler la libération de la substance encapsulée

La micro encapsulation permet le transfert de masse entre l’intérieur et l’extérieur d’une

capsule via le contrôle des propriétés physiques et chimiques de la membrane. Normalement,

il y a deux types de processus pour atteindre ce but : soit la diffusion à travers la membrane,

soit l’éclatement de la membrane. Au niveau de la diffusion, le contrôle de la taille des pores

de la membrane, l’épaisseur de la membrane, et le gradient de concentration des molécules

spécifiques, permettent de contrôler la délivrance continue des principes encapsulés [64].

II.4.3 : Faciliter l’utilisation des produits de nature liquide

Cette technique permet de conditionner des produits liquides sous une forme solide. Ce

processus facilite le transport des produits liquides, qui peuvent s’échapper ou s’évaporer du

récipient. Pour chaque capsule, le dosage est contrôlé par le volume de la capsule. Les

capsules pourront donc être apportées séparément selon le dosage dont on a besoin [65].
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II.5 : Objectif d’encapsulation

L’objectif principal de l’encapsulation est d’établir une barrière entre la substance active et

le milieu environnement. Cette technique permet de transférer des produits liquides en poudre

pour résoudre les problèmes liés au stockage, à la consommation…, elle assure une libération

contrôlée du principe actif.

II.6 : Domaines d’application d’encapsulation

On trouve désormais des applications de la micro encapsulation dans nombreux domaines

industriels, cités dans le (Tableau II.1.) dans lequel sont également précisés des exemples de

composés encapsulés.
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Tableau II.1. Application de la micro encapsulation (D’après Finch et Bodmeier(2005) [66]

Madene et al. (2006) [67]Vandamme et al. , (2007) [68]).

Domaine industriel Exemples de composés encapsulés

Pharmacie et médical Antibiotiques, contraceptifs, enzymes,

vaccins, bactéries, vitamines, minéraux,

antigènes, anticorps …

Cosmétiques Parfums, huiles essentielles, anti transparent,

agents bronzants, crèmes solaires, colorants

capillaires, baumes démêlants, mousses à

raser …

Alimentaire Huiles essentielles, graisses, épices, aromes,

vitamines, minéraux, colorants, enzymes,

levures, micro organismes …

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs,

hormones végétales …

Biotechnologie Enzymes immobilisées, microorganisme,

cellules vivantes, cellules artificielles,

cultures tissulaires, composés nutritionnels

…

Chimie Catalyseurs ,enzymes, additifs pour

plastique, eau(plâtre et béton), inhibiteurs de

corrosion , retardateurs d’incendie, colorants

et pigments, agents UV protecteur, parfum,

huiles essentielles, agents lubrifiants…

Détergents Adoucissants, antistatiques, agents

décolorants, agents moussants, silicones,

cires, détachants …

Textile colorants, parfums, bactéricides, répulsifs

d’insectes, retardateurs d’incendies,

composés bioactifs cosmétique

Graphismes et impression Colorants, pigments, parfums, révélateurs,

cristaux liquides, toners, composés

photosensible …

Photographie Halogénures d’argent, pigments colorants,

composés photo polymérisables, révélateurs

pour photographies couleurs, plastifiants …

Electronique Cristaux liquides, adhésifs, agents de

séchage, antistatiques…
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II.6.1 : La micro encapsulation en industrie alimentaire

Shahidi et Han [69] ont proposé des raisons pour l’application de la micro encapsulation

en industrie alimentaire:

 Diminuer le pourcentage de transfert des composants vers l’environnement extérieur,

tel les huiles essentielles, les arômes, ce qui participe à prolonger leur durée de

conservation.

 Ciblage de l’activité ou de la libération des composés bioactifs.

 Contrôler la libération prolongée du Principe actif et/ou de composés bioactifs.

 Masquer et préserver le goût ou la flaveur des composés bioactifs incorporés dans les

aliments.

Plusieurs travaux scientifiques ont été effectués, ainsi l’application de la micro

encapsulation dans le domaine alimentaire.

Tableau II.2. Exemples d’application de la micro encapsulation dans le domaine alimentaire

Matériaux
d’encapsulation

Matière active Techniques
d’encapsulation

Référence

Gomme
Acacia /maltodextines

Arome Lyophilisation [70].

Protéine de soja Hydrolysat de
caséine
Riboflavine
Huile de poisson

Gélification
Atomisation
Coacervation

[71].

[72].

[73].

Pectine Huile de poisson Atomisation [74].

Amidon Aromes Gélification
Atomisation

[75].
[76].
[77].

II.7 : Matériaux d’encapsulation

Le système d’encapsulation joue un rôle essentiel sur l’efficacité et la stabilité des

microparticules. Généralement, les critères de choix des matériaux enrobant sont basés sur

leurs propriétés physico- chimiques (stabilité, humidité, pH, oxydation), thermiques et 

mécaniques. L’encapsulation permet de changer l’aspect du produit encapsulé : masquer le

goût et l’odeur, modifier l’état de surface, la solubilité, la rhéologie ou l’état fondamental,

comme par exemple la transformation des liquides ou des gaz en poudres fluides [78].
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Parmi tous les matériaux, largement utilisés en micro encapsulation dans le domaine agro-

alimentaire on trouve :

 Les polysaccharides, l’amidon et ses dérivés-amylase, amylopectine, dextrine,

maltodextines, poly dextrose, la cellulose et ses dérivés sont communément utilisés.

L’enrobage des ingrédients alimentaires hydrosolubles dans les aliments acides.

 Les extraits de plantes-gomme Arabica, galactomananes et pectines, les extraits

marins comme la carragenane et l’alginate sont également utilisés.

 Les protéines appropriées pour l’encapsulation sont la caséine et les protéines de

lactosérum, la gélatine et le gluten.

II.7.1 : Cas de la pectine et de la caséine

Selon Cucheval [79] et Marcela [80] le complexe (pectine-caséine) peut être un bio

polymère de choix pour la micro encapsulation en agroalimentaire vue sa biodégradabilité

ainsi que son innocuité. La formation de ce complexe se fait grâce aux interactions ioniques

entre le polysaccharide (la pectine) chargé positivement et la protéine (caséine) chargée

négativement à un pH inférieur à son pH isoélectrique.

Les pectines sont des extraites des plantes (pépins des tomates, écorces d’agrumes et

betteraves [81]. Elles représentent des structures variées. Leur structure primaire a été

élucidée dans les années 1920. Les pectines sont des polymères composés de plusieurs

chaînes d’acide galacturonique (AG), ramifiés en position α-(1-4) [82]. Elles sont largement

utilisées dans l’industrie alimentaire pour leurs propriétés gélifiantes dans des produits tels

que les confitures et les gelées et pour leur capacité à stabiliser les produits laitiers acides.

