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RESUME

Le présent travail traite de l'utilisation de I'extraction par fluide supercritique pour obtenir
des huiles a partir de deux plantes naturelles locales choisies, a savoir les graines de
Peganum harmala et de Plantago ovata. Le procédé d'extraction a été réalisé dans
différentes conditions expérimentales de pression, de température et de granulométrie. En
utilisant Box Behnken, le rendement optimal en graines de Peganum harmala a été de
15.001 % a 300 bars, 55 °C et une granulométrie de 0.5 mm, alors que pour les graines de
Plantago ovata, il a été de 11.109% a 240 bar, 60°C et granulométrie 0.25mm. Les activités
biologiques (antioxydante, antibactérienne et antifongique) de ces extraits ont également
été évaluées. Le piégeur de radicaux DPPH a été utilisé pour évaluer I'activité antioxydante.
Les valeurs optimales pour I'IC50 et le TPC ont été de 172.99 pg/mL et 79.04 mg GAE/g
E, respectivement a une pression d'extraction de 100 bar, une température de 35°C et une
granulométrie de 0.9 mm. Cependant pour le TFC, une valeur optimale de 7.10 mg QE/g
E a été obtenue a une pression de 170.7 bar mais toujours a une température et une
granulométrie de 35°C et 0.9 mm, respectivement, alors qu'aucune activité n'a été
enregistrée pour les graines de Plantago ovata, contrairement aux extraits obtenus par
extraction Soxhlet au méthanol, ou les résultats ont été estimés a 90 mg/ml et 35 mg/mi
pour les graines de Peganum harmala et Plantago ovata, respectivement. Quant a l'activité
antibactérienne, la capacité de 15 extraits de graines de Peganum harmala et de 15 extraits
de Plantago ovata, a stabiliser 4 types de bactéries en plus de la levure candidate, a été
testée. Quant a l'activité antifongique, sept champignons ont été testés. Des résultats
différents ont été obtenus selon les bactéries et les champignons utilisés. De plus, les
différents résultats ont été liés aux conditions expérimentales adoptées. Les résultats
obtenus par extraction Soxhlet ont été bien meilleurs que ceux extraits par le dioxyde de
carbone supercritique, malgré les avantages apportés par ce dernier. Cet inconvénient a
encouragé le développement d'une stratégie de conception moléculaire des fluides
supercritiques, utilisant le concept de contribution de groupe. Cing nouveaux fluides
supercritiques (CF4, CFsCFs, CFsCHs, CH2NCFs et CF3sCF.CHs), ont été testes et ont
montré de bien meilleures solubilités de deux solutés choisis (Climbazole, Irgacure)par
rapport a celles dans le CO2 supercritique a des plages de pression et de température
données, contrairement a un troisieme soluté (Triclocarbon ) ou seul le CF3CF2CHs
proposé a montré légerement une meilleure solubilité que dans le CO2 supercritique. Enfin
une autre approche a été proposée pour optimiser la composition de I'extraction en fonction
d'un composé particulier directement lié a une activité de propriété ciblée particuliére. Cela
reste a affiner pour aboutir a un outil important pour I'obtention d'extraits sur mesure.

Mots clés : CO> supercritique ; Peganum harmala; Plantago ovata ; Activités biologiques;
méthode de contribution de groupe ; Equation d’état.
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ABSTRACT

The present work deals with the use of the supercritical fluid extraction to obtain oils from two
chosen local natural plants, namely seeds of Peganum harmala and Plantago ovata. The
extraction process was carried out under different experimental conditions of pressure,
temperature and grain size. Using Box Behnken, the optimum seed yield of Peganum harmala
was 15.001% at 300 bar, 55°C and a grain size of 0.5 mm, whereas for Plantago ovata seeds,
it was 11.109% at 240 bar, 60°C and 0.25 grain size with.

The biological activities (antioxidant, antibacterial and antifungal) of these extracts were also
evaluated. DPPH radical scavenger was used to assess the antioxidant activity. The optimal
values for the IC50 and the TPC were 172.99 ug/mL and 79.04 mg GAE/g E, respectively at
an extraction pressure of 100 bar, a temperature of 35°C and a particle size of 0.9 mm. However
for the TFC, an optimal value of 7.10 mg QE/g E was obtained at a pressure of 170.7 bar but
still at a temperature and a particle size of 35°C and 0.9 mm, respectively, while no activity
was recorded for the seeds of Plantago ovata, in contrast to extracts obtained by means of
Soxhlet extraction using methanol, where the results were estimated at 90 mg/ml and 35 mg/ml
for the seeds of Peganum harmala and Plantago ovata, respectively. As for the antibacterial
activity, the ability of 15 Peganum harmala seed and 15 Plantago ovata plant extracts to
stabilize 4 types of bacteria in addition to the candidate yeast was tested. As for antifungal
activity, seven mushrooms were tested. Different results were obtained depending on the
bacteria and the used fungi. Moreover the different results were related to the adopted
experimental conditions. The results obtained by Soxhlet extraction were much better than
those extracted by supercritical carbon dioxide, despite the advantages brought by supercritical
carbon dioxide. This drawback encouraged the development of a molecular design strategy of
supercritical fluids, using the group contribution concept. New five supercritical fluids (CF4,
CF3CF3, CF3CH3, CH2NCF3 and CF3CF2.CHj3), were tested and showed much better solubilities
of two chosen solutes (Climbazole, Irgacure) in supercritical CO2 at given ranges of pressure
and temperature, contrary to a third solute (Triclocarbon) where only the proposed CF;CF,CH3
was slightly better than supercritical COx.

Finally another approach was proposed to optimize the composition of the extraction according
to a particular compound directly related to a particular targeted activity of property. This
remains to be refined further to end up with an important tool for the obtention extracts to
measure.

Keywords: supercritical CO2; Peganum harmala; Plantago ovata; Biological activities; group
contribution method; State equation.
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Introduction générale

Introduction générale

De nos jours, il est bien clair que les médicaments les plus utilisés pour contrer les
effets de maladies graves telles que le cancer, les rhumatismes, les grippes, etc. sont a base
de plantes naturelles. Ceci est en grande partie d0 a I’incapacité de la chimie a assurer une
couverture totale par rapport aux médicaments conventionnels, la baisse d’efficacités
thérapeutiques de ces derniers, les effets secondaires nuisibles pouvant étre induits, etc. Ceci

n’est qu’un seul argument parmi d’autres pour souligner I’'importance des plantes naturelles.

De grandes variétés de plantes dépendant de la nature des sols et de la diversité des
climats, sont présentes a I’échelle planétaire. Certaines plantes sont méme méconnues, ne
portant aucun nom, et carrément inexploitées, alors que selon les statistiques des organismes
internationaux spécialisés, le domaine des plantes naturelles qu’elles soient aromatiques ou
médicinales, connait une progression importante et ce depuis plus d’une vingtaine d’années
avec une demande dépassant les 10% annuellement. Par conséquent tous ces facteurs ne
peuvent qu’attirer I’attention quant a I’importance de ces plantes naturelles qui doivent étre
considérées comme des sources potentielles et inépuisables de substances telles que les
huiles essentielles ou végétales dont la contribution a certains secteurs sensibles comme ceux
des industries alimentaires, pharmaceutiques, parapharmaceutiques, cosmétiques, etc. n’est

pas a démontrer.

En effet de nombreuses plantes ont été utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques,
essentiellement dues a leurs métabolites secondaires: composés phénoliques, huiles
essentielles, tanins, terpénoides, alcaloides, flavonoides, etc. Parmi ces métabolites, les
composés phénoliques présentent un large éventail d'activités biologiques: antioxydant,
antibactérien, anti-inflammatoire, cardioprotecteur, vasodilatateur, etc., d’ou I’intérét
croissant pour les produits végétaux contenant ces composants phénoliques, car ils peuvent
protéger l'organisme des dommages causés par le stress oxydatif et des maladies
cardiovasculaires et le cancer. Par conséquent les plantes sont donc une source importante

d'activités biologiques (antioxydant, antibactérienne et antifongique), et la plupart sont

(1]
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efficaces contre divers organismes, y compris les champignons, les levures, les bactéries, les

insectes, les nématodes, etc.

La valorisation de ce grand potentiel des plantes naturelles n’a pas pu étre concrétisée
d’une maniére importante de par le fait que ce sont les techniques traditionnelles telles que
I'hydrodistillation, extraction par Soxhlet, etc. qui sont les plus utilisées pour 1’extraction de
substances bioactives. Ces derniéres sont limitées et peu rentables, consomment beaucoup
de solvants, des temps d’extraction assez importants, etc. d’ou la nécessité de développer
des techniques d'extraction non conventionnelles comme celles basées sur la technologie des

fluides supercritiques, utilisant principalement du dioxyde de carbone.

En effet les procédés d'extraction par fluides supercritiques sont basés sur I'une des
technologies innovantes les plus populaires qui atténue dans une grande mesure les
contraintes citées ci-dessus. Ces procédés peuvent étre tres prometteurs en termes de
rendement, d'interaction avec l'environnement et de qualité des extraits, avec l'avantage de
valoriser le COg, évitant ainsi son rejet dans I'atmosphére pour prévenir les problémes connus
de changement climatique, fournissant un procédé clé «vert» pour les domaines sensibles
comme le cosmétique, la pharmacie et l'agro-alimentaire, surtout que ces procédés ont
généralement un facteur environnemental trés élevé (quantité de déchets/quantités de

produits).

Une des applications qui est devenue assez importante dans des secteurs industriels
assez sensibles comme ceux des industries pharmaceutiques et agroalimentaires est
I’extraction a fluide supercritique, principalement le CO>. Ceci a été surtout encouragé par
le fait que I'usage de solvants comme dans les cas d’extractions conventionnelles est
carrément évité d’ou I’¢limination des conséquences dangereuses surtout sur la santé

publique pour le cas des produits pharmaceutiques et agroalimentaires.

Certes il est clairement établi que le CO> présente des avantages indiscutables comme
son abondance, ses propriétés critiques pas élevées, son impact vis-a-vis de I’environnement,
etc. Cependant il présente certains désavantages comme le fait qu’il soit non polaire et
nécessite dans ce cas 'utilisation d’un co-solvant pour I’extraction de composés polaires.
Aussi des fluides ayant des températures et pressions critiques pas trop élevées et inférieures
méme a celles du CO2 pour le cas des systemes trés sensibles a la température (thermolabiles)

sont aussi des cas fréquents et donc il serait trés utile de proposer et développer une méthode

(2]
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de conception de composés agissant comme solvants adéquats avec des propriétés critiques

bien inférieures a celles du COa,.

Par conséquent se basant sur ces deux points, I’exploration de nouveaux fluides pris
a I’état supercritique peut étre considérée comme un challenge assez intéressant, d’ou sa

considération dans la présente étude.

Dans ce travail, I'extraction par CO. supercritique a été utilisée pour 1’obtention de
substances bioactives a partir de deux plantes naturelles : Peganum harmala et Plantago
ovata, qui ont été choisies de par I’importance thérapeutique des extraits obtenus.

Le manuscrit qui présente tout le travail accompli dans le cadre de cette thése, a été

organisé en cing chapitres comme suit:

Le premier chapitre présente une synthése bibliographique mettant I'accent sur
I'extraction supercritique des huiles végeétales a I'aide de dioxyde de carbone supercritique,
leurs propriétés et leurs utilisations. Ce chapitre présente aussi une description géenérale des
plantes étudiées, les graines de Peganum harmala et Plantago ovata, incluant leur

description botanique, la localisation de leurs sources et leurs utilisations et applications.

Dans le deuxieme chapitre, les aspects thermodynamiques de I'équilibre solide-
liquide a haute pression ont été présentés. Ce chapitre est directement lié a I'objectif principal
de cette thése: proposition et test d’'une méthode de conception moléculaire de nouveaux

fluides sur la base du concept de contribution de groupes.

Le troisieme chapitre, sont présentés les aspects théoriques des activités biologiques,

en particulier les composés bioactifs, plus précisément les composés phénoliques.

Le chapitre 4 détaille la méthodologie de réalisation des travaux expérimentaux,

matériels manipulés, et protocoles opératoires appliqués.

Le dernier chapitre résume tous les résultats obtenus ainsi que leurs discussions. Par
souci de clarté, ces résultats sont présentés en trois grandes parties. La premiere partie
contient les résultats de I'extraction au CO> supercritique et la comparaison avec I'extraction
par Soxhlet. Une procedure d'optimisation a été realisée pour optimiser le rendement
d'extraction et la teneur en polyphénols en fonction des conditions opératoires. La deuxieme
partie concerne surtout les comparaisons entre les résultats des activités biologiques (activité
antioxydante, antibactérienne, antifongique) et les parametres opératoires sur l'inhibition.

Finalement, La troisiéme partie englobe les résultats de modélisation. Les nouveaux fluides

(3]
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générés par la stratégie de conception sont testés a 1’état supercritique, comme substituts au
COo. Apriori différentes méthodes de prédiction des propriétés physiques (propriétés
critiques, facteur acentrique, pression de saturation, etc.) de certains composés des extraits
obtenus nécessaires ont aussi €té testées afin d’identifier la plus précise pour étre utilisée

dans le calcul des équilibres solide-liquide impliqués.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale, récapitulant les différents
résultats obtenus ainsi que les perspectives possibles qui permettront de développer ce

travail.

(4]



CHAPITRE |
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre I : Synthése bibliographique

1.1 Introduction

Ce chapitre est organisé en deux parties ou la premiére concerne certains procédés
d’extraction de composés bioactifs. Ces derniers sont d’un grand intérét notamment dans les
industries pharmaceutiques, parapharmaceutiques, cosmétiques et agroalimentaires, pouvant
étre des substituts aux composés synthétiques. Dans cette partie une attention particuliere est
accordée a l'extraction par fluide supercritique d’huiles a partir quelques plantes naturelles
locales. Dans cette partie une présentation des fluides supercritiques ainsi que leurs
propriétés, caractéristiques et applications, sont aussi données, citant quelques travaux assez
récents rapportés dans la littérature et qui concernent I’extraction par CO2 supercritique,
d’huiles essentielles ou végétales a partir de certaines plantes naturelles. Ceci permettra de

bien voir I’influence des conditions opératoires sur un tel procédé.

La deuxiéme partie est plutét consacrée a la présentation des plantes sélectionnées
dans le cadre de la présente étude et qui sont: Peganum harmala et Plantago ovata. Une idée
est donnée sur leur disponibilité, leur utilité, leurs applications potentielles par rapport aux

secteurs sensibles pharmaceutiques et agroalimentaires, etc.

1.2 Techniques d’extraction

Il existe plusieurs techniques d’extraction des composés a haute valeur ajoutée, tels
que les composés bioactifs le plus souvent présents dans les plantes naturelles. Généralement

ces techniques sont considérées comme conventionnelles.

Parmi les nombreuses techniques d’extraction dites conventionnelles et considérées
comme étant les plus anciennes et les plus utilisées, I’extraction par solvant, par hydro

distillation ou par entrainement a la vapeur, peuvent étre citées.
1.2.1 Procédés conventionnels

Ces procédes sont décrits en détails dans la littérature. Il serait peut-étre utile d’en

discuter certains assez courants, comme Suit:
A. Hydrodistillation

C’est I’une des méthodes la plus simple et la plus ancienne mais qui est assez utilisée
méme actuellement pour I’extraction des huiles essentielles a partir de mati¢res seches. Le
procédé est montré par la figure 1.1 ci-dessous et il est assez simple et consiste tout
simplement a plonger de la matiére végétale directement dans un ballon rempli d’eau a

ébullition sous pression atmosphérique.
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La chaleur fournie engendre un éclatement des cellules végetales et donc une
libération de molécules odorantes qui y sont renfermées. Le mélange obtenu est condensé
dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par différence de densité,

d’ou une phase aqueuse et une autre contenant 1’huile essentielle.

Le procédé¢ d’hydrodistillation peut durer plusieurs heures selon les moyens matériels
utilisés et la matiére végétale a traiter. Ces deux facteurs deux influent non seulement sur le

rendement mais également sur la composition de I’extrait.

Systéme d'eau

pour refroidissement 7 /— Condenseur
o o
Ataern

Systéme de
cohobage

Matiére végétale

Ballon — + eau

¢——————— Chauffe ballon

Figure 1.1 : Appareil d'extraction des huiles essentielles type Clavenger[1].

B. Extraction par solvants organiques (Soxhlet)

C’est une technique assez classique pour 1’extraction solide-liquide dont le procédé
est montré par la figure (1.2) ci-dessous. Elle est utilisée dans les cas ou les solvants sont
autres que 1’eau et ont un pouvoir d’extraction plus élevé que cette dernicre si bien que les
extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils, mais également un bon

nombre de composés non volatils tels que des pigments, des acides gras, des cires, etc.

Les inconvénients les plus significatifs de cette technique par rapport a d’autres
conventionnelles résident surtout dans la nature du procédé lui-méme. En effet les solvants
utilisés en grandes quantités sont assez dangereux pour I’homme et pour I’environnement,
en plus de la durée d’extraction assez importante sans garantie de performance et donc
économiquement ceci pourrait conduire inévitablement a des pertes. Aussi le fait que les
échantillons soient portés a haute température pendant une période relativement importante,
constitue un risque de thermo-degradation de certains composés particulierement si la

matiére végeétale contient des composés thermolabiles.

(6]
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Figure 1.2 : Schéma de I’extracteur Soxhlet[2].

1.2.2 Procédés innovants

De nouvelles techniques respectant le concept et les principes d’extraction verte se
sont développées justement pour pallier aux inconvénients des techniques traditionnelles
d’extraction. Elles offrent ainsi de nombreux avantages tels que: une réduction du temps
d’extraction, une diminution de la consommation d’énergie, une utilisation de petites

quantités ou absence de solvant, etc.

Les procédés suivants sont parmi les plus courants actuellement et sont décrits brievement

comme suit:
A. Extraction assistée par micro-onde

Cette technique est aussi une alternative aux méthodes d’extraction conventionnelles.
Elle consiste a irradier par micro-ondes de la matiére végétale sans ou en présence d’un
solvant, absorbant fortement les micro-ondes. Elle utilise de petites quantités de solvant,

n’est pas coliteuse et est considérablement rapide.
B. Extraction par fluide supercritique

Actuellement les fluides supercritiques sont considéres des substituts aux solvants

organiques, pour des procedés séparatifs, particulierement ceux basés sur 1I’extraction.

Par conséquent I’extraction par fluide supercritique a remplacé différentes techniques
classiques d’extraction liquide-solide [3] telles que celles basées sur les procedeés de
maceération, percolation, lixiviation, extraction accélérée par solvant, etc. En effet, ces

derniers possédent un certain nombre d’inconvénients tant au niveau de la toxicité des

(7]
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solvants, de la durée de I’opération, du coft, etc, que de la pollution de I’environnement. Par
contre 1’extraction par fluide supercritique peut apporter une amélioration nette du
rendement d’extraction et compte tenu de la sélectivité du fluide supercritique, une
amélioration tout aussi significative de la pureté de 1’extrait. L'extraction sur de la matiére solide
est l'application la plus développée, dont la plupart des installations industrielles se trouvent dans le
secteur des industries agroalimentaires. Parmi les applications les plus connues sont celles de
I'extraction de la caféine du café [4] des arbmes comme la baie rose, le gingembre, la vanille,
etc. Cette technologie a été également appliquée a I’industrie du tabac qui élimine la nicotine
de la cigarette, des caroténoides de la carotte du paprika, ou encore des polyphenols du vin,
du thé ou des agrumes, les aromes du poivre, etc. Il faut cependant noter lI'importance
croissante des applications dans les industries pharmaceutiques telles que 1’extraction ou la
purification de principes actifs, 1’élimination de solvants résiduels, etc. et aussi des

applications de traitement des sols pollués par des produits toxiques peu biodégradables.
1.3  Fluides supercritiques
1.3.1 Historique

La notion de fluide supercritique est apparue au XIX®™ siécle [5]. En effet en 1822
Le physicien Baron Cagnard de Latour découvrit le point critique d’un corps pur en réalisant
une expérience qui consista a placer une bille métallique dans une enceinte fermée et remplie
d’alcool. A partir d’une certaine température, il observa que ’interface liquide-gaz disparut

et que la bille peut se déplacer quasiment sans résistance [6].

En 1870, Thomas Andrews confirma I’existence de cette température critique lors de

ses travaux sur les transformations du CO2[6].

Ces decouvertes motiverent la recherche sur les fluides qui finalement, vraiment

débuterent dans les années 1930 et leurs applications sont arriverent dans I’industrie dans les

années 1960 [4].
1.3.2 Définition

Un corps pur peut se trouver sous 1’un des trois états physiques de la matiére: solide,
liquide et gazeux, comme montré sur le diagramme de phases de la figure (1.3), qui présente
ces différents états de la matiere en fonction de la pression et de la température [7] et ou les
trois regions correspondantes sont délimitées par les courbes d’équilibre (solide-gazeux,

solide-liquide et liquide-gazeux) [7].