II.7.2 : La caséine

Est un polypeptide complexe, résultat de la polycondensation de différents aminoacides,

dont les principaux sont la leucine, la proline, l’acide glutamique et la sérine. Les caséines se

caractérisent par leur faible solubilité à pH 4,6. Elles sont différenciées sur la base de la

distribution des charges et de la sensibilité à la précipitation par le calcium. Elle correspond à

une fraction micellaire qui représente près de 80% des protéines du lait [83] .

II.8 : Les émulsions

Les émulsions font partie de notre vie quotidienne, soit sous la forme de produits

consommables dans le domaine alimentaire, de la santé, l’hygiène, les cosmétiques…etc., soit

comme un intermédiaire pour l’obtention d’autres produits tels que les polymères [84].
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II.8.1 : Définition d’émulsion

Le terme émulsion définie comme un système hétérogène comprenant au moins un liquide

immiscible dispersé dans un autre sous la forme de gouttelettes dont les diamètres sont

supérieurs à 0,1 μm. Un tel système se distingue par une stabilité minimale qui peut être 

augmentée par l’ajout d’additifs tels que des tensioactifs, permettant d’éviter la séparation des

Phases. Les deux liquides ou phases formant l’émulsion sont appelées eau (E Ou W) et huile

(H ou O) [83].

II.8.2 : Différents types d’émulsion

Il est possible de décrire une émulsion suivant plusieurs paramètres : type, qualité de la

dispersion, stabilité, rhéologie et éventuellement propriétés organoleptiques. Parmi les critères

de classification les plus utilisées dans la littérature, le sens des émulsions et la solubilité de

principe actif dans l’eau.

 Selon leur sens :

- Emulsion directe ou hydrophile ou bien huile dans l’eau (H/E) si la phase continue est la

phase aqueuse.

- Emulsion indirecte ou lipophile ou bien eau dans huile (E/H) si la phase continue et la phase

huileuse.

 Selon la solubilité du PA dans l’eau :

- Emulsion simple, eau dans huile (E/H) ou huile dans l’eau (H/E).

- Emulsion double ou complexe, eau dans huile dans eau (E/H/E).

Ces différents types d’émulsion sont représentés dans la figure (2).

Figure II.2. Représentation des différents types d’émulsion.
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 Emulsions simples

Les émulsions simples sont formées de gouttes liquides dispersées dans une phase

continue. Ce type d’émulsion, direct ou inverse, est fixé au premier ordre par la solubilité

Préférentielle du tensioactif dans l’une des phases, en accord avec la règle empirique de

Bancroft: le recours à un tensioactif hydrosoluble permet de former une émulsion directe,

alors qu’un tensioactif liposoluble favorise une émulsion inverse [84]. Cette méthode est la

plus simple, elle s’effectue en préparant la phase dispersée par dissolution du PA et le

polymère dans un solvant organique, puis en réalisant l’émulsification qui consiste à

introduire la phase hydrophile dans la phase lipophile. Cette étape est suivie par l’évaporation

du solvant organique qui produire la solidification des gouttelettes de la phase dispersée. A la

fin les particules obtenues sont lavées pour éliminer le solvant résiduel, puis séchées et

récupérées.

 Emulsions doubles

Les émulsions doubles sont des émulsions particulières, dans le sens où la phase dispersée

est elle aussi une émulsion, leur spécificité directe vient du fait qu’elles constituent à la fois

des films interfaciaux inverses (entre deux gouttes internes) et des films directs (entre deux

globules), comme le désigne la (Figure .II.3.)

Généralement, les émulsions doubles directes font intervenir dans leur composition deux

agents qui stabilise les films inverses. Grâce à cette structure particulière et leur facilité

d’obtention, les émulsions doubles sont rapidement apparues comme un matériau idéal en tant

que microréservoir, que ce soit dans le domaine de la cosmétique, de la pharmacie ou de

l’industrie agroalimentaire.

Figure II.3. Représentation d’une émulsion double directe.
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Parie 1 : Etude des activités biologiques

III.1 : Matière végétale

La matière végétale utilisée au cours de cette étude est le thé vert (camellia sinensis)

commercial d’une marque El DIAF acheté à Bejaïa.

III.2 : Matériels et réactifs

Tableau III.1. Ensemble du matériel et réactifs utilisés dans cette étude.

Matériels Réactifs

Balance analytique Eau distillée

Bain marie Acide sulfurique à 70 %

Spectrophotométrie UV – visible La vanilline

Etuve Acide chlorodrique

Verreries (tubes à essais, éprouvette,

erlenmeyer, bécher, pipette graduée,

entonnoirs, boites de pétri, micropipette)

Na2CO3, H3PW12O40, H3PMO12O40, k 3Fe
(CN) 6, FeCl3, AlCl3, NaOH, HCl
Ethanol

DPPH

Acide trichloracétique, tampon phosphate

Poudre végétale, extrait sec

Hexane, alcool, liqueur de Fehling

Chloroforme

III.3 : Mode opératoire

III.3.1 : Extraction des composés phénoliques

On broye le thé de 0,5 mm de diamètre et on chauffe 100 ml de l’eau distillé à 80°c. On

pèse 20 g de poudre de thé puis on la mélange avec l’eau distillé chaude dans un bécher.

Ensuite on fait l’agitation pendant 2 heures, filtre puis le sécher dans l’étuve pendant 2 jours

(Figure III.1).
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Figure III.1. Etape de filtration de thé.

III.3.2 : Rendement des extractions

Les extraits sont placés dans l’étuve ventilée réglée à 37°C pendant 2 jours jusqu’à

l’obtention d’une matière sèche. Pour connaitre la masse de d’extrait sec, nous avons pesé les

contenants (bécher) de ces derniers avant et après l’opération de séchage.

Les résultats sont exprimés en (%) et déterminés en appliquant la formule suivante :

R: Rendement de l’extraction en %.

Pf : Poids final de l’extrait après séchage.

Pi : Poids initial avant séchage.

III.3.3 : Caractérisation qualitative

L’étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques

présentes dans les feuilles de thé vert par des réactions de coloration et de précipitation.

 Flavonoïdes : Réaction à la cyanidine

1 ml de chaque extrait est ajouté à 100 μl de HCl concentré et quelques copeaux de 

magnésium. La présence des flavonoïdes est confirmée par l’apparition de la couleur rouge ou

orange [85].

R % =
� � ∗ � � �

� �
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 Tanins

À 1 ml de l’extrait est ajouté 200 μ l de FeCl3 1 %. La présence des tanins est indiquée par 

une coloration verdâtre ou bleu- noir Quinones libres [85].

Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%.

L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones

libres [86].

 Saponosides

10 ml de l’extrait est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos pendant 15 min. Une

hauteur de mousse persistante, supérieur à 1 cm indique la présence de Saponosides [87].

 Trapénoïdes : Test de Slakowski

5 ml de l’extrait est ajouté à 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré. La

formation d’un anneau marron - rouge à l’interphase indique la présence des terpénoïdes [88].

 Identification des glucosides

A 2g de poudre de feuilles, on ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique, la formation

d’une coloration rouge brique ensuite violette traduit la présence des glucosides.

 Mucilages

Introduire 1ml d’extrait dans un bécher puis ajouter 5 ml d’alcool absolu et laisser agir

pendant10 min. La réaction positive se traduit par l’apparition d’un précipité floconneux

 Irridoides

A 2 ml d’extrait on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique, et on chauffe le

mélange. Une coloration bleu est obtenue.

 Composés réducteurs

Introduire 1 mil d’extrait dans un tube à essai, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling, incuber

pendant 8 min dans un bain Marie à 100°C. L’apparition d’une coloration rouge brique

indique la présence des réducteurs.

III. 3 .4 : Analyse par HPLC :

L’analyse des composé phénolique a été réalisé avec une HPLC de type Dionix

UltiMate3000.Les échantillons ont été filtrés à travers un filtre à membrane de 0,45nm et 20

µL de chaque échantillon ont été injectés pour l'analyse HPLC. La phase mobile était

composée de 3 % acide formique (solvant A) et méthanol de qualité HPLC (solvant B) à un
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débit de 1 ml/min. L'élution a été réalisée avec un gradient commençant à 20% B pour

atteindre 60% B à 30 min, 100% B à 37 min et 20% B à 40 min. Les Chromatogrammes ont

été enregistrés à 280 nm. Des composés phénoliques ont été identifiés en comparant les temps

de rétention et les données spectrales avec celles des normes authentiques.

III. 3 .5 Analyse par infrarouge (IRTF) :

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) est une technique non

destructive. Son principe repose sur l’absorption de la lumière par la plupart des molécules

dans la région de l’infrarouge de spectre électromagnétique et en convertissant cette

absorption en vibration moléculaire qui est spécifique aux liaisons présentes dans la molécule.

Le résultat est un spectre qui donne une ″empreinte chimique″ distinctive qui peut être utilisée 

pour visualiser et identifier des échantillons organiques [101].

En effet, chaque molécule absorbe la lumière infrarouge à des longueurs d’onde

caractéristique de ses modes vibrationnelles. Une mesure du spectre infrarouge permet

souvent d’identifier la composition moléculaire pour différents types d’échantillons solides,

liquide ou viscoélastique.

III.3.6 : Caractérisation quantitative

III.3.6.1 : Dosage des poly phénols

 Principe

Le dosage des poly phénols dans les extraits étudiés (thé vert), est effectué selon la

méthode de Follin Ciacalten [89]. Le réactif utilisé est constitué d’un mélange d’acide

phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40) de couleur

verte. Le principe de la méthode est basé sur l’oxydation des composés phénoliques par ce

réactif, qui entraîne la formation d’un nouveau complexe d’oxydes métalliques de tungstène

et de molybdène de couleur bleu. L’intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité

de poly phénols présents dans les extraits.

 Mode opératoire

Dans des tubes à essais et à l’aide d’une micropipette, 200μL de chaque extrait dilué 

(1 /100) est ajouté à 1mL du réactif Follin Ciacalten (dilué 1/10), puis agité pendant 1min.

Après 8 min d’incubation à température ambiante, 1mL de carbonate de sodium 7,5%
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(Na2Co3) sont additionnés au mélange. Puis les tubes sont maintenus à une température

ambiante et à l’obscurité pendant 1 heure. L’absorbance est ensuite lue  à  λ=765 nm par un 

spectrophotomètre UV-Visible. La concentration en poly phénols est déterminée en se

référant à la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant l’acide gallique comme standard. Les

concentrations sont exprimées en mg Equivalent Acide Gallique/ 1 g de la matière sèche.

III.3.6.2 : Dosage des flavonoïdes

La méthode du trichlorure d’Aluminium [90] est utilisée pour quantifier les flavonoïdes

dans les extraits. La méthode de dosage des flavonoïdes repose sur la capacité de ces

composés à former des complexes chromogènes avec le chlorure d’aluminium (AlCl3).

Le protocole de dosage est effectué comme suite : 1mL de chaque échantillon ou de

standard quércétine (dilué dans l’éthanol), est ajouté à 1mL de la solution d’AlCl3 (2%).

Après 10 minutes d’incubation, l’absorbance est lue à 430 nm par un spectrophotomètre UV-

Visible. Les concentrations des flavonoïdes des différents extraits sont déduites à partir de la

courbe d’étalonnage, établie avec la quércétine, et sont exprimées en milligrammes

équivalents quércétine par gramme de matière sèche.

III.3.6.3 : Dosage des tanins

Cette méthode à été décrite par Swan et Hillis (1959), elle implique la réaction de la

vanilline préparée dans une solution d’acide sulfurique à 70 % avec le noyau A de flavan-3-

ols ou des flavan-3,4-diols pour former un produit de condensation rouge qui peut être mesuré

par la spectrophotométrie à 500 nm [91].

La méthode de la vanilline a été utilisée pendant de nombreuses années comme méthode

colorimétrique pour le dosage des tanins condensés en raison de sa sensibilité .

Le protocole de dosage est le suivant : 1ml de chaque extrait (dilué 1 /100), est ajouté à

2ml de la vanilline (1g/100ml d’acide sulfurique 70%). L’ensemble est mélangé, les tubes

sont incubés pendant 20 min dans le bain marie à une température de 50 C°. La lecture est

faite à l’aide d’un spectrophotomètre avec une longueur d’onde égale à 500 nm.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg Equivalent cyanidine par 100 g de matière sèche

(mg EC / 100g de MS), en utilisant la formule suivante :

C (mg EC /100g) =
� � � ∗� � ∗� � ∗1000

ɛ�
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Abs : Absorbance à 350 nm

MM : Masse molaire de la cyanidine (287 .24g/mole)

FD : facteur de dilution

L : trajet optique

Ɛ : coefficient d’extinction molaire de la cyanidine (ɛ = 34700 L /mol. cm) 

• Détermination de la teneur en pigments liposolubles

III. 3 .6 .4 . Dosage de chlorophylle (a, b) de lycopène et B carotène :

Les colorants naturels ou pigments, dont la plupart sont d’origine végétale, forment une

gamme très étendue de nuances (du jaune au bleu, en passant par le vert et même le noir) La

chlorophylle, le lycopène et le B-carotène sont parmi les colorants les plus rencontrés et les

plus utilisés dans les industries agroalimentaires. a des doses réglementées, ils sont bénéfiques

pour la santé. Certains d’entre eux sont connus pour leur activités antioxydante,

antimutagènes, voire anti carcinogènes [92].

Dans le but de quantifier leur teneur dans nos plantes, nous avons opté pour la méthode

décrite par Barros et ses collaborateurs (2011). 150mg de poudre végétale sont agités après

avoir ajouter 10 ml du mélange –hexane (4/6, v /v) pendant 1 min puis filtrés. L’absorbance

du filtrat est mesuré par la suite à différentes longueurs d’onde (453, 505, 645,663 nm).

La teneur en pigments est calculée suivant les équations indiquées ci-dessous et exprimée en

mg/100ml de matière végétale sèche.