(8]
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La courbe de vaporisation (liquide-gaz) présente un point d’arrét appelé point
critique, au-dela de ce point, le fluide est dit supercritique [8,9] et est caractérisé par la

disparition de I’interface séparant les états liquide et gazeux [10].
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Figure 1.3 : Diagramme de phases d'un corps pur[11].

A titre d’exemple, le tableau suivant montre les coordonnées critiques des fluides le

plus couramment utilisé [12]:

Tableau 1.1 : Température et pression critiques de fluides courants[12].

Type de fluide Nom Tc, K | Pc, MPa
Dioxyde de carbone | 304.2 7.38
Azote 126.2 3.39
Argon 150.8 4.87
Oxyde nitreux 309.6 7.24
Inorganique Ammoniac 405.6 | 11.28
Hexafluorure de soufre | 318.7 3.76
Fréon 13 302.1 3.92
Fréon 23 299.1 4.84
Eau 647.1 | 22.05
Méthane 190.5 4.60
Ethane 305.4 | 4.88
Ethyléne 282.3 | 5.04
Propane 369.8 4.25
Butane 425.2 3.80
Hydrocarbures Isobutane 408.2 3.65
Pentane 469.7 3.37
Méthyle cyclohexane | 572.2 3.47
Tetralin 716 .4 3.40
Benzéne 562.2 4.90
Toluene 591.8 4.10
Méthanol 512.6 8.09
Composés oxygénés Ethanol 513.9 6.14
Propanol 536.8 5.17
Isopropanol 508.3 4.76
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Butanol 563.0 4.42
Isobutanol 547 .8 4.30
p-Cresol 704.6 5.16
Tetrahydrofuran 540.1 5.19
Acétone 508.1 4.70
Ethyle Acétate 523.2 | 3.83
Ethyle Ether 466.7 | 3.64
Pyridine 620.0 5.63
Composés azotés Méthyle an_1ine 430.0 7.46
Ethyle amine 456.0 5.62
Diméthyle amine 437.6 5.31

Le dioxyde de carbone est parmi les fluides le plus couramment utilisé¢ a 1’état
supercritique. Ceci est justifié par de nombreux avantages qui ont motive son utilisation a
I’échelle industrielle dans de nombreux domaines tels que pharmaceutiques, cosmétiques et
agro-alimentaires. C’est un solvant adéquat pour les molécules apolaires ou peu polaires tels
que les lipides, le cholestérol, les aldéhydes, les éthers, les esters et les cétones, etc. Par
contre les groupes de poids moléculaire élevé ou polaires tels que les groupes hydroxyle,
carboxyle, les sucres, polysaccharides, acides aminés, protéines, phosphatides, glycosides,
sels inorganiques, etc. sont relativement insolubles dans le dioxyde de carbone dense [7]. Il
est relativement inerte, non couteux, non toxique, recyclable et ininflammable. Il a des
propriétés critiques pas élevées (pression critique = 73.8 bar ; température critique =
31.2°C) et facilement accessibles[10] ce qui en fait un fluide assez approprié pour
I'extraction de composés volatils ou thermolabiles [10]. Il est aussi possible de modifier et
améliorer la sélectivité et la solubilité de ces composés polaires dans le dioxyde de carbone

par simple ajout de co-solvants polaires.
1.3.3 Propriétés physico-chimiques

Les fluides supercritiques sont a la fois denses et compressibles puisqu’ils présentent
des propriétés thermodynamiques intermédiaires entre celles des liquides et des gaz. Ainsi,
ils ont une densité voisine de celle d’un liquide leur conférant ainsi un bon pouvoir solvant
et en termes de transfert de matiére, ils possedent des caractéristiques proches de celles des

gaz telles que la viscosité [10, 13].

Les fluides supercritiques ont la caractéristique d’avoir des propriétés ajustables non
seulement par la température mais aussi par la pression, ce qui en fait des solvants a

« géométrie variable ».

Le transfert de matiére dépend de la solubilité du soluté dans le solvant ou

géneralement la température et la pression ont une grande influence.

[10]
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Pour un fluide supercritique a pression constante, 1’¢lévation de la température
engendre une diminution de la masse volumique, du pouvoir solvant et donc de la solubilité
[13]. Cependant pour des valeurs assez élevées de la pression, une élévation de la
température peut engendrer une meilleure solubilité du soluté dans le fluide supercritique.
Par conséquent les effets de la température et la pression sont régis par un rapport de force

entre le pouvoir solvant et la pression de vapeur du soluté [12,13].
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Figure 1.4 : Evolution de la masse volumique du CO2 en fonction de la pression pour
différentes températures[11].

Une faible valeur de la viscosité dynamique favorise le transfert de matiere car elle
permet une meilleure pénétration et mobilité du fluide dans le milieu Figure (1.5) montre
I’évolution de la viscosité dynamique du CO2 en fonction de la pression et de la température.
L’augmentation de la pression a une température constante entraine une augmentation de la
viscosité dynamique. Par ailleurs, a une pression constante, lorsque la température augmente,

cela implique une diminution de la viscosité dynamique
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Figure 1.5 : Evolution avec la température de la viscosité dynamique et de la masse
volumique, a 80 et 100 bars : a)[12] ; b)[1].

Le transfert de matiére dépend également du coefficient de diffusion. Il augmente

avec la température mais diminue lorsque la pression augmente.

En raison de leur faible viscosité dynamique et de leur diffusivité plus élevée que
celle des liquides, les fluides supercritiques présentent un grand intérét pour les applications
telles que I’extraction ou fractionnement, les traitements de solides (nettoyage,

imprégnation, micronisation, etc.), la synthése organique, la chromatographie, etc.

Un autre moyen d’agir sur la solubilit¢ d’un composé dans un fluide supercritique
consiste en 1’ajout d’un co-solvant, aussi appelé modificateur. L’objectif de I’utilisation d’un
co-solvant est d’améliorer la solubilité des composés en conférant une certaine polarité au
solvant supercritique seulement. L’influence du co-solvant sur la solubilité d’un soluté dans
le fluide supercritique permettra de travailler avec des conditions opératoires de température

et de pression modérées diminuant I’apport d’énergie nécessaire.

En résumé, le fluide supercritique posséde plusieurs propriétés favorables

comparativement a un liquide conventionnel dont les plus importantes sont les suivantes [7]:

Un grand coefficient de diffusion et absence de tension de surface;
Une faible viscosité;
Une masse volumique importante;

Une vitesse de dissolution importante;

o r w0 DN

Une solubilité manipulable par variation de la température ou la pression, facilitant

la récupération de la substance dissoute;

[12]
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6. Des propriétés physiques ajustables par simple changement de pression et/ou de

température.

Par conséquent il peut facilement étre constaté que les fluides supercritiques
montrent des propriétés trés importantes pouvant étre exploitées par un grand nombre de
procédés. Cependant il est doit étre souligné que le CO2 supercritique est le fluide le plus
fréqguemment utilisé et donc il est peut-étre utile de discuter brievement les facteurs motivant

son utilisation.
1.3.4 Le COz2 supercritique

La quasi majorité des procédés d’extraction a fluide supercritique utilise le dioxyde
de carbone. Ce choix est essentiellement guidé par plusieurs facteurs dont les plus importants

sont les suivants:

o Des propriétes critiques relativement pas tres élevees avec une température et une
pression de 31.1°C et de 73.8 bar, respectivement, ce qui en fait un fluide assez
adéquat pour des systéemes sensibles surtout a la température (thermolabiles) et qui
sont assez courants dans les industries sensibles telles que pharmaceutiques et
agroalimentaires.

o Des propriétés physiques trés intéressantes point de vue environnement et aussi
santé. En effet il n’est pas toxique, non-inflammable, ne présente pas de risques
d’explosion, inerte, inodore, etc.

e Aspects économiques: il est assez abondant naturellement et par émissions de
certaines industries comme celles du ciment, de la synthese de I’ammoniac, etc. 1l

n’est pas aussi coliteux et peut facilement étre considéré comme un solvant ‘vert’.
1.3.5 Application des fluides supercritiques

Les propriétés des fluides supercritiques énumérées ci-dessus peuvent étre exploitées
positivement pour certaines applications ou procédés, particulierement 1’extraction a fluide
supercritique, non conventionnelle qui est I’objet de la présente étude. Les applications les
plus importantes exploitent surtout le fait que la diffusivité et la masse volumique soient

assez élevées et que la viscosité et la tension de surface soient assez faibles [5].

Un avantage non négligeable pouvant étre exploité par des applications basées sur
I’extraction a fluides supercritiques est celui de la flexibilité des procédés correspondants

par rapport a ceux conventionnels. Ceci est d0 a la possibilité de contréler le pouvoir solvant

[13]
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et donc la sélectivité du fluide supercritique en manipulant les conditions de température et
pression [7]. La possibilité aussi d’¢liminer totalement le fluide supercritique aprés
extraction par simple détente, permet d’avoir des extraits trés purs, contrairement aux soucis
d’¢élimination des traces de solvant organiques toxiques lors des procédés classiques. Ces
atouts permettent d’obtenir des composés peu courants avec des caractéristiques ayant un
impact trés faible sur I’environnement, la santé et la sécurité ainsi qu’une faible

consommation d’énergie.

Toutefois il faut noter que la technologie des fluides supercritiques est considéree
comme assez couteuse en raison des investissements importants liés aux équipements.
Cependant le développement des procédés utilisant des fluides supercritiques avec certaines
modifications a fait que les investissements soient maintenant amortis & moyens et méme a

court termes.

Actuellement la technologie des fluides supercritiques est de plus en plus adoptée
par I’industrie, impliquant plusieurs procédés tels que 1’extraction, le fractionnement, la
chromatographie, la cristallisation, la micronisation, 1’imprégnation, etc. Ils sont aussi
utilisés comme milieu réactionnel, en particulier pour 1’hydrogénation, la synthése de

composés pharmaceutiques, ou comme milieu de stérilisation ou de nettoyage.

Cette technique peut également étre adoptée pour le traitement et la valorisation les
déchets issus du procédé d’extraction par fluide supercritique. A titre d’exemples les déchets
toxiques, tels que les PCB ou les déchets radioactifs, peuvent étre traités par oxydation a eau
ou CO- supercritiques; la décontamination des sols peut aussi étre menee efficacement par

utilisation de fluides supercritiques.
A. Applications alimentaires, nutraceutiques et cosmetiques

La technologie des fluides supercritiques est désormais 1’un des principaux outils de
traitements des ingrédients alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. Elle permet de
développer des produits a haute valeur ajoutée dotés de nouvelles propriétés. De plus, les
compléments alimentaires et nutraceutiques conservent leur caractére naturel alors que les

produits phytopharmaceutiques préservent surtout un caractere plutét chimique.

Dans la littérature, plusieurs procédés a fluides sont décrits et qui impliquent surtout
des composés issus des secteurs agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques, tels qu’a

titre d’exemples:

[14]
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e Les agents de texture et les agents moléculaires amphiphiles, les principes actifs, les
vitamines ou antioxydants de végétaux, pigments;

e Les lipides polaires de céréales;

e L’¢limination des pesticides sans détruire les propriétés des végétaux;

o Les Aromes et parfums de qualité supérieure (vanille, jasmin ...);

e Le séchage des aliments pour une conservation de qualité;

e La décontamination des aliments;
B. Santé et application pharmaceutique

Le secteur de la santé peut également étre un grand utilisateur des fluides
supercritiques surtout en ce qui concerne les procédés d’extraction des principes actifs
d’origine naturelle ou synthétique, ainsi que leur purification. A titre d’exemples les

applications a caractére pharmaceutique, suivantes peuvent étre citées:

e Extraction et purification d’extraits a partir de plantes médicinales;

e Elimination des solvants résiduels contenus dans des drogues synthétiques
(antibiotiques) ;

e Elimination des monoméres ou autres polluants toxigques contenus dans les biomatériaux
(polymeéres, protheses et implants), les produits cosmétiques, etc. Les fluides
supercritiques offrent aussi la possibilité de stériliser les dispositifs médicaux.

e Micronisation pour générer des particules de tailles tres petites. C’est une autre
application assez importante;

e Chromatographie ou la phase mobile est le fluide supercritique qui percole la phase
stationnaire solide sous I’effet d’un gradient de pression. La chromatographie avec fluide
supercritique est plus rapide que la chromatographie en phase liquide. Les pics générés
sont plus étroits car la diffusion est plus rapide, la viscosité plus faible et une perte de

pression amortie.
1.4 Revue de ’extraction supercritique

Comme déja mentionné ci-dessus l'utilisation des fluides supercritiques, notamment
le dioxyde de carbone, a recu une grande attention dans divers domaines (agroalimentaire,
médical, pharmaceutique, cosmétique, etc.), surtout pour le procédé d’extraction. Elle est
une alternative aux méthodes traditionnelles qui ont de nombreuses contraintes d’ordre

environnemental, sanitaire, opération du procédé, économique, etc. Ceci a été confirmé par
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les travaux de plusieurs chercheurs, basés sur des comparaisons de I’extraction a fluide

supercritique avec quelques techniques conventionnelles.

En effet Doneliane et al (2009) ont considéré I'extraction d'huile essentielle de
Patchouli. Cette huile est utilisée comme additif naturel pour I'aromatisation des aliments,
en plus d'étre une matiere premiére importante pour les industries de la parfumerie et du
cosmétique. Ils ont comparé les procédés d’extraction par CO; supercritique et par
distillation a la vapeur, en termes de rendement ou celui correspondant au procédé
supercritique (5.07%) a été nettement supérieur a celui par distillation a la vapeur. Ceci est
di au fait qu’avec ’extraction a fluide supercritique une optimisation des conditions
opératoires a donné des valeurs de 40°C et de 14 Mpa pour la température et la pression,

respectivement, d’ou le trés grand avantage de 1’extraction a fluide supercritique [14].

L'application de I'extraction au dioxyde de carbone supercritique a aussi été étudiée
par Bimakr et al. (2013) pour séparer des composeés précieux issus des graines de Benincasa
hispida [15]. Un travail d’optimisation par le biais de la méthodologie des surfaces de
réponses a donné des conditions optimales de 234.25 bars, 46°C et 95.05 min. pour la
pression, la température et le temps d’extraction dynamique, respectivement pour un

rendement d’extraction brute de 174.91 mg /g [15].

Les valeurs d’efficacité de différentes techniques respectueuses de lI'environnement,
notamment I'extraction assistée par ultrasons, l'extraction par dioxyde de carbone
supercritique et I'extraction de dioxyde de carbone supercritique combinée a la technique de
transfert de pression, ont été comparées pour la séparation de composés précieux issus de
graines de melon d'hiver (Benincasa hispida). Leurs résultats ont bien montré que la qualité
et la quantité des extraits dépendaient en grande partie de la technique d’extraction utilisée.
Par exemple des variations notables par rapport au rendement d'extraction brut, liées a
I'activité antioxydante, donc au contenu phénolique total de I'extrait de graines de Benincasa
hispida, ont été observées d’une technique d'extraction a 1’autre. Le rendement d'extraction
brut le plus élevé a été obtenu par extraction par Soxhlet mais avec une séparation plus faible
des composés bioactifs, car ils sont des composés thermosensibles et peuvent étre dégradés
au cours du procédé. Par contre, l'utilisation de I'extraction assistée par ultrasons, de
I'extraction par CO; supercritique et de I'extraction avec CO; supercritique combinée a la
technique de transfert de pression ont donné une réduction du rendement d'extraction brut

mais avec une meilleure qualité en termes de séparation de précieux composés bioactifs [15].

[16]
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Piggott et al. (1997) ont étudié différentes methodes d'extraction, notamment la
distillation a la vapeur d'eau, I'extraction au solvant, I'extraction au fluide supercritique et
I'extraction au CO; liquide pour obtenir I'huile volatile & partir de bois de santal australien
occidental. lls ont révélé que les rendements les plus élevés en matiére extractible et en

composés volatils totaux ont été obtenus avec I'extraction avec CO2 supercritique [16].

Des techniques ont été testées sur des larves de Musca domestica,
Spodopteralittoralis, Culex quinque fasciatus et Leptinotarsa decemlineata et sur des adultes
de M. domestica. La composition en composés volatils des extraits a été déterminée et
I'efficacité de I'extrait obtenu avec du CO> supercritique a 12 MPa et 8 50°C a été comparable
a celle de I'hydrodistillat et supérieure a celle des autres extraits, tandis que son rendement

d'extraction a été superieur de 73% a celui de I'hydrodistillat [17].

La solubilité de certains solides augmente considérablement dans le dioxyde de
carbone supercritique en ajoutant de petites quantités de divers co-solvants. Pour l'acide 2-
aminobenzoique, I'ajout de seulement 3.5% en moles de méthanol a augmenté la solubilité
de 62% [18].

Une étude paramétrique incluant des parametres tels que la taille des particules, la
température, la pression et le temps d'extraction a été menée concernant I'extraction au
dioxyde de carbone supercritique de beurre de cacao sous forme de graines de cacao afin de
déterminer les conditions optimales d'extraction dans des intervalles de température de 35
a 55 ° C, de pression de 5 a 20 MPa et une durée d'extraction de 2 a 8 heures I'efficacité
d'extraction a été de 5.2% suggérant que le CO2 pur n'est pas un solvant assez approprié pour
I'extraction du beurre de cacao dans la gamme de parametres étudiée et donc I'utilisation d'un
co-solvant ou d'un solvant pur a été suggérée. L'éthanol a été utilisé comme co-solvant de
2% a 10% en poids et I'efficacité d'extraction a augmenté jusqu'a un maximum de 16%, ce
qui est supérieur a celle du CO2 pur, mais pas suffisamment. En utilisant de I'éthanol pur

comme solvant, une efficacité d'extraction de 53% a été obtenue en une seule étape [19].

La qualité des extraits de plantes brésiliennes sélectionnées a été évaluee pour leur
activité antioxydante sur la base aussi d’une évaluation économique du procédé d’extraction
supercritique. Pour cela les rendements globaux de ces plantes ont été déterminés a 323 K
et 35 MPa en utilisant du CO2 pur et avec de I'éthanol (10%) comme modificateur. L'activité
antioxydante a éte déterminée par la capacité de liaison du DPPH a radicaux libres (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl). Le logiciel Super Pro designer 6.0 a été utilisé pour simuler le
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processus. Les résultats ont indiqué que tous les rendements globaux ont augmenté avec
I'utilisation d'éthanol en tant que co-solvant au lieu de CO2 pur pour obtenir des extraits
riches en d'antioxydants par extraction a fluide supercritique. Selon le processus de
simulation, tous les extraits obtenus avec I'addition de co-solvant ont présenté une valeur de
COM infeérieure[20].

Le lycopéne et I'a-carotene ont été extraits de déchets de pate de tomate a l'aide de
dioxyde de carbone supercritique Pour optimiser les résultats d'extraction par fluide
supercritique pour l'isolement du lycopéne et de 1'a-carotene, une expérience factorielle a été
réalisée. Les facteurs évalués ont été la température de I'extracteur (35, 45, 55 et 65 ° C), la
pression du fluide d'extraction (200, 250 et 300 bars), I'addition de cosolvant (5, 10 et 15%
d'éthanol), le temps d'extraction (1, 2 et 3 h) et le débit de CO- (2, 4 et 8 kg/h). Les quantités
totales de lycopéne et d'a-carotene dans les déchets, extraits et résidus de pate de tomate ont
été déterminées par HPLC. Un maximum de 53.93% de lycopene a été extrait par CO;
supercritique en 2 h (débit de CO2 4 kg/h) a 55°C et 300 bars, avec addition de 5% d'éthanol
en tant que co-solvant. La moitié¢ de 1'a-carotene initialement présente a été extraite en 2 h
(débit 4 kg/h), a 65°C et a 300 bars, également avec addition de 5% d'éthanol.

Des extractions en I'absence d'éthanol ont permis des récupérations de 20 et 40% de
lycopéne et d'a-caroténe, respectivement, tandis qu'une addition de 5% d'éthanol a entrainé
des récupérations de 50% pour les deux espéeces.

Les résultats présentés ici et les valeurs trouvées dans la littérature indiquent que des

pressions d'extraction jusqu'a 400 bars peuvent donner des rendements plus élevés[21].

Finalement le tableau suivant présente d’une maniere simplifiée quelques travaux
ayant €té réalisés en 2021 et 2022, concernant ’extraction d’huile a partir de plantes
naturelles, afin de bien voir quelques aspects pratiques du procédé d’extraction avec fluide
supercritique. Le tableau (1.2) montre aussi les capacités de cette technique et aussi
I’importance des résultats pouvant étre transposés a 1’échelle industrielle pour les secteurs

trés sensibles cités precédemment.