B-carotène (mg/100ml)=0,216× A663- 1,220×A645 -0,304 ×A605+0,452 ×A453

Lycopène (mg/100ml)=-0,0458×A663 +0,204 ×A645 -0,304×A605+0,452×A453

Chlorophylle a (mg/100ml) =0,999×A663 -0,0989 ×A645

Chlorophylle b (mg/100ml) =-0,328 ×A663 + 1 ,77× A645
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III. 3 .7 . Etude de l’activité antioxydante

III.3.7.1 : Activité antioxydante par le piégeage du radical DPPH*

 Principe

L’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits issue du thé vert (Camellia

sinensis additionné avec quelques épices) est réalisée par le test DPPH* qui est considéré

comme un radical libre relativement stable. Le principe de cette méthode est basé sur la

mesure du piégeage des radicaux libres de DPPH* (1,1-diphényle-2-picrylhydrazyl) de

couleur violette en un composé jaune [93].

 Mode opératoire

Le protocole est le suivant : 1mL de chaque extraits est ajouté à 2mL de DPPH* Le

mélange est laissé à l’obscurité pendant 30 minutes et la lecture de l’absorbance est faite

contre un blanc (Ethanol + Eau distillée) à 517 nm et le contrôle (DPPH* + Eau distillée) dont

l’absorbance est mesuré dans les mêmes conditions que les extraits.

Les résultats du test DPPH* sont exprimés en pourcentage d’inhibition (I%) selon l’équation

ci-dessous :

� % = �
(Abs Controle – Abs Extrait)

Abs Contole
� × 100

III.3.7.2 : Le pouvoir réducteur de l’ion ferrique (FRAP)

Cette méthode est basée sur l’aptitude des extraits à réduire le fer ferrique (Fe 3+) en fer

ferreux (Fe 2+). le mécanisme est connu comme étant un indicateur de l’activité donatrice

d’électrons, caractéristique de l’action antioxydante des poly phénols Elle consiste à

mélanger 1ml de l’extrait à différentes concentrations avec 2,5 ml de tampon phosphate (0,2

M, ph 6,6) et 2,5 ml d’une solution de ferricyanue de potassium (K3Fe(CN)6 à 1% (m/v).le

mélange obtenu est incubé à 50°C pendant 20 min , puis 25ml d’acide

trichloracétique(CCl3COOH) à 10% sont ajoutés pour stopper la réaction . le mélange est

centrifugé à 3000 g pendant 10 min à température ambiante. A 25 ml de surnageant sont
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additionnés 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de chlorure de fer (FeCl3) à 0 ,1%. L’absorbance

du milieu réactionnel est déterminée à 700nm [94].
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Parie II : La micro encapsulation

Dans ce chapitre, nous allons présenter les matières premières utilisées, les protocoles et

les techniques expérimentales mis en œuvre pour la réalisation de la partie pratique,

comprenant le procédé d’encapsulation par plan d’expérience de Plon factoriel.

III.1 : Produits utilisés

III.1.1 : Polyacide lactique

L’acide lactique, monomère du PLA, est un acide carboxylique hydroxylé de formule

C3H6 O3. L’atome de carbone 2 portant le groupe hydroxyle est asymétrique rendant

lamolécule d’acide lactique[95].

Figure III.2. Structure chimique[95]et photode PLA.

III.1.1.2 : Alcool Polyvinylique (PVA)

Le PVA se présente sous la forme de cristaux blancs. Sa formule chimique (C2H4O)n .Il

possède une excellente solubilité en eau(donner sa solubilité]et dans certaines limite, dans les

alcools hydrosolubles tels que l’éthanol et méthanol, il est insoluble dans les solvants

organiques [96].
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Figure III.3Formule développée [96]et photode PVA.

III.1.1.3 : Dichlorométhane (CH2Cl2)

Le dichlorométhane (CH2Cl2) est un composé chimique se présentant à température

ambiante comme un liquide incolore et volatil émettant une odeur douceâtre relativement

forte. Il est surtout utilisé comme solvant de composés organiques[97].

Figure III.4.Formule développée [97] et photo de CH2Cl2.

III.2 : Mode opératoire

La micro encapsulation des extraits de thé dans le PLA a été réaliséepar la méthode de

double émulsion évaporation du solvant décrite dans la littérature avec quelques modifications

[4].Pour ce faire, 2 ml de l’extrait (E1) est ajouté à 5 ml d’une solution de dichlorométhane à

une concentration adéquate en PLA (H), une émulsion eau dans huile (E1/H) est formée par

agitation. Cette émulsion est introduite à la phase aqueuse contenant du PVA (E2) sous forte

agitation pour former une double émulsion (E1/H/E2). Le CH2Cl2 est ensuite évaporé sous

agitation modérée (400 tr/min) à la température ambiante et sous pression atmosphérique
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pendant une nuit. Les microparticules sont récupérées après centrifugation, puis lavées à l’eau

distillée et séchées dans un dessiccateur.

Dans les conditions optimums, des microparticules ont été réalisé sans extrait (Blanc ou

placebo).

III.3 : Détermination de taux d’encapsulation

Les taux d’encapsulation sont calculés par dosage indirect de la quantité de l’extrait sec

non encapsulé présente dans le surnageant récupéré après centrifugation par la méthode

décrite dans la littérature [98] à la longueur d’onde de 765 nm. Ils sont calculés par la relation

suivante :

EE (%) =
� � � � �

� �
× 100 …………équation (1)

Avec C0 : Concentration initiale de l’extrait sec

Cn : Concentration des extraits en polyphénoles non encapsulé

III.4 : Introduction sur les plans d’expérience

L’approche classique consiste à varier un seul paramètre du procédé d’encapsulation et

peuvent mesurer son effet sur les propriétés des microparticules en maintenant tous les autres

paramètres constants, le seul inconvénient de cette méthode c’est qu’elle est

longue.Contrairement à la méthode classique, les plans d’expériences sont des méthodes

statistiques faisant appel à des notions mathématiques. Il permet de détecter les interactions

entre les facteurs, de déterminer les facteurs optimums dans la formulation d’un nouveau

produit et de prédire par modélisation mathématique le comportement d’un procédé[99].

Les plans d’expériences sont appliqués à des études industrielles en recherche –

développement dans de nombreux domaines vu qu’ils s’inscrivent dans une démarche

générale d’amélioration de la qualité [100].Le choix d’un plan d’expérience adéquat afin de

répondre à une problématique bien précise se fait selon les informations recherchées.

III.4.1 : Domaine expérimental des facteurs

Le choix desfacteurs estfondé sur des travaux antérieurs et appuyés par les résultats obtenus

précédemment au laboratoire. Les facteurs susceptibles d’affecter le taux d’encapsulation

d’extrait sec et le domaine expérimental sont donnés dans le tableau qui suit :
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Tableau III.2. Domaine expérimental des facteurs

Facteurs
Niveaux

-1 0 +1

X1=concentration de polymère (mg) 200 250 300

X2= quantité d’extrait (mg) 70 100 130

III.4.2 : Plan d’expérience factoriel

Les résultats des taux d’encapsulation mesurée avec les différentes combinaisons des deux

variables étudiées sont répertoriés dans le tableau 3, en suivant la matrice à 10 essais du plan

d’expérience du plan factoriel à 2 facteurs et 3 niveaux.

Tableau III.3. Matrice du pland’expérience factoriel pour la micro encapsulation.

Expérience X1 X2

1 -1 -1

2 1 0

3 0 0

4 0 0

5 -1 0

6 1 1

7 -1 1

8 0 1

9 1 -1

10 0 -1

III.5. : Techniques de caractérisation
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III.5.1:Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie ultraviolet-visibleou spectrométrie ultraviolet-visibleest une technique

mettant enjeu les photons dont les longueurs d'onde sont dans le domaine de l'ultraviolet (100

nm - 400 nm), du visible (400 nm - 750 nm) ou du proche infrarouge (750 nm - 1 400 nm).

Soumis à un rayonnement dans cette gamme de longueurs d'onde, les molécules, les ions ou

les complexes sont susceptibles de subir une ou plusieurs transitions électronique (s). Les

substrats analysés sont le plus souvent en solution, mais peuvent également être en phase

gazeuse et plus rarement à l'état solide. Le spectre électronique est la fonction qui relie

l'intensité lumineuse absorbée par l'échantillon analysé en fonction de la longueur d'onde. Le

spectre est le plus souvent présenté comme une fonction de l'absorbance en fonction de la

longueur d'onde. Il peut aussi être présenté comme le coefficient d'extinction molaire en

fonction de la longueur d'onde. Cette technique est complémentaire de la spectroscopie de

fluorescence qui mesure l'intensité lumineuse émise par un échantillon quand il est éclairé à

une longueur d'onde où il absorbe. La fluorescence met en jeu des transitions depuis l'état

excité jusqu'à l'état fondamental alors que la spectroscopie d'absorption traite des transitions

entre état fondamental et état excité [101].
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Partie 1 : Etude des activités biologiques

IV.1 : Rendement d’extraction

L’extraction à partir des échantillons séchés et broyés est préparée par décoction dans

l’eau distillée, les extraits ont été pesés pour déterminer le rendement.(Figure IV.1)

¶

Figure IV.1. Photo représente le thé (a), le thé broyé (b) et l’extrait sec (c)

Tableau IV.1. Rendements des extraits de thé vert de Camellia sinensis.

Rendement % Littérature %

25,38±1,3 35[102]

Nous avons remarqué que les résultats du rendement d’extraction de thé vertestégal à 25,38

%.Le rendement d’extraction de Camellia sinensis obtenu par AMRANE (2021) [102]est de

35% qui est un résultat légèrement supérieure au résultat obtenu dans notre étude. Le

rendement dépend probablement de l’espèce végétale étudiée et de son contenu en

métabolites secondaires, la partie utilisée dans l’extraction, les conditions de récolte et

d’entreposage, ainsi que la méthode d’extraction elle-même.

IV.1 : Caractérisations phytochimique

Les tests phytochimique nous ont permis de détecter la présence ou l’absence des groupes

phénoliques (poly phénols totaux, flavonoïdes, tanins) existants dans les échantillons choisis,

par des réactions de précipitation ou de coloration, avec utilisation de réactifs spécifiques. Les
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résultats des tests photochimiques des extraits de poudre d’épices et thé vert sont représentés

dans le tableau IV.2.

Tableau IV.2.Résultats des tests phytochimiques réalisés sur la poudre de thé vert (Camellia

sinensis).

Positive Négative

Flavonoïde +

Tanins +

Saponosides + (L=1cm)

Terpénoïdes +

Les glucosides +

Mucilages +

Irridoides -

Composés réducteurs +

Quinons libres +

Présence (+) ou absence (-).

IV.1.3 : Dosage des poly phénols totaux

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux réalisés par la méthode basée sur le

réactif de Folin-Ciocalten ont été déterminées à partir de l’équation de la régression linéaire

de lacourbe d’étalonnage, tracée en utilisant l’acide gallique comme standard y=1,235x

+0,027 et R2=0,027 Les résultats obtenues sont exprimées en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme de matière sèche (mg EAG/g de MS). Les résultats obtenus sont

représentés dans la Tableau IV.3Tableau IV.3. Les teneurs en polyphénols dans les extraits

de Camellia sinensis.

Teneurs en polyphénols mg EAG/g de MS Littérature mg EAG/mg deMS

490,8±1,52 402,9[103];31,6[104]

Les résultats montrent que le thé vert contient une teneureimportante en composés

phénoliques égale à 490,8 mg EAG /g de MS.Dans une étude similaire la teneur en
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polyphénols totaux dans l’extrait de Camellia sinensis(402,9 mg EAG/g deMS) est supérieure

à celle obtenu par QIONG L. et al. (2020) [103] qui est de 243 mg EAG/g deMS). De plus,

BIZUAYEHU et al. (2016) [104]ont trouvé dans l’extrait de Camellia sinensis une teneur

égale à 31,6mg EAG/g de MS) qui est nettement inférieurleurs trouvées dans la présente

étude.

Ces différences de résultats peuvent être dues à la faible spécificité du réactif de « Folin

Ciacalteun » qui est l’inconvénient principal de ce dosage colorimétrique. Il a été montré que

le réactif est extrêmement sensible à la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non

seulement celles des composés phénolique, mais également de certains sucres et protéine. La

teneur phénolique d’une plante dépend aussi d’un certains facteurs tels que, les conditions

climatiques, le moment de la récolte, le solvant d’extraction, les conditions de stockage

(SAIDI, 2019)[105].

IV .1.4 :Teneur en flavonoïdes totaux

Les résultats de la teneur en flavonoïdes totaux obtenus sont exprimés en termes

d’équivalent de la quércétine à l’aide d’une courbe d’étalonnage dont, y= 0,439x et R² =

0,999. Les résultats obtenus exprimées en microgramme équivalent de la quércétinepar

milligramme de matière sèche (mg EQ/g de MS) sont dans le Tableau IV.4.

Tableau IV.4 La teneur en flavonoïdes dans les extraits de Camellia sinensis.

La teneur en flavonoïde mg EQ/g de MS Littérature mg EQ/g de MS

82,39±0,34 57,55±2,16[106]

La teneur de thé vert en flavonoïde égale à 82,39 (mg EQ/g de MS) respectivement comparé

au thé vert pur égal 57,55 (mg EQ/g de MS)[106].

Les catéchines sont les principaux flavonoïdes des feuilles de thé,la teneur totale en

catéchine était généralement comprise entre 92,4 mg/g à 165,4 mg/g(Shi ,2021), d’après les

résultats de Carloni et al, 2013)[107] leur taux est de 1,94±0,57mg/ml de thé en catéchinetotal.

Cette différence est la résultante des différentes techniques d’extraction utilisées, ainsi qu’aux

conditions totales de l’extraction à savoir, le type de solvant, la quantité du thé utilisée…etc.