Tableau 1.2 : Travaux d’extraction d’huile a partir de plantes naturelles réalisées en 2021
et 2022.

(¢ A s 3) Thymus mastichina L[22]

Conditions

. P= 80 bar, T= 50 °C, m= 30 g (matiere séche ou fraiche)
0perat0|res

Rendement % 16.25 (fraiche), 3.02 (séche)

(18]
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e Comparaison des performances des extraits issus des matieres seches et

objectifs fraiches ;

e Additifs aromatisants pour les produits alimentaires.

e Antimicrobienne contre les agents pathogénes alimentaires courants ;
propriétés e Aromatisantes dans les aliments dl aux composés terpénoides (le thymol, le

carvacrol, le p-cyméne)

Observations

(#=J) Origanum vulgare L 2021[23]

Conditions
opératoires

Prétraitement aux micro-ondes a différentes puissances d'irradiation sur les
matériaux trempeés dans H-O et sur les matériaux secs,
T=40°C, P=200 bars, t=4 h

Rendement %

1.Brut: 3.39, P Enz?: 6.59 ; PAMw: 7.25 (2min, 360W);
2.P2MwP: 4.23 (2min, 800W), P3Mw: 1.65, (2min, < 360W).
@ Enzymatique

®Microwave

IAmélioration de l'efficacité d'extraction de la fraction lipophile de I'origan;
e Application et évaluation de l'impact des prétraitements micro-ondes et

objectifs . . .. .
enzymatiques sur le rendement d'extraction supercritique avec CO; et profil
chimique des extraits

e Pression de 200 bars pour diminuer I'extraction des cires ;
e Prétraitements avec micro-ondes et enzymatiques pour l’amélioration du
rendement et la qualité des extraits ;

propriétés e Prétraitement par micro-ondes plus efficaces et un temps plus court de par une

meilleure distribution de I’énergie au matériau ;
e Prétraitement enzymatique ne présente pas d'augmentation de température mais
un temps plus long.

Observations

L'origan représente une ressource naturelle trés importante largement utilisée
comme parfum dans l'industrie cosmétique et de la parfumerie. De plus, c'est I'une
des saveurs les plus couramment utilisées dans différentes cuisines. En plus d'étre
un ingrédient alimentaire, aromatique et cosmétique, l'application médicinale de
I'origan et de ses composés est trés importante et répandue en raison de ses activités
antimicrobiennes, antioxydantes, anticancéreuses et anti-inflammatoires.

e Extractions a 40 °C pour éviter la volatilisation et la décomposition des

composeés thermiquement instables.

(k) Schizochytrium sp (algues) 2021[24]

Conditions
opératoires

T=55-75°C, P = 42.5-55 MPa , Q=5 L/min ;
V (co-solvant) =1.25ml/min; T=30 min.

Rendement %

Les conditions optimales : P= 46.52 MPa, T=76.86 -C, 19.40 % de lipides et
41.17% de DHA. Avec I’éthanol comme co-solvant, des rendements de 20.65 %,
avec 41.12 % de DHA ont été atteints dans le méme temps. Le broyage en tant que
prétraitement a augmenté I'efficacité d'extraction de 30 a 76 %

I'objectif principal I'application de différents prétraitements et I'étude de I'influence

objectifs de parameétres opératoires (la pression et la température) sur les rendements en
lipides et la concentration en acide docosahexaénoique (DHA)
Schizochytrium est une source potentielle dacides gras polyinsaturés,
propriétes principalement du DHA qui a des effets significatifs sur la santé humaine, tels que

le développement de la fonction cérébrale et du systéme nerveux central chez les

[19]
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nourrissons et le maintien d'une fonction cérébrale normale chez les adultes, réduit
le développement de certains cancers, aide & prévenir des  maladies
cardiovasculaires, le diabéte de type Il et I'inflammation, etc.

Observations

Un prétraitement préalable, a montré une augmentation significative du rendement
en lipides sans affecter la teneur en DHA. Bien que l'ajout d'éthanol ait
considérablement augmenté les rendements en lipides lors de l'extraction avec des
fluides supercritiques, sa présence a diminué la solubilité des acides gras dans le
co2.

(geladl g il 498 3) Fleurs de Narcissus poeticus 2022 [25]

Conditions
opératoires

T =40°C, t=120 min, p [12-48 MPa] , EtOH = 5% a P=48 MPa

Rendement %

R [1.63 & 2.36 %] sans co-solvant ; avec co-solvant R= 3.12%

Evaluation des effets de la pression et de I'ajout de co-solvant dans I’extraction a

objectifs o N . . . -
J CO; supercritique a partir de fleurs de Narcissus Poeticus lyophilisées.
C’est source riche en produits pharmaceutiques potentiellement précieux, tels que
s les alcaloides galanthamine, lycorine, isoquinoléines narciclasine, pancratistatine,
propriétés

(E)-dihydronarciclasine, etc., efficaces pour le traitement de la maladie d'Alzheimer
et des maladies oncologiques

Observations

Les composés aromatiques constituent le groupe le plus important de composés
volatils dans les extraits de Narcissus Poeticus. Les extraits contiennent une grande
fraction de cires, qui ne sont pas souhaitables dans la production d'ingrédients
parfumés de qualité supérieure. Cependant, I'ajout d'un co-solvant éthanol a permis
de réduire le pourcentage d'alcanes supérieurs, tandis que la quantité d'aromatiques
récupérés a augmenté

(il 2 s=) Dipteryx alata vogel (baru) 2022[26]

Conditions
opératoires

m =18 g, t= 4h, Q= 3 mL/min, T = 50-70°C, P=10-30 MPa, Plan factoriel
fractionnaire (2*1)

Rendement %

Avec co-solvants polaires, R [4.16 a 31.06 g/100 g] ; Avec CO; supercritique pur R
[4.03 436.93 g/100 g]

Etude des effets de la pression, de la température, du type (alcool et/ou eau) et de la
concentration du cosolvant polaire sur le rendement d'extraction et la teneur en
tocophérol de I'huile de baru obtenue par extraction au CO, supercritique; Etude

objectifs aussi de l'effet de la température et de la pression sur le profil des composés
phytostérols, phénoliques et volatils dans I'huile lorsque H-O est utilisée comme co-
solvant.

propriétés Activité antioxydante

Observations

L'extraction des composés bioactifs dans I'nuile de baru a été améliorée par
I'utilisation de H»O dans le CO; supercritique et a été modulée par la température et
la pression dont des. plus basses ont favorisé 1'extraction d'un meilleur rapport y-/a-
tocophérol, en plus de conduire a des teneurs plus élevées en phytostérols et
composeés phénoliques

(8¢ Js>) Cocos nucifera Linn (Coco vierge) 2021[27]

Conditions
opeératoires

Extraction par Soxhlet: 10g dans 250 ml n-hexane ; t=6h

Extraction par CO- supercritique: m=60g, P =20 et 30 MPa, T [30,40 et 50°C], t
[1-1,5h]

Q=10 g/min

Rendement %

Rsoxnlet= 30.23%, R extraction a coz supercritique 28.84 % a 60°C et 300 bars

[20]
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Etude de la qualité de I'huile obtenue avec différentes techniques d'extraction et

objectifs détermination de la meilleure méthode pour obtenir de I'huile de coco (Presse a froid,
Soxhlet, Extraction par fluide supercritique).
s Cures anti-obésité; diminue le taux de cholestérol; réduit le risque de maladies
propriétés

cardiovasculaires.

Observations

La quantité d'huile & obtenir varie également considérablement selon la méthode
d'extraction et le type de solvant. Le rendement le plus élevé en huile est obtenu en
utilisant le n-hexane qui est un solvant non polaire capable de dissoudre les graisses,
surtout lorsque le procédé est couplé a une exposition prolongée a la chaleur et a
temps d'extraction dans l'appareil Soxhlet important.

(aial Lpdlll) Glechoma hederacea 2022[28]

Conditions
opératoires

m =5 g, P=250 bars, T [40, 50, 60°C], Qcoz= 4 mL/min, Qmon = 1 ml/min , t= 180
min

Rendement %

R = 9.58% avec la valeur de TPC la plus élevée (138,33 5,00 mg GAE/g) a 40°C et
250 bar

Evaluation du contenu phénolique total, les activités antioxydantes,
antimicrobiennes et antibiofilm des extraits obtenus a partir de Glechomahederacea

objectifs . .\ )
J par extraction au CO, supercritique avec du méthanol comme co-solvant dans
différentes conditions d'extraction.
_ Effets antibactériens, anti-mélanogenes, anti-inflammatoires, antigénotoxiques,
propriétés

antimutagénes, génoprotecteurs et antitumoraux

Observations

L’activité des extraits obtenus par extraction au CO supercritique dépend de la
température d'extraction.

La teneur en polyphenols totaux significativement plus élevée, ainsi qu'une activité
antioxydante et antimicrobienne vis-a-vis des bactéries et des levures a 40 °C par
rapport aux extraits sont obtenues a 50°C et 60°C

(0¥ Argania spinosa L. 2021[29]

Conditions
opératoires

Extraction par CO; supercritique : T [313-333 k] , P [200-400 bars] , Q =0.14 kg/h ,
m=6ou7g
Extraction par Soxhlet : m=7.34 et 14.77 g, t= 5 et 8 h, solvant (n-hexane)

Rendement %

Rsoxhlet 07 Et 059 kg huile/kg biomasse, apréS 5 et 8 h, respectlvement, Rextraction CcO2
supercritique — 0.63 kg huile/ kg biomasse

Compléter les études portant sur I'extraction d'huile a I'aide de CO; supercritique a
partir d'amandons d'arganiers non torréfiés et torréfiés en fournissant des

objectifs . . . " . e .
J informations utiles sur la cinétique d'extraction, la solubilité de I'huile d'argan dans
le CO; supercritique, I'analyse de I'huile et la modélisation de la cinétique.
.y Antioxydante; Principalement utilisé dans les industries alimentaires, cosmétiques
propriétés

et pharmaceutiques au Maghreb et en Europe

Observations

La meilleure cinétique d'extraction est obtenue a 333 K et 300 et 400 bars, la
solubilité la plus élevée dans le CO; supercritique a été obtenue a 400 bars et 333
K.

1.5 Les plantes considérées dans cette étude

Cette deuxieme partie présente une description des deux plantes naturelles locales

qui ont été considérées dans ce travail et qui sont: Peganum harmala et Plantago Ovata.

[21]
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Différents aspects rapportés de la littérature sont discutés pour mettre en évidence leur

importance.

En effet ces plantes ont montré leurs potentiels vis-a-vis de certaines applications,
particulierement médicinales et agroalimentaires, par le biais d’études traditionnelles et
classiques. Cependant le nombre assez restreint d’études basées sur la technique d’extraction

avec CO; supercritique a été un facteur motivant quant a leur choix dans ce travail.
1.5.1 Description de la plante Peganum harmala L.
A. Généralités

Peganum harmala L. est une plante de la famille des Zygophyllacées dont les
membres sont identifiés par I'apparition sous formes d’herbes, d'arbustes ou d'arbres. Cette
famille compte environ 285 especes réparties en cing sous-familles et 27 genres [30]. Elles
sont largement réparties dans les régions arides, semi-arides, les terrains salés, et les
paturages désertiques [31]. Le genre P. harmala tient son nom du grec et est attribué aux
especes de la rue, alors que le nom de I’espéce harmala dérive de celui de la ville Libanaise

Hermel.
B. Caractéristiques botaniques

L’Harmel est une plante herbacée, vivace, glabre, buissonnante de 30 a 90 cm de
hauteur, a odeur forte et désagréable. Les tiges portent des feuilles découpées en laniéres
étroites. Les fleurs solitaires, assez grandes (25 a 30 mm) sont d'un blanc-jaunatre veinés de

vert.

Les graines sont nombreuses, subtriangulaires, de couleur marron fonceé et ont une
saveur amere. Elles sont récoltées en été avec le tégument externe de la graine renfermant
un pigment rouge. Cette plante se développe surtout dans les zones arides et sur les sols
sableux [32].

Les fleurs apparaissent par une a trois sur les apex des branches qui portent des
pétales jaunes blanchatres, et les fruits sont des capsules globulaires a 3 chambres, de 0.9 a
1.3 cm de diametre et contenant 35 a 45 graines anguleuses noiratres [33]. Diverses parties
de Peganum harmala sont montrées ci-dessous avec: (a) Feuilles et fleurs, (b) Fruits, (c)

Graines.

[22]
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Figure 1.6 : Peganum harmala[33].

A. Classification botanique

Bien qu'elle appartienne a la famille des Zygophyllaceae, sa position taxonomique
est encore discutable d’ou la proposition de sa classification en une famille séparée,

Nitrariaceae pour ce genre [32]. Cette classification est comme suit:

1. Embranchement : Spermatophytes

2. Sous embranchement : Angiospermes

3. Classe: Dicotylédones

4. Sous classe : Rosidae

5. Ordre: Sapindales

6. Famille: Zygophyllaceae

7. Genre: Peganum

8. Espece : Peganum harmala L

e Nomenclature et appellation

1. Nom latin: Peganum harmala
2. Nom commun: Rue sauvage; Rue verte; Pégane.

3. Nom vernaculaire :

1) Harmel; Armel; I’harmel (Afrique du Nord),

2) Pégane et Rue sauvage (en France),

3) Harmel Sahari (en Algérie),

4) Bender tiffin (en Maroc),

5) Bizr el harmel (en Egypte),

6) Espand, Espand (Iran),

7) Africain Rue, Mexicain Rue ou Turkish Rue (Etats-Unis),

8) yuzerlik or Gzerli (en Turquie).

[23]
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D. Repartition géographique

Peganum harmala est aussi communément appelée «rue syrienne», «rue africaine»,
ou tout simplement « Harmal ». C'est une plante a fleurs a croissance sauvage, tres présente
en Afrique du Nord, dans les pays méditerranéens, au Moyen-Orient (Tunisie, Sahara
septentrional et central en altitude, Hauts-Plateaux algériens et Oranie, Maroc oriental), Asie
[31,32] a I'Extréme-Orient comme le sud de I'lran, le Pakistan et I'inde [34,35]. Il est

également présent dans des pays comme I'Amérique et I'Australie [30,31], [35].

En Algérie, Peganum harmala est répandu dans le nord et le sud du Sahara, dans les
hauts plateaux et dans les montagnes du Sahara central célébre pour ses terres sablonneuses,

dans les lits d'oued et a l'intérieur des agglomérations.
E. Composés phytochimiques

Les composés phytochimiques de P. harmala communément connus sont les
alcaloides, les flavonoides et les anthraquinones. Ces alcaloides comprennent les [-
carbolines telles que I'harmine, I'harmaline (identique a I'narmidine) I'harmalol et les dérivés
d'’harman et de quinazoline ; la vasicine et la vasicinone [31]. La teneur totale en alcaloides
de P. harmala varie entre 2 et 5 % [37]. L'harmaline, I'harmine, I'narmalol, I'harmol et la
tétrahydroharmine sont identifiés et quantifiés comme les principaux alcaloides B-carbolines
dans les extraits de P. harmala. Les graines et les racines contiennent les niveaux les plus
élevés d'alcaloides avec de faibles niveaux dans les tiges et les feuilles, et absents dans les
fleurs. L'harmine et I'harmaline s'accumulent dans les graines séches a 4.3 et 5.6 % (p/p),
respectivement harmalol a 0.6 % et tétrahydroharmine a 0.1 % (p/p). Les racines contiennent
de I'hnarmine et de I'harmol avec 2.0 et 1.4% (p/p), respectivement. La péganine,
I'isopéganine, la dipéganine et la désoxypéganine sont également identifiées chez P.

harmala.

L'harmaline (harmidine) a été isolée pour la premiere fois des graines et des racines
de P. harmala et est le principal alcaloide de cette plante. L'harmine (banisterine) est
également présente dans P. harmala et ressemble d’un point de vue pharmacologique a

I'hnarmaline dans ses actions, mais est moins toxique.

L'harmalol est également présent dans cette plante et son éther méthylique est
I'narmaline. La vasicine et la vasicinone sont des alcaloides de la quinazoline et ont été

découvertes pour la premiere fois dans les fleurs et les tiges de P. harmala. Un nouvel
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alcaloide B-carboline, harmalidine et pégamine qui est similaire aux alcaloides quinazolines

ont éte isolés des graines et des parties aeriennes de P. harmala [36].
F. Utilisation traditionnelle

La plante présente un intérét en médecine traditionnelle ou les graines sont depuis
longtemps utilisées. Peganum harmala a été traditionnellement utilisé pour traiter le diabéte

dans certains pays.

En médecine traditionnelle, Peganum harmala a aussi €té utilisé pour traiter certains
troubles du systéeme nerveux tels que la maladie de Parkinson, dans des conditions
psychiatriques telles que la nervosité [31, 33, 38].

Les autres utilisations traditionnelles les plus importantes de Peganum harmala sont
d’ordre cardiovasculaires, gastro-intestinales, nerveuses, endocriniennes, néoplasmes et
tumeurs, analgésique, diabéte, maladies respiratoires, désinfectant, antipyrétique, peau et

cheveux, ulcéres, rhumatismes [38], arthrite et inflammation [33].

Une autre utilisation traditionnelle a un lien avec la coloration des tapis ou un
colorant rouge obtenu a partir des graines de Peganum harmala est largement utilisé en
Turquie et en Iran [31].

G. Utilisations pharmacologiques

Ces utilisations sont dues a la composition exceptionnelle en alcaloides des extraits
et a leurs diverses activités biologiques intéressantes [31, 34, 39]. Plusieurs études ont décrit
différentes activités pharmacologiques telles que antioxydante [40,41], antibactérienne [38],
propriétés anti-inflammatoires [41], activités antihistaminiques, antituberculeuses, effets
anti-nociceptifs [36], [40,41], guérison leucémique, etc. De plus, il a été rapporté que cette
plante a un effet hypoglycémiant, antifongique [41] et effets antiviraux [36], [42]. C'est aussi
une source potentielle de pigments et d'huiles essentielles potentiellement intéressantes pour

les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques[43].
1.5.2 Description de la plantePlantago ovata

La plante Plantago ovata, un du genre Plantago ovata appartenant a la famille des
plantacinaceae qui comprend environ 275 especes annuelles et vivaces. Les plantes de ce
genre sont réparties pratiguement partout dans le monde [44, 45], en raison de leurs
importants aspects médicinaux et économiques qui leur donnent une grande utilité pour les

industries pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires [46].
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A. Caractéristiques botaniques

Les plantes réelles de psyllium poussent jusqu'a 15 cm de haut et sont couvertes de
poils blancs et flous perpendiculaires, aux tiges et aux feuilles. Les feuilles sont étroitement
linéaires, basales et vertes et forment des épis de petites fleurs qui mdrissent en gousses. Les
graines sont petites (1.5-2 cm) et brunes ou d’un brun rougeatre. Les graines de cette plante
constituent une grande quantité de mucilage et de matiére albumineuse. Elles sont séchées

et broyées pour séparer I'enveloppe.

L'Inde est le plus grand producteur de psyllium et fournit environ 85 % du psyllium
disponible sur le marché mondial. L'Amérique est le plus grand importateur mondial de
graines de psyllium brutes et de ses autres sous-produits et jusqu'a 60% de son psyllium

importé est utilisé par les industries pharmaceutiques et alimentaires [47].

Figue 1.7 : Graines de Plantago ovata.

e Nomenclature
1. Nom scientifique: Plantago psyllium L.

2. Synonyme scientifique: Plantago afra L., Plantago ovata F.

3. Nom populaire: Plantago indien, Ispagula, Psyllium, Ispaghula.
4. Famille: Plantaginacées.
5. Partie utilisée: la graine.

Depuis des siecles, les espéces de Plantago sont utilisées en médecine traditionnelle
en raison de leurs diverses propriétés. Toutes les parties de la plante (feuilles, graines et
écorce) sont utilisées et sont riches en composeés bioactifs et différents métabolites primaires
et secondaires, parmi lesquels les plus abondants sont les acides gras, les acides aminés, les
flavonoides et les polyphenols [44,45], ces derniers possédant d'immenses propriétés

médicinales.
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La médecine traditionnelle a utilisé les graines de Plantago ovata et leurs cosses [45].
Les graines sont d'une importance particuliéere car elles produisent une couche de mucilage
semblable a un gel lors du mouillage, qui a de nombreuses applications alimentaires et
médicinales assez connues [48].

Plus récemment, le mucilage des graines de Plantago a acquis une grande importance
industrielle et médicale. Le mucilage des graines broyées contient de I'hétéroxylone
hautement hydrophile [48] et des polysaccharides de pectine, qui sont utilises dans la
technologie alimentaire pour imiter la texture des graisses, et dans les applications de santé
comme supplément de fibres alimentaires pour aider a la laxation, traiter

I'nypercholestérolémie [48], le diabéte et le syndrome du cdlon irritable.

Bien que les avantages cliniques de I’enveloppe de plantago ne fassent aucun doute,
des études précliniques et in vitro ont montré la suppression des radicaux libres, I’immuno
modulation et le traitement des troubles métaboliques par des extraits de graines de Plantago
entieres et non décortiquées. Ceci démontre que les composants des graines sans enveloppe

peuvent aussi étre bénéfiques.

Conclusion

Cette section a couvert les revues bibliographiques des plantes naturelles et les procédés
d'extraction, en préparant le terrain pour le prochain chapitre qui portera sur les équations
d'état, les regles de mélange et la méthode de conception moléculaire. Ces connaissances et
méthodes seront essentielles pour notre étude afin de prédire et d'analyser les propriétés

thermodynamiques des composeés présents dans les plantes naturelles étudiées.
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2.1 Introduction

La technologie a fluides supercritique a pris un essor trés important dans le
développement de nouveaux procédés concernant un grand nombre de secteurs industriels,
tels que pharmaceutiques, parapharmaceutiques, cosmétiques, agro-alimentaires, traitement
des eaux, etc., et ce de par leur nature qui en fait des procédés verts. Cependant la
performance de tout procédé a fluide supercritique dépend en grande partie des propriétés

du fluide utilisé.

En effet actuellement le dioxyde de carbone est le fluide le plus utilisé dans les
procedes a fluides supercritiques tels que 1’extraction qui est 1’objet du présent travail. Son
choix pour cette opération est surtout guidé par certains facteurs, principalement son
abondance car il est naturellement présent dans 1’atmosphére, son coft relativement bas, il
n’est pas toxique, non-inflammable, a des propriétés critiques pas tres élevées, etc.
Cependant toujours concernant I’extraction a fluide supercritique, il présente certains
inconvénients dus surtout au fait qu’il est apolaire et donc n’a pas une assez bonne affinité
pour les composés polaires. Par conséquent il est impératif de développer de nouveaux
substituts au CO; tout en préservant le caractere vert de ces procédés, assurant une
performance égale ou meilleure avec des propriétés physiques encore plus intéressantes
telles que les propriétés critiques pour cibler les composés thermosensibles (thermolabiles),
apportant des solutions au probléme de polarité pour éviter I’ajout d’un constituant polaire

tel qu’un solvant organique qui peut étre néfaste.

La premiere propriété qui conditionnera le choix du fluide supercritique a utiliser
dans un procédé d’extraction a fluide supercritique est surtout la solubilité du soluté a
extraire dans ce fluide supercritique. Par conséquent ce chapitre impliquera le calcul de cette
solubilité qui est le parametre clé, dans des conditions de hautes pressions et fera donc appel
a I’utilisation d’une équation d’état couplée a une régle de mélanges bien choisie et dont tous

les aspects thermodynamiques seront décrits ci-dessus.
2.2 Conception moléculaire de nouveaux fluides supercritiques
2.2.1 Description de la méthode de conception

La méthode proposée pour la conception de nouveaux fluides pour une utilisation

dans un procédé d’extraction a fluide supercritique, reposera essentiellement sur la
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construction systématique de la molécule du fluide visé, au moyen de parties élémentaires,

connues comme étant des groupements fonctionnels. Ceci est un grand avantage de par le

fait que les propriétés du fluide candidat généré peuvent étre facilement calculées vue la

disponibilité dans la littérature de méthodes basées sur le concept de contribution de groupes

qui sont assez fiables et simples a utiliser.

La méthode proposée dans le présent travail s’inspire de la stratégie rapportée

dans certains travaux de la littérature concernées par la conception de nouveaux
substituts mais pour des applications différentes tels que des solvants pour I’extraction

liquide-liquide ou des réfrigérants/absorbants pour des machines frigorifiques opérant

en cycle d’absorption [49- 51].

Les principales étapes de la méthode de conception moléculaire des fluides

supercritiques utilisés dans le procédé d’extraction sont les suivantes :

Sélection d’un ensemble de groupements fonctionnels, a priori les plus courants tels
que les groupes hydrocarbonés (C, CH, CH,, CHzs), le fluor (F), I’azote (N) et
I’oxygene (O). Cependant d’autres groups peuvent aussi étre considérés selon la

nature des systemes considérés par le procédé d’extraction.

Génération de structure moléculaire du fluide candidat a partir des groupes retenus
et qui sont classés selon le nombre de liaisons libres des groupes. Ceux (les
squelettes) ayant plus d’une liaison libre (LL) formeront le squelette moléculaire du
fluide candidat avec des branches qui permettront de fixer les groupes a une seule
liaison libre (terminateurs). Un exemple considérant les groupements fonctionnels

(CCH), (CHj5) et (F) est montré par la figure suivante :

H®— -—-a[w] []+--—- —@y
c c c T c c
I —_— + — ] + ——O ey | @—— - -+ [ L] —
| F ' I
-» *
Squelette (CCH) Terminateur (CH3) Terminateur (F)

!

Molecule Finale (CCH)(CH3)(F)

Figure 2.1: Exemple de génération d’une structure moléculaire du fluide candidat a partir

de groupes choisis.
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Dans tous les cas il est nécessaire de s’assurer que 1’assemblage des différents
groupements fonctionnels est conforme aux lois et regles chimiques, assurant une

viabilité et une stabilité intramoléculaire a la structure généree;

e Calcul des propriétés thermophysiques des composés générés, telles que les
propriétés critiques (pression, température et volume), le facteur acentrique, la
pression et le volume a saturation, la température d’ébullition, etc., en utilisant les

différentes méthodes qui seront décrites ci-dessous.

e Evaluation des structures générées selon le ou les criteres de performance assignés
et directement liés aux objectifs visés. Pour le présent travail concernant I’extraction
a fluide supercritique a partir de plantes naturelles, deux critéres sont considérés : le
premier lié au soluté et concerne sa solubilité dans le fluide supercritique et le
deuxiéme par rapport au fluide supercritique et est lié aux valeurs de certaines

propriétés physiques, particulierement les propriétés critiques.
2.2.2 Obijectifs de la conception moléculaire de fluides supercritiques

Comme souligné précédemment, le dioxyde de carbone est le fluide le plus utilisé
comme solvant a 1’état supercritique dans un procédé d’extraction a fluide supercritique, de
par certaines propriétés assez favorables. Cependant il a aussi certains inconvénients tels que
son caractere apolaire, d’ou un premier objectif d’avoir une méthode pour la conception et
la génération systématique de nouveaux fluides comme substituts au CO», apportant des

solutions.

Dans le présent travail, les plantes sélectionnées ont été soumises a des extractions a
COg2 supercritique par le biais d’un travail expérimental. L’intérét des extraits obtenus est
surtout par rapport a certaines activités biologiques telles que antioxydantes,
antibactériennes, etc. et qui dépendent en grande partie de la composition de I’huile extraite,
particulierement par rapport a un ou plusieurs composes majeurs. Par conséquent un
deuxiéme objectif consistera d’abord a optimiser les conditions opératoires pour améliorer
les solubilités dans le CO2 des composés majeurs. En deuxiéme lieu il s’agit d’examiner la
génération moléculaire de fluides candidats ou la solubilité du soluté est beaucoup plus

importante que dans le CO. supercritique. Par conséquent il est clair que le facteur clé sur
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lequel est basée la méthode de conception de fluides supercritiques est la solubilité dont la

méthode de calcul est décrite juste dans la section suivante.
2.3 Calcul de la solubilité d’huile dans un fluide supercritique
2.3.1 Condition d’équilibre

Lorsque 1’équilibre entre un mélange solide-fluide est atteint, la condition générale
de I’équilibre est la suivante [52,53] (on suppose que la phase solide est pure et libre de

solvant) :
12 =17 (=12..n) (Eq.2.1)
. fgp)la fugacité du soluté i dans la phase fluide.
. fgs)la fugacité du solute pur i aux mémes conditions de température et de pression

dans la phase solide.

En explicitant chaque membre de I’équation 2.1, on obtient :

Sat
Vi

P
P?at(T)‘Pi?atexP [fp?‘at F dP] = yl(PfP (Eq21a)

Comme la phase solide est pure, la fugacité du soluté i est donnée par [54,55,56]:
P Sat
1 = Py gftexp | fosu o aP| (Eq.2.1b)

Avec @ est le coefficient de fugacité du soluté i a saturation, P3%* la pression de saturation

du soluté solide & température donnée i [bar] et v;%* le volume molaire a saturation du soluté

solide i [cm®/mol]
2.3.2 Calcul de la solubilité du solide dans un fluide supercritique
La fugacité du soluté dans la phase solide est donnée comme suit [53] :
2 = yipl'P (Eq.2.2)

Avec ¢f le coefficient de fugacité du soluté i dans le fluide supercritique ety; la solubilité

du soluté dans le fluide supercritique.
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Substituant fl.(s) dans 1’équation (2.2) donne la solubilité y; du soluté i dans la phase fluide

P._S'at(T) ._S'atex J‘P Vfatdp
i Qi P P.l?at RT

ofp

commesuit: y; = (Eq.2.3)

En supposant que le volume molaire du solide est indépendant de la pression et que

le coefficient de fugacité du solide pur a saturation est égal a 1'unité, I’équation donnant la

—_— . . Pt (T) vi(p-pet(r)
solubilite devient [57]: Yi=",rp €% [#}

L

(Eq.2.4)

Le coefficient de fugacité ¢f est calculé par le biais d’une équation d’état et une régle de

mélange appropriée.

Par conséquent la section suivante présente les équations d’état, particulierement les

équations d’état cubiques ainsi que certaines régles de mélange parmi les plus utilisées.

2.3.2a Le coefficient de fugacité

Le coefficient de fugacité ¢! dans le fluide a I’état supercritique est calculé selon la

relation suivante [58]:

Ingf = — ff[(j—i) - (R—VT)T)]dV —Inz (Eq.2.5)

T,VT,le

Avec n; le nombre de moles du constituant i, P la pression, T la température, V le volume

molaire du fluide a I’état supercritique, Z le facteur de compressibilité qui est exprimé

comme suit: Z = % (Eq.2.6)

Z est déterminé par le biais d’une équation d’état cubique et passe par la résolution

numérique d’une équation cubique en Z, comme sera montré ci-dessous.

A priori une description et discussion des équations d’état en général, sont données

dans la section suivante.
2.4 Les équations d’état

Historiquement, van der Waals fiit le premier a introduire une équation d’état pour
le calcul des équilibres vapeur-liquide [59], sous forme d’une expression mathématique

reliant des parameétres opératoires tels que la température, la pression, le volume et la
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composition d’un systeme. L’objectif est d’aboutir & une description des propriétés
thermodynamiques caractérisant les systemes considérés afin de pouvoir prédire certains

comportements, particulierement en ce qui concerne les équilibres de phases.

L’extension des équations d’états aux autres équilibres de phases, tels que liquide-liquide et
solide-liquide a surtout été encouragée par la disponibilité de machines de calcul assez
performantes, permettant le développement de modeéles mathématiques en fonction des
mémes parametres clés initiaux cités ci-dessus: la pression, la température, le volume et la
composition. Justement ces modéles sont connus comme étant des équations d’état, en

continuité de I’initiative de van der Waals.

Différentes équations d’état sont rapportées et décrites en détail dans la littérature,
d’ou le probléme du choix de la plus appropriée pour un systeme donné. Cependant un travail
a été réalisé pour catégoriser les équations d’état selon différents domaines d’applications,
intervalles des parametres opératoires, surtout la pression et la température, nature des
systemes considérés. Généralement les quatre grandes classes adoptées sont les suivantes:

e Les équations d’état du Viriel, applicables pour des pressions pas trop élevées, de
I’ordre de quelques bars. Leur avantage réside surtout dans la simplicité de leur

manipulation mathématique;

e Les équations d’¢état dites cubiques et qui sont les plus utilisées car elles ont montré
une certaine fiabilité dans la détermination des équilibres de phases, avec un avantage
certain de prendre en charge les systemes, indépendamment de leur polarité, dans des
intervalles de température et de pression relativement importants. Cependant leur
manipulation mathématique est plus complexe comparativement a 1’équation d’état
du Viriel;

e Les équations d'état basées sur un empirisme ou certains de leurs parametres sont
obtenus empiriquement et sont liés aux constituants présents dans le systeme ainsi

qu’aux parameétres opératoires, surtout de température et de pression;

e Les équations d’état ayant un aspect théorique, car développées a partir de la
thermodynamique statistique et utilisant un nombre restreint de paramétres.
Cependant leur inconvénient est surtout leur manipulation mathématique assez

complexe.
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Le présent travail fait intervenir des fluides a 1’état supercritique caractéris¢ par de
hautes pressions, d’ou la nécessité de les prendre en charge par les équations d’état. Le choix
s’est porté sur les équations d’état cubiques, adoptées pour les avantages mentionnés ci-
dessus et aussi la manipulation mathématique pas trés complexe. Il a été surtout focalisé sur
les équations d’état cubiques les plus connues et utilisées et qui sont celles de van der Waals
(VDW), Redlich-Kwong (RK), Soave (RKS) et Peng-Robinson (PR) [52]. Cette derniére est
la plus utilisée de par sa manipulation mathématique assez simple et sa fiabilité, ne
nécessitant que les propriétes critiques et le facteur acentrique, tous pouvant étre obtenus par
le biais des méthodes de contribution de groupes. Ceci explique et justifie son choix par le
trés grand nombre de travaux ’ayant utilisée et ou elle a donné de trés bons résultats [60].
Cependant a priori une description générale des équations d’état cubiques suivie par celle

détaillée de PR, sont données dans la section suivante

Généralement la majorité des procédés fait intervenir des mélanges et pas seulement
des corps purs, d’ou la nécessité d’avoir extrapolé 1’utilisation des équations d’état aux
systémes de plus d’un constituant, par le biais de regles dites de mélange dont I’objectif est
de prendre en considération I’interaction entre les différentes espéces moléculaires présentes.
Similairement aux équations d’état une multitude de régles de mélange ont aussi été
rapportées dans la littérature. Ceci, comme mentionné, auparavant souléve le probléme du
choix de la combinaison équation d’état-regle de mélanges la plus adéquate. Dans ce travail
seules les regles de mélange les plus courantes seront bien détaillées, en ciblant parmi les

plus simple pour étre utilisée dans le présent travail
2.4.1 Les équations d’état cubiques

Initialement la premiere forme d’équation d’état, la plus classique, fit introduite par

van der Waals pour le cas d’un constituant pur, comme suit [52]:

RT a.

P= v _V_'2 (Eq.2.7)

Avec : aj et bj deux parameétres spécifiques au constituant considéré et qui sont liés aux forces
intermoléculaires attractives et répulsives, respectivement. Le terme bj est appelé covolume

et reflete en quelque sorte une correction apportée au volume due justement aux forces
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intermoléculaires. Les deux paramétres sont donnés en fonction des propriétés critiques du

constituant pur (Tc et n critique (Pc) par les expressions suivantes:

a _2 RT (Eq.2.7a)
' 64 P, 4=
1 RT
h == Nl Eq.2.7b
"7 g, P (Eq2.7b)

Le développement de 1’équation proposée par van der Waals donne un polynéme du

troisiéme degré en V, d’ou I’appellation ‘d’équations cubiques’ [58, 61].
Les quatre équations cubiques citées ci-dessus ont été regroupées par le biais de
paramétres différenciant chaque équation, pour donner I’expression générale suivante :

_ RT a
T V—b VZ+ubV+Wh?2

(Eq.2.8)

Avec T la température, P la pression, V le volume, les parametres a et b caractérisent les
forces intermoléculaires attractives et répulsives, respectivement, et dépendent des
propriétés critiques et du facteur acentrique, u et w des parameétres pour différencier les

différentes équations d’état.

Les relations permettant de calculer a et b pour des constituants purs et pour chaque

type d’équation d’état sont montrées dans le suivant :

Tableau 2.1 : les parametres a et b pour corps pur [58].

Equation u W a b
RT 27R%T°
van der Waals (VDW) 0 0 £
8p, 28p,
_ 0.08644RT, 0.42748R°T>®
Redlich-Kwong (RK) [53] 1 0 T v
0.42748R°T?
0.08644RT, —E e (14 £, A-T, )
Soave (RKS) [53] 1 0 pi P
¢ f, =0.48+1574w—0.1760*
0.45724R°T?
0.0788RT, 1+ ,-T, V)
Peng Robinson (PR) 2 -1 T P
’ f_ =0.37464+1.5422740 — 0.2699°

2.4.1a L’équation de Peng-Robinson
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Pour les raisons décrites ci-dessus, 1’équation utilisée dans ce travail est celle de
Peng-Robinson, version 1976 [60]. Explicitement pour un corps pur et d’apres le tableau ci-
dessus, cette équation est caractérisée par des valeurs des parametres u et w de 2 et -1,

respectivement. En remplagant dans 1’équation (2.8), donne [62] :

RT a;(T)

P = U—b,: o U(U+bi)+bi(17—bi) (qug)
a,(T) = 04572355290 T4 [1 + fo x (1 = V)2 (Eq.2.92)
bi = 0,0777960739 — <t (Eq.2.9b)

Avec R la constante des gaz parfait = 8.314 J/mol K, P la pression [bar], T la température
[K] et v le volume molaire [cm3/mol], Tc,, P, €t ® sont respectivement la température

critique [K], la pression critique [bar] et le facteur acentrique du constituant i.

Utilisant 1’équation (2.6) et en manipulant 1’équation 2.9, donne la forme équivalente

suivante :
73— (1-B)Z%+ (A—2B —3B2?)Z — (AB—B%—B3) =0 (Eq.2.10)
mP
Avec : A :2 = (Eq.2.10a)
b P

Il faut noter que la version finale de 1’équation de Peng-Robinson f(t introduite en
1978 avec une modification due au fait que quand le paramétre f.est exprimé en fonction du
facteur acentrique, il ne donne pas des valeurs précises dans les cas ou les constituants sont
Iégers. Cette modification consiste en une condition supplémentaire par rapport au facteur

acentrique, comme suit:
Si ® <0491 fo=0,37464 + 1,54226 &, - 0,26992 v’ (Eq.2.10c)
Si w,>0,491 fo=0,379642 + 1,48503 w, — 0,164423 »?+0,016666 »°  (Eq.2.10d)

Les deux versions de 1’équation de Peng-Robinson sont dénotées PR76 et PR78 [60,

64], par rapport aux dates de leur développement qui sont 1976 et 1978, respectivement.

e Expression du coefficient de fugacité ¢f dans le cas de mélanges:
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En combinant les équations (2.9, 2.9a, 2.9b) et (2.10) on obtient I’expression suivante

pour le calcul du coefficient ¢f :

zZ+(1+V2)B

_bi, 4y _py_ A (2LjYi% _ bi)y, Zt(1+V2)B
Lngf = (Z-1) = In(Z - B) -3 m( L) bm) NGy (Ea21l)
Avec : A et B sont définis comme suit :
mP
A = :—T (Eq.2.11a)
bmP

Z est le facteur de compressibilité obtenu par la résolution de 1’équation cubique (Equation
2.10).

2.4.1b Régles de mélange

La majorité¢ des systémes renferment plus d’un constituant et sont plutot des
mélanges, d’ou la nécessité d’utiliser des regles, justement appelées ‘Regles de mélange’.
Ces derniéres gerent I’extension des équations d’état pour un corps pur aux cas de plusieurs
constituants, en calculant les parametres a,, et b,, nécessaires, a partir de a; et b; montrés
dans le tableau (2.1) et d’une maniére pondérée par rapport aux fractions molaires des

constituants, pour donner I’expression suivante:

RT am
b= V—bp + V(V+bpy)+bm(V—bp) (Eq.2.12)

Avec : a,, et b,,les paramétres attractives et répulsives du mélange, respectivement.

Il faut aussi noter qu’une grande variété de regles de mélange sont proposées dans la
littérature, d’ou le méme probleme rencontré pour les équations d’état concernant le choix
de la regle la plus adéquate, associée a I’équation d’état considérée. Donc I’objectif est aussi
d’avoir la combinaison Equation d’état-Régle de mélange, la plus performante, ce qui peut
étre assez difficile [65]. Cependant dans le présent travail, la regle de mélange utilisée est
celle de van der Waals. Ce choix est aussi justifié par la grande fréquence d’utilisation dans

la littérature de la combinaison Peng-Robinson- van der Waals.