IV.1.5 : Dosage des tannins
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La teneur en tanins totaux est déterminée par la formation des ions Fe3+.La teneur en tanins

est déterminée à partir de l’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage, tracée

en utilisant de l’acide tannique comme standard y=0,107x+0,027 et R2= 0,996. Les résultats

obtenus (Tableau TV.5)sont exprimées en mgEqc/g de MS.

Tableau IV.5. Lateneur en tannins dans les extraits de Camellia sinensis.

La teneur en tanins (mgEC/100 g MS) Littérature

4,67±0,01 405,72(μg E.C/mg ES)[102]

Les résultats obtenus dans cette étudeconcernant la teneur en tannins est égal à

4,67±0,01mgeqc /g comparé aux résultats obtenus dans l’extrait Camellia sinensis qui est plus

riche en tanins totaux de 405,72 (μg E.C. /mg ES)[102].

IV. 2.1 : Test de piégeage du radical libre DPPH

Les résultats de Tableau IV .6 illustrent les pourcentages de l’activité antioxydantedu

thé vert (camellia sinensis).

Tableau IV .6. le pourcentage de DPPH de thé vert (camellia sinensis).

% de DPPH Littérature

55,17±1,00 97,84±1,00 [106]

Les résultats obtenue par le testpiégeage DPPH dans notre étude est de55,17 %±1,00 qui

est inférieur parcomparaisonavec le thé vert (Camelliasinensis) qui a une activité plus

importante 97,84±1,00 [106].

IV.2.2 : Réduction du fer (FRAP)

Les résultats obtenus (Tableau IV .7) montrent que les extraits aqueux de thé vert ont un

fort pouvoir réducteur par rapport aux autres extraits.

Tableau IV. 7. les pourcentages de l’ion FRAP de thé vert (camellia sinensis).
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% pouvoir réducteur

53,51±0,01

Le pouvoir réducteur des extraits des plantes étudiées est

groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme de donneurs

d’électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants[108]

IV.2.3 : Chlorophylle

Le dosage de la chlorophyl

consignés dans l’histogramme suivant

Figure IV .2 :Histogramme de

Les isomères de b-carotène

variaient de 2,5 mg à 92,2 mg par gramme thé sec. Différentes valeurs de b

notées variant de 0 mg à 92,2 mg/g de plante sèche.

La chlorophylle a n'a été détectée que chez certaines plantes tel que E. arven

M. officinalis (15,7 mg/g). Contrairement à la chlorophylle b qui a été identifiée dans 21

plantes. La teneur en chlorophylle b variait de 2,3 mg/g à 75,2 mg/g
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/

Le pouvoir réducteur des extraits des plantes étudiées est probablement dû à la présence de

groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme de donneurs

d’électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

[108].

sage de la chlorophylle, de betacarotène et de lycopène a donné les résultats

histogramme suivant :

Histogramme de teneur en chlorophylle dans l’extrait.

carotène ont été trouvés dans 15 thés commerciaux

à 92,2 mg par gramme thé sec. Différentes valeurs de b

notées variant de 0 mg à 92,2 mg/g de plante sèche.

n'a été détectée que chez certaines plantes tel que E. arven

. Contrairement à la chlorophylle b qui a été identifiée dans 21

plantes. La teneur en chlorophylle b variait de 2,3 mg/g à 75,2 mg/g) .Les caroténoïdes dont
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probablement dû à la présence de

groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme de donneurs

d’électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

a donné les résultats

commerciaux et les valeurs

à 92,2 mg par gramme thé sec. Différentes valeurs de b-carotènes ont été

n'a été détectée que chez certaines plantes tel que E. arvense (9,7 mg/g),

. Contrairement à la chlorophylle b qui a été identifiée dans 21

Les caroténoïdes dont
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(lutéine, lycopène et b-carotène) sont des pigments présents dans une large variété de légumes

et de fruits.Des études in vitro et in vivo ont montré que les caroténoïdes peuvent inhiber la

production d'espèces réactives de l'oxygène et empêchent ainsi la photo inactivation des

protéines antioxydantes, la peroxydation des lipides, et les dommages à l'ADN.

En effet, plusieurs essais cliniques ont montré que le b-carotène peut diminuer l'intensité

de l'érythème causé par la lumière du soleil. Donc ils constituent avec les polyphénoles des

photos protecteurs aux propriétés anti-photo cancérigènes qui présentent le potentiel

d’améliorer la protection systémique non seulement contre les UV mais aussi contres les

rayons de visible et de l'infrarouge [109].

Le lycopène est un pigment rouge que l'on trouve dans les tomates. Il possède une forte

propriété antioxydante, anti-inflammatoire qui aide à réduire les risques de maladies

chroniques et systémiques et des propriétés anticancéreuses. La disponibilité du lycopène est

élevée dans le corps humain par rapport aux autres caroténoïdes.Il protège de la peroxydation

lipidique et de la neutralisation des radicaux hydroxyles.L'activité antioxydante du lycopène

est due au mécanisme de l'activité de piégeage des espèces réactives de l'oxygène

(ROS)[110].

IV.3 : Dosage des composés phénoliques par HPLC (chromatographie liquide à haute

performance)

Les chromatogrammes de l’ HPLC des standards et d’extrait sont représentés ci –dessous.
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Figure IV.3 : Chromatogrammes

Dans le but d’identifier les composés phénoliques des extraits de thé vert, nous avons

réalisé une analyse par HPLC.

Tableau IV.8 : Les résultats de l’analyse HPLC des extraits du thé vert

Nom de l’étalon

Acide caféique

Acide comarique

Les résultats montrent la présence de l’aci

constatons que l’extrait de thé vert

).(Khan et al ; 2011) ont reporté la présence des

de nombreuses plantes et qui sont d'une importance primordiale pour la santé des individus

effet, O.I Oloyde,2005 a reporté que les produits végétaux secondaires présent dans la pulpe

de la papaye non mure tel que les saponines, sont connus pour être utilisés dans le traitement

de l'insuffisance cardiaque et d’autres sont responsable des
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hromatogrammes de l’HPLC de l’extrait de thé vert.

Dans le but d’identifier les composés phénoliques des extraits de thé vert, nous avons

. Les résultats obtenus sont représentés dans le

Les résultats de l’analyse HPLC des extraits du thé vert

Présent Absent

+

-

ats montrent la présence de l’acide caféique dans l’extrait .c

que l’extrait de thé vert est le plus riche en produits phénoliques

ont reporté la présence des alcaloïdes, des flavonoïdes

de nombreuses plantes et qui sont d'une importance primordiale pour la santé des individus

2005 a reporté que les produits végétaux secondaires présent dans la pulpe

de la papaye non mure tel que les saponines, sont connus pour être utilisés dans le traitement

de l'insuffisance cardiaque et d’autres sont responsable despropriétéshypoglycémiante tels
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Dans le but d’identifier les composés phénoliques des extraits de thé vert, nous avons

sont représentés dans le Tableau IV.9.