Les paramétres a,, et b,,, de I’équation ci-dessus sont donc exprimés comme suit :
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a, = Zzyiyjaij
i

(Eq.2.12a)
by :Zzinjbij
] (Eq.2.12b)
aij = (ai X aj)%(l - kl]) (Eq212C)
~ b, +b;
b2 (Eq.2.12.d)

Avec a; et bjcomme définis dans le tableau (2.1), yi et y; les fractions molaires des constituants

I et j, respectivement et kjjest le paramétre d’interaction binaire.
2.4.2 Parameétre d’interaction binaire k;;

Le paramétre d’interaction kij a une grande influence dans le calcul des différents
parametres de mélange ainsi que sur les résultats. 1l exprime les forces intermoléculaires des
constituants i et j du mélange et est généralement déterminé expérimentalement. Cependant
il n’est pas toujours disponible et la mesure de données d’équilibre de phase, surtout a hautes
pressions n’est pas toujours facile d’ou la nécessité d’avoir des méthodes théoriques pour la

détermination de ce parametre d’interaction. Il faut noter que k; =k etk; =k; =0.

Principalement, deux approches de calcul du coefficient d’interaction kij peuvent étre

adoptées et sont décrites comme suit:

1- La premiére consiste a formuler une fonction objective a partir de données
expérimentales disponibles dans la littérature, et procéder a sa minimisation, utilisant
des méthodes d’optimisation assez fiables comme celle basée sur la méthode

Simplexe [66]. Une telle fonction objectif est généralement exprimée comme suit :
2

F= lev(.Vexp - ycalc) (Eq.2.13)

AVEC Yerp €t Yeqic lES solubilités expérimentales et calculées exprimées en fonction

du kijsujet a des ajustements.

L’avantage de cette approche est d’avoir un parameétre d’interaction indépendant de
la température et directement lié aux données expérimentales utilisées pour le
systeme considéré. Cependant I’inconvénient réside au niveau de la convergence de

la minimisation de la fonction objectif, d0 au fait que la fonction converge vers des
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minimas locaux et se retrouve ainsi coincée d’ou I’effet négatif sur la qualité des
résultats. Toutefois ce probléme pourrait étre résolu avec le développement constant
des méthodes d’optimisation surtout avec la disponibilité actuellement de moyens de

calcul de plus en plus puissants.

2- Méthodes de contribution de groupes : cette deuxieme approche est totalement basée
sur le concept de contribution de groupes pour la détermination du parameétre
d’interaction binaire kij en fonction de la température et proposée par [67]. Pour

I’équation d’état de Peng-Robinson, kijest exprimée comme suit :

—%22’21 Ziv;gl(aik_ajk)(“il_ajl)Akl(T)

ai(T) aj (T)
2—

bibj

Avec T est la température, a; et b calculés par les équations (2.9a & b) et Ng est le nombre

298.15 (%—1)_(,/a;(T)_ al:-(T))2
i J

ky(T) = (Eq.2.14)

de groupes définis par la méthode, k et | sont deux groupes différents. aix représente la
fraction de molécule i occupée par le groupe Kk, Aw et Bu représentent les parameétres
d’interaction de groupes ou encore parametres de contribution de groupes et ajustés sur les

données expérimentales d’équilibre liquide vapeur de la littérature.
Il faut noter que Axi = Ai et Bx = Bik et d’autre part Ak = An = Bk = Bi = 0.

L’avantage de cette approche est le fait que la température est explicitement
impliquée dans le calcul de ki;. Cependant son désavantage principal est le fait que le nombre
de groupes pour lesquels les parametres d’interaction ont été déterminés, est assez restreint,
juste une douzaine selon la littérature [67] et comme montré dans le tableau 2.2, ce qui est
un facteur limitatif quant a 1’ utilisation de cette méthode, mais aussi incitatif quant au calcul

de nouveaux parametres d’interaction Ak et Bk, afin d’étoffer la matrice correspondante.

Finalement cette méthode peut étre utilisée selon la disponibilité des parametres
d’interaction de par le fait qu’elle est basée sur le concept de contribution de groupes et donc
elle carrément compatible avec la méthode de conception de fluides supercritiques a base de
groupements fonctionnels. Par conséquent une perspective intéressante est d’étoffer la
matrice des paramétres d’interaction Ak et By, Cette équation a aussi en quelque sorte
introduit un aspect prédictif dans 1’équation d’état de Peng-Robinson, d’ou la dénotation

PPR 78 [68] qui nécessite seulement la connaissance de propriétés critiques et le facteur
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acentrique qui a leur tour sont aussi calculables par le biais de méthodes de contribution de
groupes et donc sont compatibles avec la méthode de conception de fluides supercritiques

proposée.

Tableau 2.2: Parametres d’interaction pour le calcul de kij pour I’équation de Peng-
Robinson [68].

a- Parameétres du groupe matriciel Aw utilisé

A(k,l) CH3 CHZ CH C CH4 CZHE CHaro Caro Cfused aro c:Hz,cyc CHCYC COZ
CHs; 0 74.81 261.5 396.7 32.94 8.579 90.25 62.8 62.8 40.38 98.48 164.0
CH; 74.81 0 51.47 88.53 36.72 31.23 29.78 3.775 3.775 12.78 -54.9 136.9
CH 261.5 51.47 0 -305.7 145.2 174.3 103.3 6.177 6.177 101.9 -226.5 184.3
C 396.7 88.53 | -305.7 0 263.9 333.2 158.9 79.61 79.61 177.1 17.84 287.9
CH, 32.94 36.72 145.2 263.9 0 13.080 | 67.260 139.3 139.3 36.37 40.150 137.3
C;Hs 8.579 31.23 174.3 333.2 13.080 0 41.180 | -3.088 -3.088 8.579 10.290 135.5
CHaro 90.25 | 29.78 | 103.3 158.9 | 67.260 | 41.180 0 -13.38 | -1338 | 29.17 | -26.42 | 102.60
Caro 62.8 3.775 6.177 79.61 139.3 -3.088 -13.38 0 0 34.31 -105.7 110.1
Chused aro 62.8 3.775 6.177 79.61 139.3 -3.088 -13.38 0 0 34.31 -105.7 267.3
CHaepc 40.38 12.78 101.9 177.1 36.37 8.579 29.170 34.31 34.31 0 -50.10 130.1
CHcye 98.48 -54.9 -226.5 17.84 40.150 10.290 -26.42 -105.7 -105.7 -50.10 0 91.28
CO, 164.0 136.9 184.3 287.9 137.3 1355 102.60 110.1 267.3 130.10 91.28 0
b- Parametres du groupe matriciel By utilisé
B(k,I) CH3 CH2 CH C CH4 C2H6 CHaro Caro Chused aro CHa,cyc CHcyve CO2
CH3 0 165.7 388.8 804.3 -35.0 -29.51 146.1 41.86 41.86 95.90 231.6 269.0
CH, 165.7 0 79.61 315.0 108.4 84.76 58.17 144.8 144.8 28.37 -319.5 254.6
CH 388.8 79.61 0 -250.8 301.6 352.1 191.8 -33.97 -33.97 -90.93 -51.47 762.1
C 804.3 315.0 -250.8 0 531.5 203.8 613.2 -326.0 -326.0 601.9 -109.5 346.2
CH4 -35.0 108.4 301.6 531.5 0 6.863 167.5 464.3 464.3 26.42 255.3 194.2
C2Hse -29.51 84.76 352.1 203.8 6.863 0 50.79 13.04 13.04 76.86 -52.84 239.5
CHaro 146.1 58.17 191.8 613.2 167.5 50.79 0 20.25 20.25 69.32 -789.2 161.3
Caro 41.86 144.8 -33.97 -326.0 464.3 13.04 20.25 0 0 95.39 -286.5 637.6
Chused aro 41.86 144.8 -33.97 -326.0 464.3 13.04 20.25 0 0 95.39 -286.5 444.4
CHa,cyc 95.90 28.37 -90.93 601.9 26.42 76.86 69.32 95.39 95.39 -891.1 225.8
CHeve 231.6 -319.5 -51.47 -109.5 255.3 -52.84 -789.2 -286.5 -286.5 -891.1 0 82.01
CO; 269.0 254.6 762.1 346.2 194.2 239.5 161.3 637.6 444.4 225.8 82.01 0

2.4.3 Prédiction des propriétés critiques et du facteur acentrique par des

méthodes de contributions de groupes

Avant d’exposer les différentes méthodes de calcul sélectionnées pour effectuer cette

étude, il a éte juge utile de donner un apercu sur la notion de classification des groupes, dans

le cadre du concept de contribution de groupes.

2.4.3a Classification des groupes

Les méthodes de contribution de groupes permettent 1’évaluation d’une quelconque

propriété en additionnant des contributions relatives a des fragments de molécules. Les
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travaux de Benson et Buss (1958) [69] ont montré qu’il était possible d’établir un classement

des groupes dans le cadre des lois d’additivité.
a. Additivité atomique : Groupe d’ordre 0

La décomposition d’'une molécule en groupes d’ordre 0 consiste a prendre en compte
chacun des atomes présents dans cette molécule. Donc, chaque atome représente un groupe
et toute propriété recherchée est dans ce cas considérée comme étant une somme de

contributions atomiques.
b. Additivité des liaisons entre atomes : Groupe d’ordre 1

Dans ce cas de figure, notre molécule est décomposée en différents groupes
élémentaires qui ne dépendent en aucun cas de leur environnement. Chacun de ces groupes,
garde la méme valeur de sa contribution quelque soit le groupe ou I’atome dont il est lié (par

exemple, si le groupe -CH3 est lié au groupe -CHZ-, sa contribution est la méme que si ce
groupe est lié au groupe —ClI).
c. Additivité des groupements fonctionnels : Groupe d’ordre 2

Un groupe du deuxiéme ordre, est formé d’un atome central de valence supérieure a
un (1), et de ’ensemble des liaisons qu’il forme avec ses voisins. Ainsi, un groupe peut étre

sous la forme suivante : X-(A)i(B)j(C)k(D)I
Sachant que : X représente 1’atome central auquel sont liés i atome(s) A, j atome(s) B, k
atome(s) C et | atome(s) D.

Dans le tableau suivant (Tableau 2.3) essayons d’illustrer les méthodes de
décompositions évoquées précédemment, en prenons la molécule de butane (CsH10) comme

exemple,

Tableau2.3 : Décomposition de la molécule de butane.

Structure et formule chimique du ) . Nombre de
b Déecomposition Groupe
utane groupes

, C 4

Groupe d’ordre 0 H 10

AN , -CHs 2

Groupe d’ordre 1 _CH, 5

CsHio ) C-(C) (H)s 2

Groupe d’ordre 2 C-(C) (H)» 5
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L’intérét de cette classification est de montrer 1I’importance du découpage d’une
molécule en groupements fonctionnels, ce qui introduit une certaine hiérarchisation dans
I’ensemble des groupes et met en évidence le caractére approximatif des méthodes de
contributions de groupes da a 1’additivité. L’une des lacunes principales des méthodes de
contribution de groupe est le fait qu’elles ne prennent pas en considération I’isomérie.
Cependant avec le développement des moyens de calcul et de logiciels appropriés ce
probleme a été atténué dans une large mesure donnant lieu a des méthodes prédictives tres

précises.

2.4.3b Calcul des propriétés critiques

Ci-dessous quelques corrélations ont été sélectionnées en raison de leur domaine

d’application et/ou de leur précision.

a. Meéthode de Lydersen (1955)

Lydersen [70] a proposé une méthode de contributions de groupes pour estimer la
température critique (T¢), la pression critique (P¢) et le volume critique (V¢) de composes
purs connaissant leur température d'ébullition, leur poids moléculaire et la structure

chimique de la molécule, selon les relations suivantes:

Tc(bar) = Ty X [0.567 + Yn;AT — (¥n;A;)%]71 (Eq.2.15)
Pc(K) =M x [0.33 + Yn;A;] 2 (Eq.2.16)
Vc(em3/mol) = 40 + Yn;A; (Eq.2.17)

A : Les contributions des groupes d'atomes.

L'écart moyen par rapport a I’expérimental est de I'ordre de 1 % mais peut atteindre 15 %

dans le cas de molécules lourdes (masse molaire, M > 100).
b. Méthode Ambrose (1979, 1980b)

Les propriétés critiques sont calculées selon la méthode Ambrose comme suit [158,170]:

Te=Tyx[1+(1.242+ (SnA)) | (Eq.2.18)
Pc =M x [0.339 + Y'n;A;] 72 (Eq.2.19)
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avecl.242 est une constante de régression adimensionnelle, pour les composes perfluorés ou
les fluorocarbures mono-halogéneés. Elle prend la valeur de 1.570 pour T, et 1 pour Pc. Le

point d'ébullition normal, Th, est requis.
c. Methode de Joback et al

Pour le calcul des propriétés critique (T, température critique [K], P¢, pression
critique [bar],V ¢, volume critique [cm3/mol]) Joback [58], [71] a proposé, apres réévaluation

de la méthode de Lydersen [70], les relations suivantes :
Tc =Ty X [0.584 + 0.965YAT — (3AT)?]? (Eq.2.21)

La température d’ébullition, T} peut étre obtenue a partir de la contribution de Joback

comme suit :

T, = 198 + YA, (Eq.2.22)
P;=[0.113 + 0.0032 x ny — ¥'Ap] 2 (Eq.2.23)
Ve=17.5+YAy (Eq.2.24)

AT, Ap, Ap et Ay représentent les contributions de groupes pour le calcul de T, Tj, Pet

V. respectivement. nle nombre d’atomes dans la molécule.

d. Methode de Fedors (1979, 1982)

L'auteur expliqua que la méthode est moins précise que celles d’/Ambrose et de
Joback mais elle présente I'avantage de ne pas exiger la température normale d'ébullition

dans le calcul de la température critique[58], [72].

Fedors (1982): T.= 535 X logqo Y. niA; (Eq.2.25)

Fedors (1979): V. = 26.6 + Y.n;A; (Eq.2.26)
e. Methode de Constantinou et Gani

Dans la méthode proposée par Constantinou et Gani [73],pour ’estimation des
propriétés, la structure moléculaire d'un composé inclut un ensemble de deux types de

groupes : des groupes de premier ordre et des groupes de second ordre.

Les relations suivantes permettent I’estimation des propriétés Tc, Pc, Vc :
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Tc = 181.128 X In[ Y4 Ny (tcax) + Xj M (tcar) | (Eq.2.27)
-2

Pc = [k Nk@Pcix) + 2 Mj(Pczi) + 0.10022] 4+ 1.3705 (Eq.2.28)

Ve= —0.00435 + [Zk Nk(vﬂk) + Zl M]-(vCZk)] (Eq229)

La température d’ébullition, Ty, peut étre calculée selon 1’expression suivante comme suit :
T, = 204.359 x ln[Zk Nk(tblk) + Zl Mj(thk)] (Eq230)

Sachant que Ny et M; représentent respectivement le nombre de groupes de premier ordre

de type k et de deuxieéme ordre de type j dans la molécule. t, sont les

Vv
k' tblk’ pClk’ Cik

contributionsde groupes de premier ordre et t. J_ les contributions de groupes

2j’ tsz’ pczj" ch
de deuxiéme ordre.
2.4.3c Volume molaire du liquide a saturation

Estimée par Rackett [58], et modifiée apres par Spencer et Danner [62], 1’équation

du volume molaire a saturation est donnée comme suit :

RT, [1+(1_Tr)2/7]
— X

S —
V_pc RA

(Eq.2.31)

T, : La température réduite elle est donnée par : T, = TL et Zgp, €st une constante unique
Cc

pour chague composé, exprimée comme suit :

Zga = 0.29056 — 0.08775 X w (Eq.2.32)

Le facteur acentrique w, est exprimé en fonction des propriétés critique T, etP

comme suite[58] :

_ —InP.—5.92714+6.0964801+1.288621n0—0.1693470°
- 15.2518—15.687501-13.74211n0+0.4357706

(Eq.2.33)
P .en atmosphere.

T , y s ” .- .
Avec: 0 = T—" (T et T¢: Les températures d’ébullition et critique respectivement).
C

2.4.3d Calcul de la pression a saturation
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Pour le calcul de la pression de vapeur a saturation, il existe plusieurs relations, dont

les plus utilisées sont :

a. Méthode d’Ambrose —\Walton

La méthode d’ Ambrose — Walton [64] est une méthode basée sur le principe des états
correspondants et elle nécessite pour son application 1’utilisation de la température critique,

la pression critique et le facteur acentrique de la méthode de Lee & Kesler [58].
Elle est exprimée comme suit :
LnPpvr = fO+ofD+@2f? (Eq.2.34)

Bien qu'un certain nombre d'expressions analytiques aient été suggérées pour £,

FO et £3) il est recommandé ce qui suit (développé par Ambrose et Walton (1989)) [74] :

(0) _ —5:976167+1.298747'5-0.603947%5-1.068417°

f ™ (Eq.2.34a)
(1) _ —5.033657+1.115057'5-5.41127725-7.466287°

= ” (Eq.2.34b)
(2) _ —0.647717+2.415397'5-4.26979725 +3.252597°

= (Eq.2.34c)

T,

D’ou: 7= (1-Tr). f@n'est importante que pour les fluides avec de grands facteurs

acentriques et a basses températures réduites. En fait, il est nul a Tr=0,7.
b. Meéthode de Riedel (1954)
Riedel [73] a proposé une équation de pression de vapeur, basée sur le principe des
états correspondants et exprimée comme suit:

InP,, = A+ (3) + CInT + DT® (Eq.2.35)

Le terme T¢ permet de décrire le point d'inflexion de la courbe de pression de vapeur
dans la région des hautes pressions. Pour la détermination des constantes de 1’équation 2.35,

Reidel a défini le paramétre o. comme suit:

_ diInPyp,
a= (Eq.2.36)

A partir d’une étude de données de pression de vapeur expérimentales, Planck et Riedel

(1948) ont montré que [74]:
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;—;"T =0aT, =1 (Eq.2.36a)

En utilisant I’équation 2.31 comme contrainte sur I’équation 5.35, Riedel a trouvé :

LnP,, = A+ —(‘;—:) + C+InTr + D +T¢ (Eq.2.37)
Pvp = P,,, x Pc(Eq.2.37a)

Avec : A* =-35Q, B* =-36Q, Ct =42Q +a,, Dt =-Q (Eq.2.37b)
et Q =K(3.758 — ac) (Eq.2.37c)
D’apres Riedel K = 0.0838.

Puisqu'il difficile de déterminer ac par son équation de définition au point critique, ac est
généralement estimée a partir des équations. (2.37) et (2.37b) en insérant P = 1,01325 bar a

T =Tb et en exprimant ac. Les équations qui résultent de ce processus sont :

_ 3.758Kipp+In e )

ac = wa_ln;b-ims (Eq.2.37d)
Yy = —35 + % +42InT,, — TS, (Eq.2.37¢)
Conclusion

A ce stade tous les éléments nécessaires a une méthode de conception moléculaire
a base du concept de contribution de groupes ont été décrits et discutés, allant du découpage
d’une molécule en groupements fonctionnels et de la stratégie utilisée, du calcul de la
solubilité d’un soluté dans un fluide supercritique a base d’équations d’état, des propriétés
physiques requises telles que les propriétés critiques, le facteur acentrique, le volume et la

pression a saturation, etc.

[46]



CHAPITRE 111

ASPECTS THEORIQUES SUR LES ACTIVITES
BIOLOGIQUES



Chapitre 111 : Aspects théoriques sur les activités biologiques

3.1 Introduction

Malgré son ancienneté la phytochimie reste toujours d’actualité. Cela est da
principalement au fait que le regne végétal est d’'une immense richesse en plantes
aromatiques, médicinales ou tinctoriales, qui sont sources d’un nombre inestimable de
variétés de substances naturelles bioactives, appelées métabolites secondaires. Pour des
raisons économigues, un intérét sans cesse croissant est accordé a I'étude biochimique de ces
composés, contribuant au développement de secteurs entiers de la phytochimie ayant un
rapport ou un lien avec de nombreuses sciences appliquées telles que la pharmacie, la chimie,
la biologie et la médecine. Face a la diversité et au nombre des molécules de ces composes,

la question du rdle de leur potentiel biologique s'est rapidement poseée.

Avant de procéder a I’isolement de produits potentiellement bioactifs, une série de
tests biologiques rapides, fiables et pertinents est indispensable, ce qui permet d'évaluer le
potentiel des extraits végétaux. Toutefois, il faut bien noter que si ces derniers s’averent
inactifs contre les cibles choisies, les substances actives sont présentes en trés faible
concentration ou peuvent posseder d'autres potentiels non estimés. Ceci justifie une partie
des objectives de ce présent travail, consistant en la recherche d’extraits végétaux pouvant
engendrer des activités bioactives en réalisant des extractions a différentes conditions
opératoires via des méthodes conventionnelles ou non conventionnelles, notamment par CO>
supercritique. Le but de cette approche est de développer un modele basé sur le concept de
contributions de groupes permettant 1’estimation de la solubilité des extraits obtenus dans

des fluides supercritiques, a des conditions optimales.

Par conséquent, ce présent chapitre est dédié a la présentation de certains aspects
théoriques liés aux activités biologiques engendrées par ces substances naturelles
potentiellement bioactives, en examinant de plus prés leur réle et en expliquant leur diversité

et leur importance écologique.
3.2 Rappel sur les métabolites secondaires des végétaux

A la différence des métabolites primaires (glucides, protéines, lipides,
polysaccharides) qui sont nécessaires au développement, a la croissance et a la reproduction
des plantes, les métabolites secondaires sont des substances biologiques produites par les
organismes vivants afin d’assurer I’adaptation de la plante avec son environnement. Ils ne

participent pas directement au fonctionnement cellulaire et au développement du végétal.
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Il a été montré que les métabolites secondaires ont une variété d'effets biologiques,
fournissant une base scientifique pour l'utilisation des herbes en médecine traditionnelle dans
de nombreuses cultures anciennes. Ils ont des propriétés antibactériennes, antifongiques et
antivirales et peuvent donc protéger les plantes contre les infections. lls contiennent
également, des produits chimiques essentiels absorbant les UV, empéchant les dommages

importants causés aux feuilles par la lumiere.[75]

Les métabolites végétaux secondaires sont répartis en plusieurs groupes en fonction
de leurs structures chimiques, a savoir les composés phénoliques, les terpenes, les stéroides,
les lipides, les carbohydrates et les composés azotés tels que les alcaloides [75],Figure (3.1).
Chacune de ces classes contient une tres grande variété de composés qui présentent une trés

large gamme d'activités biologiques [76], Tableau (3.1).

Tableau 3.1 : Propriétés de quelques constituants majeurs des plantes médicinales[77].

Composés Utilisation Activité pharmacologique

. . \ . . Anticancéreux, antimicrobien, anti-
Alcaloides | Biosynthése de produits pharmaceutiques inflammatoire,

: . : . - Anti appétant, antifongique, anti-
Saponines | Agent détergent, mouillant et émulsifiant obésité, antioxydant

. Utilisé pour les colorants cationiques, la | Antimutagénes,  anticarcinogenes,
Tannins . . L. -

production d'encre antimicrobiens,
Flavonoides | Prévient les infections microbiennes Anti-inflammatoire, _ antimicrobien,
antibactérien, antioxydant

Dans ces grandes familles, on distingue, en termes de nombre de structures connues,

les composés phénoliques, les composés terpéniques et les composés azotés, plus

particuliérement les alcaloides.

Durant ce travail, une attention plus particuliere a été accordée a 1’étude des

composés phénoliques. Par conséquent, une présentation détaillée de cette famille de

composés a été considérée dans la section suivante.
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I Métabolite secondaire végétal I
Terpénes Phénoliques ‘ Composés contenant du N | I Composés contenant du S
Mono-terpénes - Coumarine Alcaloides Glutathion
exp: le geraniol exp: les exp : cocaine Glucosinolates
Sesquiterpénes hydroxycoumarines - Glucosides cyanogénes Phytoalexines
exp: Humuléne - Furano-coumarines exp: dhurrin Thionines
Diterpénes exp: psoraline - Acides aminés non protéiques Défensines
exp: cafestol - Lignine exp : canavanine Allinine
Les sesterterpénes exp: le resvératrol
exp: géranylfarnésol - Flavonoides
Triterpénes exp: quercitine
exp: le squaléne - Isoflavonoides
Sesquarpénes exp: la génistéine
exp: ferrugicadiol - Tanins
Tétraterpénes exp: l'acide tannique
exp: le lycopéne
Polyterpénes
exp: gutta-percha

Figure 3.1 : Exemples de familles et sous-familles de métabolites secondaires [78].

3.2.1 Lescomposés phénoliques

A ce jour, des milliers de composés phénoliques ont été caractérisés dans le régne
végeétal. Leur point commun est la présence d'un ou plusieurs noyaux benzéniques (Structure
de base) avec un ou plusieurs groupements fonctionnels hydroxyles. Les composés
phénoliques peuvent étre répartis en une dizaine de classes différentes Figure (3.2). Certains
ont des structures chimiques plus simples telles que I'acide phénolique, le stilbéne, et leurs
dérivés pouvant étre complexes, tels que les oligomeéres de stilbéne, les gallotanins et les

ellagitanins [79].

L'acide phénolique, le stilbéne, les flavonoides, les tanins et les lignanes se trouvent
principalement dans les feuilles, les fleurs et I'écorce. Ces molécules jouent des roles
importants dans la croissance des plantes et dans la lutte contre les pathogenes et les maladies
infectieuses. Les couleurs des fruits, des fleurs et des feuilles sont parmi les caractéristiques

de la sous-classe des flavonoides [79].

| FOLYPHEMNOLS |

Acides
phanoliquas

Lignines
Stilbéaneas 9

| Flavonoides |

| Flavornols |
|

| Flavanaoidaes™ | | e cinnamigue |

el suberines

| ype benzoique |

|(Dihy|:|rc|:|chalcc:ne| | tType courmarigque |

| Tannins hydmolysables |
| I

[ alictannins | Elagitannins |

Anthocyanidines

Anthocyanines

Figure 3.2 : Principales classes des composés phénoliques [80].
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Tableau 3.2 : Principaux composes phénoliques et leurs propriétés.

Composés Phénoliques

Propriétés

Flavonoides

Appartiennent a une grande famille de
polyphénols, molécules connues pour
de diverses activités biologiques. Les
flavonoides sont omniprésents dans
les plantes. Presque tous les tissus
végétaux peuvent les synthétiser[81].
Les flavonoides sont des composants
indispensables dans une variété
d'applications nutraceutiques,
pharmaceutiques, médicinales et
cosmétiques.

Ils Emettent des signaux visuels sous forme
de pigments pour les animaux afin d’attirer
les pollinisateurs vers les fleurs, et les
animaux vers les fruits, aidant ainsi a la
dispersion des graines[82], [83]. Ils ont des
effets biochimiques et antioxydants,
traitent le cancer, la maladie d'Alzheimer
(MA), I'athérosclérose, anti-
inflammatoires, antimutagénes[84].

Phénols, Acides
phénoliques[85]

Le terme acide phénolique s'applique
a tous les composés organiques ayant
au moins une fonction acide
carboxylique et un groupe hydroxyle
phénolique. En phytochimie, l'usage
de ce nom est réservé aux seuls
dérivés de l'acide benzoique et de
I'acide cinnamique

Antioxydants et anti-inflammatoires et ils
peuvent avoir des propriétés antivirales.

Acides coumariques

ou Acide

hydroxycinnamique

[86]

L'acide coumarique est un dérivé
hydroxy de l'acide cinnamique et se
présente  naturellement en trois
isoméres (ortho-, méta- et para-)

activité antimicrobienne et anticancéreuse

Stilibénes

Dérivé de I'acide hydroxycinnamique
contenant de simples dérivés hydroxy
et méthoxy du stilbene, ainsi que leurs
formes hétérosidiques et polymeéres.
On les trouve en petites quantités dans
I'alimentation humaine.

Parmi ces composés se trouve le
resvératrol, un médicament anticancéreux
[79] présent dans certaines plantes.

Ils ont des propriétés antioxydantes,
antibactériennes et antifongiques et
peuvent étre trouvés dans une variété de
produits pharmaceutiques et nutraceutiques
[85].

Coumarines

Les coumarines sont une large famille
de métabolites secondaires présents
dans diverses espéces de plantes [87].
Les coumarines sont des dérivés de la
benzo-a-pyrone, la lactone de I'acide
O-hydroxycinnamique [75].

Ils peuvent empécher la peroxydation des
lipides membranaires et éliminer les
radicaux libres. En tant qu'ingrédient
alimentaire, ces antioxydants naturels
semblent  contribuer de  maniére
significative a la prévention des maladies :
cancer, maladie cardiaque, etc [88].

Ils ont les propriétés anti-inflammatoires,
anticoagulantes, anticancéreuses et anti-
Alzheimer [75], [89].

Lignine et subérine

La lignine est I'un des metabolites
secondaires les plus importants
produits par la voie métabolique
phénylalanine/tyrosine  dans les
cellules végétales. La lignine est I'un
des principaux constituants du bois.

-polymeére phénolique complexe[90].
Les lignines sont des polymeéres
d'alcools p- coumarylique,
coniférylique, sinapylique. Par contre,
les subérines sont des polyesters des

Elle a de nombreuses fonctions biologiques
telles que le transport de I'eau, le support
mécanique et la résistance aux différents
stress [90].
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acides féruliques et p-coumarique
avec des acides aliphatiques[80].

Anthocyanes
(anthocyanosides)
Ou Anthocyanine

(sous-groupes des flavonoides) sont
des pigments végétaux glycosides
hydrosolubles omniprésents, évidents
dans la coloration violette des fruits,
des feuilles et des tiges. lls
comprennent une molécule
d'anthocyanidine liée a un fragment
sucre. Les anthocyanidines sont des

composés flavonoides avec une
structure moléculaire a trois anneaux
[91]

Ils sont de puissants antioxydants[80], qui
sont utilisés en phytomédecine et en
nutraceutiques pour lutter contre les
maladies causées par les especes réactives
de I'oxygene (ROS) [85]

Tanins

Toutes les plantes en contiennent a
des degrés divers. Il existe deux types
de tanins : les tanins hydrolysables et
les tanins condensés (appelés aussi
proanthocyanidines) [75].

lls sont des donneurs de protons des
radicaux libres des lipides qui se forment
lors de la peroxydation. Ils ont la capacité
de se lier et de précipiter les protéines[75].

Quinones

Les quinones sont une classe de
composés naturels et synthétiques qui
ont plusieurs effets bénéfiques.

Les quinones, un type de métabolites
secondaires d'origine végétale, sont
une classe de composés a structure
quinone et peuvent étre
principalement divisées en quatre
types [93].

Les quinones sont des transporteurs
d'électrons jouant un r6le dans la
photosynthése. En tant que vitamines, elles
représentent une classe de molécules
prévenant et traitant plusieurs maladies
telles que l'ostéoporose et les maladies
cardiovasculaires. Les quinones, par leur
activité antioxydante, améliorent I'état de
santé général. De nombreux médicaments
approuves cliniguement ou encore en cours
d'essais cliniques contre le cancer sont des
composés apparentés a la quinone [94].

un certain nombre de quinones présentent
des activités biologiques importantes, telles
que l'effet purgatif, ainsi que les activités
antibactériennes et anticancéreuses de la
juglone et de la plumbagine [19].

Lipides

Les huiles fixes, les cires, les huiles
essentielles, les stérols, les vitamines
liposolubles (telles que les vitamines
A, D, E et K), les phospholipides et
d'autres COMPOSES naturels
constituent les lipides

Ils remplissent une variété de fonctions
biologiques en tant que composants
structurels  majeurs de toutes les
membranes biologiques et en tant que
réservoirs d'énergie et carburant pour les
processus cellulaires. Malgré le fait que les
lipides soient considérés comme des
métabolites végétaux fondamentaux, de
nouvelles recherches ont prouvé qu'ils
avaient des propriétés médicinales [75].
Les acides gras polyinsaturés contenus
dans diverses huiles fixes inhibent
I'excrétion des produits de peroxydation
lipidique, ce qui en fait de puissants
antioxydants et anti-inflammatoires. Ils
sont utilisés a titre préventif pour réduire le
risque dathérosclérose et de maladie
cardiaque [75].
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3.3 Activités biologiques

Il est bien connu que les métabolites secondaires notamment les composés

phénoliques, présents dans les plantes et présentés ci-dessus, sont responsables d'une variété

d'activités biologiques observables; antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires,

anti-allergenes, anticancéreux, etc. Tableau (3.3).

Tableau 3.3 : Activites biologiques et usage médicinal de certaines plantes, liées aux

métabolites bioactifs qu’elles contiennent.

Especes

Métabolites bioactifs

Activités biologiques et usage médicinal

Vitex negundo

(P )

Terpénoides, Iridoides
Glycosidiques et alcaloides [95]

Antipaludéen, vermifuge, cicatrisant,
antipyrétique, anti-inflammatoire,
analgésique, antioxydant, antibactérien,
hépato protecteur, anti-microfilarien [96].
Traitement des maladies oculaires, des maux
de dents, de la leucodermie, de I'hypertrophie
de la rate, des ulcéres cutanés, de la fievre
catarrhale, de la polyarthrite rhumatoide, de la
gonorrhée et de la bronchite [95], [97].

Allium sativum

(5

Alcaloides, flavonoides, saponines,
protéines et glucides, tanins,
glycosides cardiaques et sucres
réducteurs, flavones et flavonols

Coupes, régulation de la pression artérielle,
supplément anti-inflammatoire et contréle du
taux de cholestérol.

Psidiumguajava

(;\)ém :\3\};)

Composés phénoliques,
isoflavonoides, acide gallique,
catéchine, épicathéchine, rutine,

naringénine, kaempférol, acide
ascorbique, caroténoides
(Iycopéne, p-caroténe et f-

cryptoxanthine) et glycosides

Nettoyage des plaies, anti-microbien, anti-
plasmodial, anti-inflammatoire, antioxydant,
anti-génotoxique, toux et nettoyage du rectum

Ephedra sinica

Il est célébre pour contenir six
alcaloides de la série des
éphédrines [98], Flavones,

antioxydant, antiviral, anti-inflammatoire,
antimicrobien  [98]. hypoglycémie, cas
particuliers de bloc cardiaque, hypotension

protéines, acides aminés et

vitamines [103]

(sa1lall Flavanols (précurseurs de tanin), | orthostatique, élévation de la tension
Bisflavanols, Acides carboxyliques | artérielle, bronchodilatation, narcolepsie,
[99] dépression [99].

Chia (Salvia composés  phénoliques (acides | capacité antioxydante, activité
hispanica) phénoliques,  flavonoides et | antimicrobienne, athérosclérose,
(ES)) procyanidines) [100]. dysfonctionnement cérébral et cancer [100].
Papaver Alcaloides (Noscapine, | Antitussif et anticancéreux, analgésiques
sanguinarine, la berbérine, | narcotiques, hypocholestérolémiante et le

(aadh codéine, morphine) [101]. myorelaxant[101].
Stéroides et triterpénoides[102], Anti-asthmatique, Anti-inflammatoire,
. phytostérols, saponines, | Antimicrobien, Antioxydant, Antiulcéreux,
Urtica flavonoides, tanins, stérols, acides | Hématopoiéti Préventi d
, : : poiétique, révention e
(o=l il gras, caroténoides, chlorophylles, | I'athérosclérose, régulateur du métabolisme

des protéines [102],
Cardiovasculaire,
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Le présent travail, s’est essentiellement intéress¢ a 1’évaluation des activités

antimicrobiennes et antioxydantes.

3.3.1 Activités antimicrobiennes

Particuliérement dans les pays en voie de développement, les maladies infectieuses
et d'origine alimentaire peuvent avoir de graves répercussions sur la santé et méme entrainer

la mortalité chez la population.

Partout dans le monde, en raison de I'émergence continue de micro-organismes
résistants aux antibiotiques, la communauté scientifique s’est focalisée sur la recherche de
nouveaux médicaments antimicrobiens plus efficaces contre les infections microbiennes

persistantes [104].

Les agents antimicrobiens générés a partir de sources végétales sont souvent
considérés comme naturels et moins nocifs par rapport aux produits chimiques industriels,
comme souligné par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Par conséquent, et suite a
la diminution de D’efficacit¢ des antimicrobiens synthétiques ainsi que leurs effets
secondaires inquiétants, un intérét croissant a été enregistré pour la médecine a base de
plantes [105,106].

3.3.1a Activité antibactérienne
e Infections bactériennes

Les bactéries sont partout en étant essentiels a la préservation de I'écosysteme dans
lequel nous vivons [107]. La majorité des micro-organismes dans le monde ne causent pas
de maladies ou d'infections. Cependant les maladies bactériennes ont un impact significatif
sur la sant¢ publique. De par I’existence d’un plus grand choix de médicaments
antimicrobiens efficaces contre les bactéries, les maladies bactériennes sont généralement
plus faciles a traiter que les infections virales provoquées par les virus et les parasites.
Cependant, la résistance bactérienne aux antibiotiques est un probléme en croissance rapide
avec des conséquences potentiellement dévastatrices [104]. De nouvelles especes et de
nouvelles variantes d'especes familieres continuent d'étre découvertes, en particulier lorsque
nous pénétrons dans de nouveaux écosystémes. Par conséquent les infections bactériennes
résistantes aux antibiotiques sont I'une des menaces mondiales les plus importantes pour la

santé publique.
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Les micro-organismes pathogenes ont des propriétés qui leur permettent de
contourner les défenses de l'organisme et d'utiliser ses ressources. Pour prédire si une
maladie se propagera apres la transmission d'un agent bactérien, les caractéristiques de I'h6te
sont cruciales. Ces variables comprennent la constitution génétique, I'état nutritionnel, I'age,
la durée d'exposition a I'organisme et les maladies concomitantes. De plus, I'environnement
de I'hdte affecte la susceptibilité. Les deéfenses de I'organisme contre les infections
bactériennes sont affaiblies par les polluants environnementaux, les toxines et la pollution

de l'air.

Les bactéries sont classées comme a GRAM-positif ou a GRAM-négatives en
fonction des caractéristiques de leur paroi cellulaire [107]. L’une des principales différences
entre les organismes gram-positifs et gram-négatifs est que les bactéries gram-négatives ont
tendance a produire une endotoxine qui peut provoquer la destruction des tissus, un choc et
la mort. Les deux classes de bactéries different également par leur sensibilité aux
antibiotiques. Les bactéries peuvent également étre classées en fonction de leurs réponses de

croissance en besoin d'oxygéne [107].

Ce schéma changeant de la maladie et I'émergence de souches bactériennes
résistantes a de nombreux antibiotiques actuellement utilisés font du besoin de nouvelles

approches pour le traitement des infections, une priorité médicale.

La catéchine est I'un des composés naturels qui est devenu un puissant substitut dans
le traitement des souches de bactéries résistantes aux antibiotiques. C’est un polyphénol
naturel (TPP), principal abondant dans le thé vert. L’une des propriétés antimicrobiennes est
liée a la catéchine et a ses dérivés, qui sont des flavonoides naturels abondants dans le thé
[106].
3.3.1b Activité antifongique

Les antimycotiques sont des substances isolées en mycologie médicinale et capables
d'inhiber spécifiquement la croissance de divers champignons responsables de lésions plus
ou moins séveres. Trois types de medicaments antifongiques sont actuellement utilisés:
molécules naturelles, molécules semi-synthétiques et molécules synthétiques. Ils agissent

sur les cellules fongiques au niveau de l'enveloppe cellulaire, souvent en altérant leur

intégrité, ou au niveau cytoplasmique.

¢ Infections fongiques
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Tout au long de son histoire, I'humanité a été en proie a des maladies infectieuses qui
sont l'une des principales causes de déces dans le monde. Malgré leur danger pour
I'numanité, certaines de ces "menaces microbiennes"” ont malheureusement été sous-estimées
et négligées par les autorités sanitaires, alors méme qu'elles mettent chaque année en danger
la vie de millions de personnes dans le monde. Les infections fongiques représentent un

exemple d'une telle maladie émergente négligée.

En conséquence, les infections fongiques deviennent de plus en plus un probléme de
santé mondial avec des taux élevés de morbidité et de mortalité et des conséquences socio-
économiques dévastatrices. Les maladies fongiques sont généralement des mycoses
superficielles, sous-cutanées ou systémiques causées par des champignons filamenteux ou
des levures pathogenes pour I'nhnomme [108]. Les mycoses sont des maladies causées par des
champignons microscopiques. Avec l'augmentation de la population de patients
immunodéprimés ou sous thérapie immunosuppressive, les mycoses sont devenues un
probleme croissant dans les soins médicaux modernes. De plus, le diagnostic de ces maladies
peut étre problématique, la résistance aux médicaments est tres préoccupante et moins de
médicaments sont disponibles par rapport aux maladies bactériennes ou virales. Les
infections fongiques entrainent diverses maladies qui peuvent étre locales, superficielles,
allergiques ou systémiques. Les infections systémiques sont particulierement graves et

potentiellement mortelles [109].

Plusieurs facteurs contribuent aux infections opportunistes a fongique, dont certains
sont difficiles, voire impossibles, a éviter. Ces facteurs peuvent étre exogénes ou endogenes :
la pollution, le tabagisme, certains médicaments, une mauvaise alimentation, le manque
d'exercice et les substances induisant du stress sont des exemples de facteurs extrinseques.
Cependant, ces facteurs externes augmentent non seulement la susceptibilité de I'organisme
aux dommages, mais provoquent également des altérations géenétiques dans les cellules et
un déclin de la fonction cellulaire. Les dommages aux globules blancs, les attaques d'autres
cellules du systeme de défense des organes et un systéme immunitaire affaibli entrainent

tous une diminution de la capacité de réponse de I'organisme.