Les résultats de l’analyse HPLC des extraits du thé vert.

Temps de
rétention

7,62

7,815

.ces résultats nous

est le plus riche en produits phénoliques (acidecaféique

flavonoïdes et des tanins dans

de nombreuses plantes et qui sont d'une importance primordiale pour la santé des individus.En

2005 a reporté que les produits végétaux secondaires présent dans la pulpe

de la papaye non mure tel que les saponines, sont connus pour être utilisés dans le traitement

hypoglycémiante tels
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que les glycosides, les sels minéraux et les polysaccharides. Ces composés se sont avérés

responsables de l'activité hypoglycémiante chez Momordica charantica également [111].
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Partie 2 : La microencapsulation

IV.4 : Détermination le taux d’encapsulation

La micro encapsulation de l’extrait de thé dans les microparticules de PLA a été réalisée

par la méthode de double émulsion évaporation du solvant. Dans le but d’optimiser cette

dernière, notre étude s’intéresse à l’effet de quelques paramètres expérimentaux à savoir la

concentration du polymère X1 et la quantité de l’extrait X2. Les essais sont menés

conformément au plan factoriel complet et l’ensemble des résultats sont regroupés dans le

tableau (IV.9)avec un taux d’encapsulation qui varie entre 89,42 %et 98,05 %.

Tableau IV.9. Matrice d’expérience avec résultat d’encapsulation

Numéro

d’expérience
X1 X2 EE%

1 -1 -1 98,05

2 -1 0 90,32

3 0 0 93,71

4 0 0 94,72

5 -1 0 97

6 1 1 90,42

7 -1 1 95,95

8 0 1 91,49

9 1 -1 89,42

10 1 -1 95,66
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IV.5 : Détermination du modèle pour le taux d’encapsulation

Le traitement des résultats expérimentaux a été effectué à l’aide du logiciel JMP7.

IV.5.1 : Détermination des effets significatifs et des coefficients du modèle

Les effets et les valeurs des coefficients de régression du modèle sont présentées dansle

Tableau IV.10.

La signification des facteurs est déterminée suivant la valeur obtenue de laprobabilité P,

c’est la valeur la plus importante dans le tableau d’analyse de la variance.En effet, la valeur de

la probabilité P inférieure à 0,05 indique que le coefficient du paramètre est significatif. On

constate que les coefficients avec des valeurs élevées sont les facteurs les plus influençant

[112].

Tableau IV.10. Coefficients de régression linéaire et d’analyse de variances du modèle

proposé pour le taux d’encapsulation.

L’analyse du tableau (IV.10) permet de sélectionner les coefficients importants suivant :

Les effets de la concentration du polymère (X1) la quantité de l’extrait (X2) sont fortement

significatifs, les valeurs de P sont 0,0007 et 0,0113 respectivement. L’effet de l’interaction

entre la concentration du polymère et la quantité de l’extrait (X1X2) est significatif avec une

valeur de P égale à 0,00176. Les effets quadratiques de (X1X1) (X2X2)ne sont pas significatifs

avec des valeurs de P égale à 0,2127 et0,1743 respectivement; ceci montre l’absence

Termes de régression Coefficients P Signification

� � −2,99 0,0007* Significatif

� � −1,395 0,0113* Significatif

� � � � 1,5 0,0176* Significatif

� � � � −0,7446 0,2127 non significatif

� � � � −0,8314 0,1743 non significatif
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d’effetsur le rendement d’encapsulation.L’utilisation des coefficients de régression

significatifs représentés dans le tableau (II,4) ci-dessus, on a abouti au modèle suivant

� � (%) = � � . � � − � , � � � � − � , � � � � � + � , � � � � � …………….Equation IV.1

Une valeur positive des coefficients de chacun des facteurs indique que la réponse augmente

avec le facteur et une valeur négative montre la diminution de la réponse avec le facteur[113].

IV.5.2 : Validation du modèle

Pour confirmer la validation du modèle, un tracé des résultats mesurés et prédites obtenus

par JMP7 estillustré dans figure suivante :

Figure IV.4. Droite d’ajustement entre les réponses expérimentales et les réponses prédites

donnée par JMP7.

Le coefficient de régression (R2) nous permet d’évaluer quantitativement lacorrélation

entre les réponses expérimentales et celles prédites par le modèle. La valeur R2 calculéepar

l’équation (Equation IV.1) pour notre modèle estR2= 0,97.La valeur corrigée du coefficient

de régression multipleR2
corrcalculée pour ce modèle est égale à 0,933.Les valeurs de R2et

R2
corrsont très proche de 1 ; ce qui explique une forte relation linéaire entreles réponses

expérimentales et celles prédites par le modèle[114].Ce résultat est confirmé par

lareprésentation graphique (Figure IV.5) des réponses expérimentales et celles prédites par
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lemodèle (Equation IV.1), qui montre une bonne correspondance entre les valeurs

expérimentales etprédites.

IV.5.3 : Conditions optimales d’encapsulation de l’extrait de thé dans le PLA

En utilisant un modèle mathématique pour décrire l'expérience, nous avons optimisé deux

variables expérimentales pour une encapsulation maximale de l’extrait de thédans le PLA.Les

conditions optimales de l’encapsulation ont étéobtenues par le logiciel JMP7 (FigureIV.5).

Figure IV.5. Profils pour les valeurs optimales prédites par JMP7

La figure indique que les conditions optimales pour d’encapsulation de l’extrait de thédans

le PLA étaient les suivantes :

 Concentration du polymère X1:-1

 Masse de l’extrait X2 : 0

Dans ces conditions, deux expériences ont été réalisées et le taux d’encapsulation trouvé

est de 90 %, ce résultat est proche de celui prédit par le modèle ce qui confirme l’adéquation

du modèle prévu.

IV.5.4: Caractérisation par spectrophotométrie d’absorption IR

La spectroscopie infrarouge est très utile pour examiner la présence de liaisons ou toute autres

interactions chimiques susceptibles d’être établies dans une substance ou un mélange. Elle

permet d’étudier l’impact que présente l’incorporation au départ de deux corps structurés

différemment sur la structure résultante du produit obtenus après modification chimique.

Les spectres IRTF obtenu pour le PLA pure,l’extrait de thé, et les microparticules de PLA

contenant les extrait du thé (MPs – extrait) sont est donné par les figures IV.6- IV.7 et IV.8

respectivement.
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Figure IV.6: Spectre IR TF de PLA pure.

Le spectre IRTF représenté en figure (IV.6) permet de déterminer les bandes caractéristiques

du PLA. Il révèle l’existence de groupements fonctionnels :

•Une bande d’absorption du groupement hydroxyde O-H dans la zone (3100 – 3700) à 3245

cm -1

•Une bande d’absorption apparue dans la zone (1700 - 2000) à 1750 cm-1 correspond aux

caractéristiques du groupement carbonyle C = O de la liaison ester. Ces résultats sont en

accord avec ceux trouvé dans la littérature[6].
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Figure IV.7: Spectre IR-TF de l’extrait de thé.