Les especes fongiques pathogénes impliqués dans les infections systémiques sont
soit acquis a partir des milieux environnants de I'héte, soit font partie de la flore normale

chez I'hnomme.
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La résistance acquise aux médicaments antifongiques actuellement disponibles chez
les souches sensibles, ainsi que I'émergence croissante de souches fongiques moins
sensibles, est un autre facteur important contribuant au développement d'infections
fongiques. Bien qu'il existe de nombreuses options pharmacologiques pour les traitements
antifongiques, ils sont actuellement limités a trois classes chimiques différentes : azoles,
échinocandines, polyenes, les derniéres représentant une molécule antifongique d'origine
naturelle [79, 85, 86] et possédant le plus large spectre d'activité antifongique par rapport

aux autres agents disponibles.

Les plantes naturelles sont une source précieuse de composés thérapeutiques
potentiels, tels que les antifongiques naturels ou la thérapie antifongique actuelle est

fréquemment associee a une toxicité élevee.

Les huiles essentielles, les flavonoides, les alcaloides, les peptides, les protéines, les
glycoprotéines et les tanins peuvent étre utilisés directement ou comme matrices pour la

synthese de nouveaux composés [108].
3.3.2 Activité antioxydante

L'étude de la capacité antioxydante représente un défi scientifique important. Un concept
largement utilisé dans I'étude des propriétés biologiques de diverses plantes. Les molécules
qui provoquent I'oxydation et celles qui peuvent la combattre sont présentées dans le chapitre

suivant.
3.3.2a Radicaux libres et stress oxydatif
e Radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre définis comme des molécules ou des fragments de
molécules contenant des électrons libres dont la présence confére aux radicaux libres une
réactivité considérable [110]. La formation de radicaux libres dans lI'organisme est constante
et importante, mais I'exces dépend de facteurs externes tels que le stress, la fatigue et une
activité physique intense. Ils sont également produits sous l'action d'oxydants
environnementaux tels que le tabac, la pollution, le soleil, les rayons UV, le stress, les
mauvaises habitudes alimentaires, la consommation d'alcool, les fibres d'amiante et les
pesticides [111]. Par exemple, les molécules d'oxygéene (ou dioxygene, O2) se caractérisent
par une structure bi-radicale libre car leurs deux électrons isolés se trouvent dans deux

orbitales a haute énergie.
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L'oxyde nitrique (NO) est un radical peu réactif synthétisé a partir d'un atome d'azote

et d'une molécule d'oxygene car il n'y a qu'un seul électron dans l'orbite.
3.3.2b Stress oxydant

Le stress oxydatif est défini comme une perturbation de I'équilibre entre la production
de radicaux libres (espéces réactives de lI'oxygéne (ROS) par exemple) et les défenses
antioxydantes. Les especes réactives (RS) ou les entités oxydées sont souvent des radicaux
libres, qui ont des atomes ou des groupes avec un ou plusieurs électrons non appariés dans
leurs orbitales les plus externes. Ces électrons individuels ne sont pas compensés et
provoquent des perturbations dans le champ magnétique, rendant ces especes tres instables,
tentant alors de récupérer des électrons d'autres molécules, comme des substrats biologiques,
en les oxydant. Il existe deux grandes familles d'espéces réactives : espéces réactives de
I'oxygene ROS (Reactive Oxygen Species) et espéces réactives de I'azote RNS (Reactive
Nitrogen Species). Les ROS sont présentes intra cellulairement a des doses appropriées :
leur concentration est régulée par I'équilibre entre leurs vitesses de formation et
d'élimination, par les systemes antioxydants. Cependant, cette homéostasie redox peut étre
détruite soit par une surproduction de ROS (comme le vieillissement ou I'athérosclérose),
soit par une capacité antioxydante réduite (comme les personnes souffrant d'obésité et les
fumeurs), d’ou ce qu'on appelle le stress oxydatif. En revanche, dans certaines situations
pathologiques (cancer), la production d'ERO est plus importante et prolongée, et la réponse
antioxydante est insuffisante. Le déséquilibre est permanent. Il existe plusieurs causes
possibles a cette perturbation de I'homéostasie redox, notamment le stress extrinseque
(favorisant les effets environnementaux), l'empoisonnement aux métaux lourds, les

radiations, les carences alimentaires en antioxydants ou les anomalies genétiques.

Dans le phénomeéne de stress oxydatif dans les milieux biologiques, les radicaux
libres mis en jeu partagent la propriété d'avoir un électron unique sur I'atome d'oxygene ou
d'azote. Cela lui donne le nom d’especes réactives de 1’oxygene (ERO ou ROS) ou de I’azote
(EAR ou RNS). Les especes réactives de I'oxygene (ROS) comprennent les radicaux libres
tels que le superoxyde (O2), le radical hydroxyle (OH'), le radical peroxyle (ROO") ainsi que
les especes non radicalaires telles que le peroxyde d'hydrogene (H202) [112]. lls peuvent
étre transformés en radicaux par réaction avec des metaux de transition. L'EOR et I'ERN
sont connus pour jouer un double rdle dans les systemes biologiques car ils sont nocifs,

bénéfiques et méme essentiels aux organismes vivants[113]:
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IIs sont utiles lorsqu'ils sont impliqués dans le role physiologique dans les réponses
cellulaires telles que la lutte contre les substances infectieuses et leur fonction dans
les systemes de signalisation cellulaire.

Les deséquilibres entre I'équilibre des ERO et ERN et les systemes de défense sont
nocifs pour les cellules (ADN, protéines, lipides) [110]associés au développement
de nombreuses maladies graves (cancer[114], athérosclérose, arthrite) entrainant
souvent l'apparition de lésions irréversibles), maladie neuro dégénérative, les
pathologies articulaires, le cancer, le vieillissement[115]) : c'est le stress oxydatif
[93, 94].

3.3.2c Origine et role de certains antioxydants

Outre les substances propres a ’organisme, les médicaments, les aliments et les

especes végeétales peuvent également étre des sources d'antioxydants.

Les plantes contiennent des concentrations élevées de nombreux antioxydants redox

actifs, notamment des polyphénols, des caroténoides, des tocophérols, du glutathion, de

I'acide ascorbique et des enzymes antioxydantes qui combattent les dommages oxydatifs

dangereux des composants des cellules végétales:

Elles sont des substances qui neutralisent les radicaux libres ou leurs actions. La
nature a doté chaque cellule de mécanismes de protection adéquats contre les effets
nocifs des radicaux libres : la superoxydedismutase (SOD), la glutathion peroxydase,
la glutathion réductase, la thiorédoxine, les thiols et les liaisons disulfures sont des
systémes tampons dans chaque cellule. L'a-tocophérol (vitamine E) est un nutriment
essentiel qui agit comme un antioxydant briseur de chaine qui empéche la
propagation des réactions radicalaires dans toutes les membranes cellulaires du corps
humain. L'acide ascorbique (vitamine C) fait également partie du mécanisme de
protection normal. D'autres antioxydants non enzymatiques comprennent les
caroténoides, les flavonoides et les polyphénols apparentés, l'acide a-lipoique, le
glutathion, etc. [32, 33].

Les antioxydants sont des molécules qui peuvent supprimer I'oxydation d'une autre
molecule. lls brisent la chaine des réactions radicalaires en sacrifiant ses propres
électrons pour alimenter les radicaux libres sans devenir les radicaux libres eux-
mémes. Il existe diverses stratégies antioxydantes pour contrecarrer et neutraliser les

effets néfastes des ROS en renforcant les défenses antioxydantes endogenes ou en
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renforcant les défenses non enzymatiques par l'alimentation ou par des moyens

pharmacologiques [119].

Il n'existe pas de methode formelle pour déterminer I'activité antioxydante. Il existe
plusieurs méthodes pour évaluer I'activité antioxydante, chacune permettant de mesurer un
groupe différent d'antioxydants. Le test le plus courant pour évaluer I'activité antioxydante
est l'utilisation des tests de piégeage des deux radicaux courants utilisant l'acide 2,20-azino-
bis-3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique (ABTS) et le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

radical.

Les résultats de recherche indiquent que le test ABTS est supérieur au test DPPH
lorsqu'il est appliqué a une variété daliments végétaux contenant des composés
antioxydants. La capacité antioxydante détectée par le test ABTS est significativement plus
élevée dans les fruits, les légumes et les boissons par rapport au test DPPH. Ces données
suggerent que le test ABTS pourrait étre plus utile que le test DPPH pour détecter la capacité
antioxydante de divers aliments hydrophiles, lipophiles et hautement pigmentés [120]. Dans

la présente étude, Le test DPPH pour I'activité de piégeage des radicaux a été utilisé.
3.3.2d Evaluation de Dactivité antiradicalaire par piégeage du radical libre (2,2-
Diphényl-1-picrylhydrazyl : DPPH)

Les antioxydants de type phénolique réagissent selon un mécanisme de transfert
d'électrons suivi de transfert de protons plus ou moins rapides, produisant des radicaux

stabilisés par leur structure mésomérique conjuguée.
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Figure 3.3 : Mécanisme d’action anti radicalaire des polyphénols[100, 101].

Le groupe hydroxyle des polyphénols est en fait un donneur d'atomes d'hydrogéne.
Ils peuvent réagir avec les espéces réactives de I'oxygéne et de l'azote, brisant le cycle de

production de nouveaux radicaux a la fin de la réaction.

[59]



Chapitre 111 : Aspects théoriques sur les activités biologiques

e Principe

L’activité antioxydante a été¢ évaluée en mesurant le pouvoir de piégeage du radical
DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl), de formule brute (C1sH12N506). 1l existe deux
mécanismes principaux par lesquels les antioxydants exercent ces propriétés [122]:
I'inactivation des radicaux libres et le transfert d'électrons. Dans le premier mécanisme, le
radical libre (R *) peut éliminer un atome d'hydrogene de I'antioxydant (ArOH), qui devient
radical. Plus I'énergie de dissociation des liaisons O-H est faible, plus la réaction
d'inactivation du radical libre est facile et donc plus I'action antioxydante est importante. Le
mécanisme principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert du radical

H sur le DPPHe.

Dans le second mécanisme, lI'antioxydant peut donner un électron au radical libre,
qui devient un radical cationique. Dans ce mécanisme, plus le potentiel d'ionisation (IP) est
faible, plus I'attraction d'électrons est facile, ce qui signifie une plus grande activité
antioxydante, (2 une couleur mauve da a la délocalisation de 1’¢lectron de réserve sur
I’ensemble de la molécule) qui sera transformé en une molécule neutre et stable DPPHH de

couleur jaune.

La réduction du DPPH*® en DPPH-H se fait en mesurant la diminution de la coloration
violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH®, mesurable par spectrophotométrie
de 515-518 nm.

¢ La capacité antioxydante de composes tels que les polyphénols sontutilisés dans les
aliments pour lutter contre la peroxydation des lipides, permettant ainsi une meilleure
stabilisation des aliments. 1l est également recommandé pour améliorer la stabilité
des pigments colorés des jus (comme le jus de betterave) et des ardmes alimentaires

et entre dans la composition de médicaments oraux et de cosmétiques topiques.

Conclusion

Le chapitre suivant détaille la méthodologie expérimentale utilisée au cours de cette
étude en présentant I'ensemble des matériels et produits utilisés et les procédures réalisées.
La recherche expérimentale peut étre divisée en deux parties fondamentales : la premiere
partie correspond a I'étude d'extraits de graines sélectionnées et la deuxiéme partie porte sur
I'évaluation des activités biologiques (antioxydante, antibactérienne, antifongique) des

extraits obtenus.
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4.1 Introduction

Comme nous 1’avons bien souligné auparavant, les plantes considérées durant cette
étude, en I’occurrence Peganum harmala et Plantago ovata, montrent une richesse et une
diversité en métabolites secondaires. Au fait, les extraits préparés via les méthodes
d’extraction adoptées ont €té testés en utilisant différentes méthodes pour confirmer ou pas

leur potentiel biologique.

Les travaux expérimentaux réalisés durant cette étude ont pour objectif d’optimiser
les conditions opératoires (rendement, température, pression et potentiel biologique) qui
révelent un extrait biologiqguement actif. Les conditions optimisées seront ensuite utilisées
pour I’¢élaboration du modele de conception moléculaire de nouveaux fluides testés a 1’état

supercritique, comme substituts au CO>

Par conséquent, Le présent chapitre est une présentation détaillée de la méthodologie

expérimentale adoptée, du matériel manipulé, et des protocoles opératoires suivis.
4.2 Matériel
4.2.1 Matériel végétal

e Peganum harmala L

Les graines utilisées sont issues de la plante Peganum Harmala L. récoltée en mai
2020 a Oum BOUAGHI, une région de I'est Algérien. Pour éliminer les impuretés, elles ont
été lavées, séchées, puis broyées en petites particules et la poudre résultante tamisée a l'aide
d'un tamis vibrant a 0.5, 0.7 et 0.9 mm, d’ou la considération de trois classes de diameétres

des particules. Figure (4.1) montre les échantillons de graines préparés pour 1’extraction.

Figure 4.1: Echantillons de graines de Peganum harmala préparés pour I’extraction.

e Plantago Ovata

Les graines utilisées sont issues de la plante Plantago ovata a Jijel, Alger.
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Pour cette deuxiéme plante la matiére vegétale a subi un prétraitement consistant
notamment en un broyage afin d'améliorer le taux de transfert par le biais d’une plus grande

surface d'échange.

La masse broyée obtenue est passée a travers un tamiseur équipé de tamis de
différentes ouvertures générant des particules dont les tailles moyennes sont de 0.25, 0.55 et

0.85 mm. La figure suivante montre les échantillons de graines de Plantago ovata.

Figure 4.2 : Echantillons de graines de Plantago ovata préparés pour I’extraction.

4.2.2 Matériel biologique

L’activité antibactérienne a ¢été testée sur quatre souches de référence :
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli
(ATCC 25922) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

L’activité antifongique a été testée sur sept champignons : Fusarium oxysporum,
Fusarium nivale, Fusarium proliferatum, Fusarium roseum, Fusarium solani, Alternaria sp

et Aspergillus niger et une levure (Candida albicans 570).
Ces souches bactériennes et fongiques utilisées sont bien décrites dans I'annexe B.
4.2.3 Reéactifs chimiques et matériel instrumental

e Les produits chimiques utilisés ont été fournis par différentes sociétes : Méthanol pur
a 99.9 %, trichlorure d'aluminium (AICI3), Quercetin pur a 95 % et carbonate de
sodium (Na2COgz) de Sigma-Aldrich ; Acide galliqgue et Folin-Ciocalteau de
BiochemChemopharma ; Chlorure d'acide (HCI) 36.5-38 % en poids par VWR
Chemicals ; Vanilline et DPPH (2, 2-diphenyl-1- picrylhydrazyl). Le dioxyde de
carbone (COz) d'une pureté de 99.99 % a éte fourni par Air Liquide, Algérie, NaCl,
DMSO, antibiotique  (CEFPIROME(LE =~ CHLORAMPHENICOL30ug)),
Antifongique (AMPHOTERICINE B).
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e L’appareillage utilisé: évaporateur rotatif (SCI LOGEX RE 100-PRO),

Spectrophotometre UV-Vis, autoclave, dessiccateur infrarouge (IR60Q), incubateur
4.3 Préparation des extraits et dosages des composés phénoliques
4.3.1 Extraction par COz2 supercritique
A. Description

La machine d'extraction de fluide supercritique (Separex-4219) utilisée a été acquise
aupres de Separex (Champigneulles, France). La figure (4.3) montre une image de cette
machine ainsi qu'un schéma simplifié montrant son fonctionnement qui peut étre décrit

comme suit :

Le CO: sortant de la bouteille est refroidi par un refroidisseur qui assure sa
liquéfaction pour faciliter son pompage au moyen d'une pompe a haute pression pour
s'assurer qu'il est a une pression supérieure a sa pression critique (74 bar). Il est ensuite
réchauffé a une température supérieure a sa température critique (31 °C) pour étre a I'état
supercritique et passer dans I'extracteur contenant les matieres végétales (les graines dans le
cas présent) ou s'effectue le transfert de masse. Aprés un certain temps de contact, le mélange
(CO2 supercritique - huile) est détendu et donc séparé de I'extrait liquide dans deux
séparateurs en série a partir desquels I'huile est collectée. Le CO- peut étre recyclé pour une

recompression et utilisation dans une autre passe d'extraction.

La machine d'extraction est équipée de toute l'instrumentation nécessaire pour
contrler et régler les parametres de fonctionnement de température, pression et débit de

CO:a. Le pilote d’extraction comprend les équipements suivants:

e Une pompe a haute pression qui peut atteindre jusqu'a 700 bar avec un débit maximal de
200 g/min;

*  Un extracteur cylindrique en acier inoxydable, de capacité de 2000 cm?;

e Deux séparateurs en série pour le fractionnement et la récupération des extraits, avec
controle de pression pouvant atteindre 200 bars et un controle thermostaté de la

température.

B. Principe
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Le protocole de manipulation du pilote d'extraction en mode dynamique est trés
difficile et delicat compte tenu des parameétres opeératoires qui nécessitent un contrdle. Pour

cela les actions suivantes doivent étre menées:

e Liquéfaction du CO- avant passage dans la pompe, par fonctionnement du groupe de
surgélation jusqu'a 2°C, pesee de la masse initiale de I'échantillon avec une balance a
haute pression, préparation de I'échantillon et chargement dans I'extracteur apres avoir
serré les frittées avec la face lisse vers l'intérieur, ce dernier étant fermé par une bride
métallique.

o Vérification de toutes les vannes devant étre fermées, entrée des instructions des
différents capteurs et réglage les indications de température et de débit.

e Ouverture de la bouteille de CO», puis pompage vers l'extracteur apres ouverture de la
vanne, réglage de la pression de fonctionnement de I'extracteur et de I’ouverture vers les
séparateurs pour assurer 1’équilibre et maintien de la pression opératoire.

e Une fois I'extraction terminée, arrét du pompage, dépressurisation de tout le circuit de
conduites, extracteur et séparateurs compris a 1’aide des vannes de sortie (évacuation du
COy»), éteinte des consignes de température, nettoyage du réceptacle hors de 1’extracteur.

e Ringage par CO> supercritique (extracteur vide) pour nettoyer l'appareil, éliminer les

résidus de I'expérience précédente et enfin laisser au repos la machine.

Figure 4.3: Pilote d'extraction par CO> supercritique.

C. Extraction a partir des plantes naturelles considérées
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Le plan d’expérience Box-Behnken a été appliqué pour optimiser le rendement
d’extraction pour les deux plantes (Peganum harmala et Plantago ovata) considérant le

diametre, la température et la pression comme facteurs.

Quinze essais ont été menés pour déterminer les conditions optimales de rendement

d’extraction.

Le tableau (4.1) montre les trois facteurs choisis pour cette étude et désignés par x1
(Diamétre de particules (mm)), X2 (Température (°C) et x3 (Pression (bar)) et variant selon
trois niveaux codés (+1, 0, -1)

La matrice de Box-Behnken est présentée dans le tableau 4.2 avec les 15 expériences
réalisées selon les trois facteurs sélectionnés et le rendement en huile a été pris comme
réponse. La relation entre les variables indépendantes et la réponse a été exprimée selon
I’expression polynomiale du second degré (Eq.4.1) et qui est utilisée pour la prédiction de la

réponse optimale.
_ 2 2 2
Y = Qo+ a1Xq + azX; + azX3 + A12X12 + A13X13 T Ap3X3 + A11X] + QX5 + A33X3

(Eq.4.1)

avec y désignant la réponse estimée, x, le diamétre des particules, x, la température et x5 la
pression sont les parametres indépendants, a, le coefficient constant, a;, a, et as les
coefficients linéaires, a,,, a,set a,sles coefficients d'interaction et a;, , a,, et as; les

coefficients quadratiques.

Les résultats expérimentaux du plan de Box-Behnken ont été ajustés avec ce modéle

exprimée dans 1’équation (4.1).

Tableau 4.1: Le niveau des variables choisies pour le plan de Box-Behnken.

Peganum harmala Plantago ovata
Variables (codé) | xa (mm) | X, (°C) | X3 (bar) | X1 (mm) | X2 (°C) | X3 (bar)
-1 0.5 35 100 0.25 40 100
0 0.7 45 200 0.55 50 200
1 0.9 55 300 0.85 60 300

Tableau 4.2: Matrice expérimentale de I'extraction par CO2 supercritique.