Le spectre IRTF représenté en figure IV.7 permet de déterminer les bandes caractéristiques

d’extrait de thé :

•La bande la plus importante est celle du groupement O-H caractéristique des polyphénols

qui est apparu dans la zone (3100- 3700) à 3350 cm –1.

•La bande d’absorption C-O est apparu dans la zone (1500 - 1700) à 1650 cm –1.

La comparaison entre les spectres infrarouge du l’extrait pure, PLA pure et les

microparticules de PLA contenant l’extrait (MPs-Extrait) sont présenté sur la figure IV.8 :
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Figure IV.8: spectre IR- TF de PLA – pure, l’extrait de thé et MPs - extrait

On remarque que les bandes caractéristiques O-H de PLA pure et l’extrait de thé sont

différentes de celles des MPs – extrait, ce qui confirme l’encapsulation.

Le spectre en vert représente les bandes caractéristiques de MPs – extrait.

•Une bande d’absorption C=O apparu dans la zone (1700 – 2000) à 1850 cm –1.

•Une bande d’absorption O-H apparu dans la zone (3100 – 3700) à 3560.

•La bande la plus importante du groupement O-H signifie que le thé est riche en

polyphénoles.
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Les objectifs de ce travail ont consisté en l’extraction et l’optimisation de l’encapsulation

des polyphénols extrait de thé vert, une plante très utilisée dans le monde pour ses vertus et

ses diverses activités thérapeutiques.

Dans un premier temps, nous sommes intéressées à l’extraction, la quantification ensuite à

l’étude de l’activité antioxydante de thé vert.

Le rendement d’extraction des polyphénols de thé vert est égal à 25,38%±1,3.

L’évaluation quantitative des polyphénoles par la méthode Follin –Ciacalteu a révélé

laprésence de quantités considérable de polyphénols dans l’extrait de thé vert qui est de

l’ordre de 490 ,82mg .EAG/g de MS.La teneur en flavonoïdes qui a été déterminée à un taux

de 82,39mg EQ /g de MS.

L’activité antioxydante évaluée par la méthode du pouvoir réducteur de Fer (FRAP)

montre que l’extrait de thé vert possède un fort pouvoir réducteur. Sa teneurest égale à 53 eq

trolox. La teneur de l’activité piégeage du radical DPPH est égale à 55 eq trolox.Donc on peut

conclure que le thé vert a une activité antioxydante importante et riche encomposés

phénoliques.

L’analyse qualitative et quantitative par HPLC a montré la présence de deux acides : l’acide

coumarique et caféique.

Dans un deuxième temps, l’objectif visés de ce travail est d’évalué l’encapsulation des

polyphénols dans le but de pallier leur instabilité et les protéger de l’oxydation. la micro

encapsulation par utilisation du pland’optimisation factoriel complet nous a permis de

déterminer les conditions optimales de la concentrationde polymère et la quantité d’extrait.Le

taux d’encapsulation obtenu dans les conditions optimales est de 90 %.

Perspectives :

 Il serait intéressant de caractériser les microparticules élaborer avec d’autres

techniques de caractérisations comme la détermination de la taille des particules.

 Etude des activités des polyphénoles encapsulés.
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Résumé
Le présent travail porte sur l’étude de la micro encapsulation des extraits du thé vert

dans du poly (acide lactique) en utilisant la méthode de double émulsion évaporation du
solvant. La première partie, après l’étape de l’extraction des composés phénoliques, les
activités biologiques et les dosages des polyphénols, flavonoïde, tanins ont été réalisées .Les
résultats quantitatif sont révélé la présence des quantités plus élevées des polyphénols par
rapport aux autres dosages (flavonoïde, tanins) dans l’extrait dethé vert. L’étude de l’activité
antioxydante de l’extrait de thé vert selon la méthode du piégeage du radical DPPHet PR a
montré un pourcentage importantdans l’extrait de thé (57,17% ; 53,51).L’analyse par HPLCa
montré la présence des acides caféique et coumarique.

La deuxième partieest consacrée à l’optimisation des paramètres de l’encapsulation des
polyphénols des extraits du thé vertdans la matrice de PLA par la méthode des plans
factoriels. Destaux d’encapsulationimportants ont été obtenus et lacaractérisation par IRTF
confirme leurs encapsulations. Le dosage des composés phénoliques montre l’amélioration de
leur stabilité.
Mots clés : Thé, polyphénols, DPPH,encapsulation, PLA,doubleémulsion.

Abstract
The present work deals with the study of the microencapsulation of green tea extracts

in poly (lacticacid) using the double emulsion solvent evaporation method. The first part, after
the extraction step of phenolic compounds, biologicals activities and assays of polyphenols,
flavonoid, tannins were performed. The quantitative results revealed the presence of higher
quantities of polyphenols than the other compounds (flavonoid, tannins) in the green
teaextract. The study of antioxidant activity of green teaextract by DPPH and PR radical
scavenging method showed a significant percentage (57.17%; 53.51). HPLC analysis showed
the presence of caffeic and coumaricacids.

The second part is devoted to the optimization of the parameters of the encapsulation
of green tea extracts polyphenols in the PLA matrix by the factorial design method.Significant
encapsulation efficiency were obtained and FTIR characterization confirms their
encapsulations. Encapsulated phenolic compound shows the improvement of their stability.

Keywords: Tea, polyphenols, DPPH, encapsulation, PLA, double emulsion.

الملخص

باستخدام طریقة )حمض اللاكتیك(یتناول العمل الحالي دراسة الكبسلة الدقیقة لمستخلصات الشاي الأخضر في بولي 
تم إجراء الأنشطة الجزء الأول ، بعد خطوة استخلاص المركبات الفینولیة ،.المستحلب المزدوج لتبخیر المذیبات

أظھرت النتائج الكمیة وجود كمیات أعلى من مادة البولیفینول .البیولوجیة وفحوصات البولیفینولوالفلافونوید والعفص
أظھرت دراسة الفعالیة المضادة للأكسدة .في مستخلص الشاي الأخضر)الفلافونوید والعفص(مقارنة بالمقایسات الأخرى 

ستخدام طریقة لمستخلص الشاي الأخضر با DPPH و PR طریقة الكسح الجذري نسبة معنویة في مستخلص الشاي
أظھر تحلیل ).53.51٪ ؛ 57.17( HPLC .وجود أحماض الكافیین والكوماریك

بواسطة PLAالجزء الثاني مخصص لتحسین معاملات تغلیف البولیفینول لمستخلصات الشاي الأخضر في مصفوفة 
تم الحصول على معدلات تغلیف كبیرة وتوصیف .طریقة التصمیم العامل FTIR یظُھر فحص المركبات .یؤكد تغلیفھا

.الفینولیة تحسناً في ثباتھا

، تغلیف ، DPPHشاي ،بولیفینول ،  PLA .، مستحلب مزدوج:الكلمات المفتاحیة
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