Peganum harmala Plantago ovata
Run | d(mm) T (°C) | P (bar) | d (mm) | T (°C) | P (bar)
1 0.5 35 200 0.25 40 200
2 0.9 35 200 0.85 40 200
3 0.5 55 200 0.25 60 200
4 0.9 55 200 0.85 60 200
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5 0.5 45 100 0.25 50 100
6 0.9 45 100 0.85 50 100
7 0.5 45 300 0.25 50 300
8 0.9 45 300 0.85 50 300
9 0.7 35 100 0.55 40 100
10 0.7 55 100 0.55 60 100
11 0.7 35 300 0.55 40 300
12 0.7 55 300 0.55 60 300
13 0.7 45 200 0.55 50 200
14 0.7 45 200 0.55 50 200
15 0.7 45 200 0.55 50 200

4.3.2 Extraction par Soxhlet

Une extraction par Soxhlet a été menée en continue pour les deux plantes. Une masse

de 20 g de matiére végétale a été introduite dans une cartouche de cellulose fixée sur un

flacon et surmontée d'un réfrigérant avec un volume de 200 ml de méthanol. L'extraction est

considérée comme achevée lorsque le solvant d'extraction devient limpide. Les extraits

obtenus Figure (4.4) ont été évaporés a sec a l'aide d'un évaporateur rotatif montré par la

figure 4.5, puis conservés a 4°C.

Figure 4.5: Evaporateur rotatif.
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La teneur en humidité de la matiére végétale utilisée pour I'extraction a été mesurée
a l'aide d'un dessiccateur (dessiccateur infrarouge). L'analyseur d’humidité donne rapidement

des valeurs de teneur en humidité par simple lecture figure (4.6).

Figure 4.6: Dessiccateur infrarouge (Hygrometer (Denver instrument)).
4.3.3 Rendement d’extraction

Le rendement en huile des plantes sélectionnées a été estimé en tenant compte du

taux d’humidité selon 1I’équation suivante[123]:

R Y% = Massed' huile extraite/ % 100 (Eq.4.2)

Masse initialede la matiére végétale seche
Avec :

Masse initiale de la matiére végétale seche = Masse de la masse initiale de la matiere

végeétale humide x (1 - Th), Th étant la teneur en eau.
4.3.4 Dosages des composés phénoliques
4.3.4a Analyse quantitative des extraits prépares
e Dosage des polyphénols totaux

Un volume de 2.5 ml de réactif de Folin (10 fois dilué¢) a été ajouté a 500 ul
d’échantillon ou standard (préparé dans le méthanol) avec des dilutions adéquates. Apres 5
min, 2 ml d’une solution de carbonate de sodium (7.5 %, m/v) ont été ajoutés au milieu
réactionnel. Apres 2h d’incubation a température ambiante 1’absorbance a été mesurée a 760
nm[124]. La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique et exprimée en mg
d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait), comme

montre par I’annxe C (figure 1C).
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e Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium [125] a été utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits du Plantago. Un volume de 1 ml de la solution d’AlICI3 (2%
dans le méthanol) a été ajouté a 1 ml d’échantillon ou standard (préparés dans le
méthanol).Aprés 10 min d'incubation a 37°C dans I'obscurité, I'absorbance a été lue a 430
nm. La concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie
avec la quercetine et est exprimée en milligramme d’équivalent de quercetine par gramme

d’extrait (mg QE/g d’extrait), comme montré par I’annxe C (figure 2C).
e Dosage des tanins condensés

Une aliquote d'extrait méthanolique de 500 ul a été ajoutée a 3 ml de vanilline a 4 %
et 1.5 ml d'acide chlorhydrique concentré ou d’acide sulfurique. Aprés homogénéisation, le
mélange est incubé a température ambiante pendant 15 min[126]. L'absorbance a été
mesurée par rapport a un blanc contenant du méthanol pur. Les teneurs en tanins condensés
ont été déterminées par référence a une gamme étalon de catéchines. Les teneurs en tanins
condensés ont éte exprimées en mg d'équivalent catéchine par gramme de matiere seche (mg

EC/g E) comme illustré par I’annxe C (figure 3C).
4.4 Evaluation des Activités biologiques
4.4.1 Activité antioxydante

e Effet scavenger du radical DPPH

Pour étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits, la méthode qui utilise le
DPPH (diphénylpicryl-hydrazyl) comme un radical libre relativement stable a été adoptée et
ce selon le protocole décrit par [127], [128]. Dans ce test les antioxydants réduisent le
diphénylpicryl-hydrazyl ayant une couleur violette en un composé jaune, dont l'intensité de
la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu donneur de protons [129]. Des extraits de concentrations différentes ont été ajoutés,
a volume égal, a une solution méthanolique de DPPH (100 puM). Aprés 15 min a température
ambiante, 'absorbance a été enregistrée a 517 nm. La lecture de 1’absorbance est faite contre
un blanc préparé pour chaque concentration a 517nm apres 15 min d’incubation a I’obscurité
et a température ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un

antioxydant standard, ’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes
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conditions que les échantillons et pour chaque concentration, le test est répété trois fois.

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous:

iy ey Abs —Abs i
Inhibition % = ——controt ——Echantilion 5 1 ()() (Eq.4.3)
AbScontrol

Avec AbSgcnantiion 1'@bsorbance de la réaction en présence d'échantillon (dilution
d'échantillon + solution DPPH) et Abs_,n:r0; I'absorbance de la réaction de contréle (solvant
d'échantillon + solution DPPH).

4.4.2 Activité antibactérienne
4.4.2a Méthode des disques de diffusion sur gélose

Les extraits obtenus des deux plantes ont été testés pour évaluer 1’activité
antibactérienne, par la méthode des disques de diffusion[130], contre de différents bactéries
(Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli
(ATCC 25922)et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)).

Ces bactéries doivent repiquées par la méthode de strie sur la gélose Mueller Hinton,
et ensuite incubées a 37 °C pour ’obtention des colonies fraiches qui vont servir a la

préparation de 1’inoculum.

Cette derniere a été préparée a partir de ces cultures jeunes de suspensions
bactériennes a 1’aide d’une pipette pasteur scellée, qui a été déchargée dans 10 ml d’eau
physiologique stérile (0.9%), puis la suspension bactérienne a été agitée. La turbidité des
suspensions est fixée et a été déterminée par spectrophotométrie par une densité optique
entre (0.08 et 0.1) a 630 nm.

A. Ensemencement

Apres I’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum, un écouvillon
stérile a été trempé dans la suspension. Ce dernier a servi a étaler la surface entiére de la
gélose a trois reprises, de haut en bas, en stries serrées. Apres chaque application, la boite a
été tournée de 60° environ afin d’assurer une distribution homogene de I’inoculum. Enfin,

I’ensemencement s’est achevé en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

B. Préparation des disques

Une fois I’ensemencement a été effectué, des disques de 7 mm de diametre ont été
découpés sur papier filtre, stérilisés imprégnés chacun de 15 pl d’extrait. A 1’aide d’une

pince stérile, les disques sont placés sur la surface des milieux préalablement ensemencé.
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Les boites ont été incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °c.
C. Lecture des résultats

Apres 18 a 24 heures d’incubation a 37 °C, ’effet des extraits se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition circulaire transparente autour de disque correspondant
a’absence de la croissance bactérienne. Ces diameétres produits sont mesurés en millimeétres

a I’aide d’une régle, et comparés a ceux obtenus par le témoin positif.

Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible (toutes les tests
sont effectués en duplicata).

4.4.3 Activité antifongique

Pour la détermination de ’activité antifongique, deux méthodes différentes ont été
utilisées :
A. Méthode de concentration minimale inhibitrice
e Protocole

Deux champignons phytopathogenes a savoir: Fusarium oxysporium f. splycopersici
(FOL) souche 4287 et Alternaria sp, ont été testés pour la toxicité fongique en évaluant

I'inhibition de la croissance mycélienne des agents phytopathogenes.

L'activité inhibitrice des différents composés, sur la croissance mycélium des deux agents
phytopathogénes, est déterminée en mesurant la croissance radiale du champignon sur milieu
PDA (Pomme de terre, Dextrose, Agar), contenant le complexe a tester. Ainsi, un volume
de 1 ml de solution de DMSO contenant 5 mg de produit a été ajouté a 100 ml de milieu
PDA a 60°C, préalablement stérilisé puis réparti dans 4 boites de Pétri. De méme, 1 ml de
DMSO a été ajouté a 100 ml de milieu PDA, et a été considére comme un contr6le positif.

Le contrdle négatif contient le milieu PDA sans aucun autre produit[131], [132].

Dans un premier temps, cing niveaux de dilution (4, 5, 6,7 et 8%) des extraits purs
ont été evalués contre Fusarium oxysporium f. splycopersici (FOL) souche 4287. Ensuite,

l'expérience a été répétée avec une dilution de 10% et également en utilisant de I’huile brute.

Expérimentalement, un disque de 5 mm de diametre est prélevé sur une jeune culture
fongique et est déposé aseptiqguement au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA

et le produit a tester. L'expérience a été répliquée 4 fois pour chaque traitement. Aprés 6
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jours d'incubation a 25°C, la croissance mycélienne de I'agent phytopathogéne a été mesurée

a I'echelle millimétrique.

Les résultats ont été exprimeés en pourcentage d'inhibition de la croissance de chaque
champignon par chaque produit par rapport aux diamétres moyens des colonies de chaque
champignon cultivé dans le milieu témoin. Ainsi, l'activité d'inhibition a été exprimée en

pourcentage et a été calculée selon 1’expression :
I=(C-T/C) x 100 (Eq.4.4)

Avec : | = taux d'inhibition en % ; C = croissance radiale de I'agent phytopathogéne en mm
sur milieu PDA avec DMSO (témoin) ; T = la croissance radiale, en mm, de l'agent

phytopathogéne sur milieu PDA contenant le complexe a tester.
B. Méthode des disques de diffusion

Le test d’évaluation de I’activité antifongique des extraits concernant les deux plantes

a été testé en utilisant la méthode de diffusion sur gélose en utilisant les disques.

Ce test a été évalué contre sept champignons: (Fusariumoxysporum, Fusarium
nivale, Fusarium proliferatum, Fusarium roseum, Fusarium solani, Alternariasp et

Aspergillus niger) et une levure (Candida albicans 570).

Ces champignons sont cultivés sur milieux PDA (200 g de pomme de terre, 20 g de

glucose et 20 g d’agar dans Ollitre d’eau distillé) a 28°C pendant 07 jours.

A partir des cultures précédentes (07 jours), des suspensions fongiques ont été
préparées avec DO de 0.12-0.15 & 530 nm. A partir de ces suspensions, les souches ont été
étalées sur des milieux solides PDA par écouvillonnage, et le méme principe de 1’activité

antibactérienne a été suivi pour préparer les disques et aussi pour la lecture des résultats.

L’incubation a été réalisée a 28°C pour toutes les boites et les diametres des zones
d’inhibition ont été mesurés en millimetres chaque 48 heure. Tous les tests ont été effectués

en duplicata.

4.5 Analyse de I’huile de Peganum harmala et Plantago ovata par CPG-SM (ou GS-
MS)

Pour I’identification et la détection des composés présents dans les huiles obtenues a
partir des plantes considérées, la méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée a

la spectrométrie de masse (CPG — SM) a été utilisée. Cette identification a pour but de
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détecter les composés présents dans les extraits qui sont liés a des activités biologiques
intéressantes et donc d’essayer de détecter les composés bioactifs. Ceci pourrait étre pris en

considération dans le développement de la méthode de conception proposée.
e Principe de la méthode

Cette méthode d’analyse permet la séparation des divers constituants d’un mélange

dans une colonne chromatographique et leur identification grace a leur spectre de masse.

La spectrométrie de masse est une méthode d’identification de composés basée sur
le fractionnement des molécules et la détermination de leur structure par la masse des ions

fragments obtenus.

Les chromatogrammes et les spectres de masse sont alors stockés dans la mémoire
d’un micro-ordinateur permettant le traitement et la visualisation des données, ainsi que la

comparaison des spectres obtenus avec une bibliothéque de spectres de références.
e Les conditions opératoires
- Protocole 1 (avec estérification): les acides gras

Les échantillons analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrométre

de masse selon les conditions opératoires suivantes :

Tableau 4.3: Conditions d’analyse par GC-MS (Protocole 1).

Appareillage GCMS-TQ8040 NX
Température de I'injecteur | 250 °C
Par programmation de température
e Température initiale : 70 °C pendant 10,00 min

Température de la colonne e 10.0°C/mina 130 °C, pendant 2,00 min
e 3.0°C/min a 220 °C, pendant 4.00 min
e 10.0 °C/min a 280 °C, pendant 7.00 min
Le mode d’injection split

Injection de volume 0.2 uL

- Protocole 2 (sans estérification)

Tableau 4.4: Conditions d’analyse par GC-MS (Protocole 2).

Appareillage GC/MS Perkin Elmer
Capillaire  Apolaire Elite-5-MS(5% )diphenyl, 95%
colonne dimethylpolysiloxane, 30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 mm film
thickness)
Température de I’injecteur | 250 °C
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Par programmation de température
e Température initiale : 50 °C pendant 5,00 min

e 5.0°C/mina 140 °C.
e 7.0°C/mina 275 °C, pendant 10.00 min

Température de la colonne

Le mode d’injection split
Injection de volume 1.0 yL
Conclusion

Ce chapitre a permis de décrire les équipements et les méthodes utilisés dans notre travail, fournissant

ainsi une base solide pour le chapitre suivant ot nous présenterons les résultats de notre étude.
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5.1Introduction

Le présent chapitre est dédié a la présentation des résultats obtenus durant notre travail
de these. Par conséquent, il a été convenu de présenter les résultats en trois parties par souci
de clarté.

La premiere est consacrée aux resultats expérimentaux obtenus par le biais de procédes
d’extraction non conventionnels (extraction par fluide supercritique) et conventionnels
(extraction par Soxhlet) pour chaque plante considérée. Ceci a permis de comparer les deux
voies d’extraction, particuliérement par rapport au rendement d’extraction. Ensuite, la
deuxieme partie concerne essentiellement les résultats des activités biologiques considérees
a savoir I’activité antioxydante, antibactérienne et antifongique. Et finalement, la troisieme

partie, englobe tous les résultats de la modélisation thermodynamique.
5.2 Rendementd’extraction

5.2.1 Peganum harmala L

5.2.1a Extraction par COz supercritique

Différents extraits d'huile obtenus au moyen de I'extraction au dioxyde de carbone
supercritique sont montrés par la figure (5.1). Il peut étre constaté que ces extraits présentent
deux phases distinctes de couleurs et de quantités différentes, selon les conditions opératoires

fixées.

Ceci peut étre considéré comme un résultat trés important de par le fait que les
paramétres opératoires peuvent étre manipulés pour agir sur la composition de I'extrait et

aussi sur le rendement d'extraction et ce selon les objectifs fixés.

Afin d’examiner I’influence de la taille des graines, un diamétre plus petit, de 0.3 mm a été
testé et les résultats présentés dans le tableau 5.2 montrent généralement que pour les mémes
conditions de température et de pression, les valeurs du rendement d’extraction sont
nettement plus grandes comparativement a celles obtenues pour des diametres de graines de
0.5, 0.7 et 0.9 mm, d’ou I’'importance de la surface disponible pour le transfert de matiére de

la plante vers le CO2 supercritique.
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Figure 5.1: Différents extraits de graines de Peganum harmala par CO2 supercritique dans

différentes conditions.

Les valeurs expérimentales obtenues pour le rendement d'extraction d'huile par CO>

supercritique sont montrées par les tableaux (5.1 & 5.2) suivants :

Tableau 5.1: Résultats expérimentaux de I'extraction d'huile de Peganum Harmala.

Essai | d(mm) | T(°C) | P(bar) | Rep | Rpredit(EQs. 4.1)
1 0.5 35 200 5.3788 5.297
2 0.9 35 200 1.7336 1.652
3 0.5 55 200 7.9673 8.049
4 0.9 55 200 3.7333 3.815
5 0.5 45 100 2.8404 2.471
6 0.9 45 100 1.1220 0.753
7 0.5 45 300 11.744 12.113
8 0.9 45 300 5.5830 5.952
9 0.7 35 100 3.9343 4.385
10 0.7 55 100 1.5443 1.833
11 0.7 35 300 7.0832 6.795
12 0.7 55 300 | 14.7147 14.264
13 0.7 45 200 9.6333 9.569
14 0.7 45 200 | 10.8084 9.569
15 0.7 45 200 8.2671 9.569
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Tableau 5.2: Résultats expérimentaux de I'extraction d'huile de Peganum harmala.

Essai | d (mm) T (°C) P (bar) Rexp.
1 0.3 35 200 | 13.12
2’ 0.3 55 200 | 10.07
3 0.3 45 100 | 02.35
4 0.3 45 300 | 13.21
5 0.3 55 300 | 15.50

5.2.1bExtraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet a permis une récupération d’huile a partir du Peganum
harmala, avec des rendements d’extraction de 20.66 et 53.99%, utilisant comme solvants
I’hexane et le méthanol, respectivement. Les résultats obtenus confirment 1'influence du
choix de solvant sur le processus d'extraction des composés bioactifs d'intérét. La figure 5.2
montre deux couleurs différentes obtenues en fonction du solvant choisi: jaune et rouge

correspondant a I'nexane et le méthanol, respectivement.

Figure 5.2: Extraits de graines de Peganum harmala par Soxhlet.

5.2.2Plantago ovata
5.2.2aExtraction par CO:2 supercritique

Les résultats obtenus a l'aide du dispositif expérimental d’extraction par CO2
supercritique, sont montrés dans le tableau (5.3), donnant la matrice qui regroupe les niveaux
des différents facteurs influengant le processus ainsi que les valeurs correspondantes de la

réponse, par le biais des différentes expériences menées.

Les rendements expérimentaux en huile obtenus, varient entre 2.291 et 11.3%. Cette
différence résulte des valeurs adoptées pour les différents facteurs considérés, d’ou

I’influence de ces derniéres sur le rendement d’extraction.
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Tableau 5.3: Valeurs expérimentales et calculées du rendement d’extraction de

I’huile a partir du Plantago ovata.

Essai d(mm) | T(°C) | P (bar) R % expérimental R % preédit

1 0.25 40 200 10.81 10.4440
2 0.85 40 200 3.294 3.6083
3 0.25 60 200 11.3 10.9858
4 0.85 60 200 3.353 3.7190
5 0.25 50 100 9.253 9.6844
6 0.85 50 100 2.291 2.0421
7 0.25 50 300 9.996 10.2449
8 0.85 50 300 4.216 3.7846
9 0.55 40 100 2.851 2.7856
10 0.55 60 100 2.52 2.4029
11 0.55 40 300 3.111 3.2281
12 0.55 60 300 4.198 4.2634
13 0.55 50 200 4.611 4.0563
14 0.55 50 200 3.677 4.0563
15 0.55 50 200 3.881 4.0563

5.2.2bExtraction par Soxhlet

Le méthanol a été utilisé comme solvant. Pour les tailles des particules, deux valeurs

moyennes de 250 et 550 um, ont été utilisees.

Les résultats montrent que le méthanol en tant que solvant a donné Il'extrait de
rendement le plus élevé a une taille de particules de 250 um (16,84 %) , suivi d'une taille de
particules de 550 um (6,87 %). Il démontre que la taille des particules de 250 pm est assez

efficace pour le rendement d'extraction.
5.3 Modeéle de Box-behnken et analyse statistique
5.3.1 Peganum harmala L

5.3.1a Rendement d'extraction d*huile de Peganum harmala

En utilisant les wvaleurs de rendement dextraction dhuile mesurées
expérimentalement Tableau (5.1), une relation polynomiale de second ordre entre la réponse
(% de rendement) et les variables indépendantes (taille des particules, température et
pression) a été obtenue par des régressions linéaires multiples a l'aide de la version 16.0.01
du logiciel Minitab et exprimée comme suit:

R% = —61,4 + 1159d + 1,190T + 0,0059P — 79,5d xd — 0,01685T * T — 0,000107 P *
P — 0,074d «T — 0,0555d * P + 0,002505 T * P (Eq.5.1)
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Les valeurs de rendement d'extraction d'huile prévues sont calculées a l'aide de
I'équation (5.1) et la comparaison avec les valeurs expérimentales est présentée dans la figure
(5.3) suivante:

16 3Imm | Conditions I 0,7 mm
1

14 —p! i

Rendement %

Conditions opératoires R exp M Rpred

Figure 5.3: Comparaison des valeurs expérimentales et des résultats prédits de I'extraction
d'huile de Peganum harmala par CO2 supercritique.

Il peut étre constaté que les résultats de rendement d'extraction calculés sont en assez
bon accord avec les valeurs expérimentales, confirmant la fiabilité de I'approche utilisée. Le
meilleur rendement est d'environ 14.27 % et a été obtenu pour une granulométrie de 0.7 mm,

a une température et une pression de 55°C et 300 bars, respectivement.
5.3.1bAnalyse quantitative des extraits Peganum harmalapréparés

Des équations de régression en unités non codées pour le TPC et le TFC ont été
développées et sont exprimeées respectivement par les équations (5.2 & 5.3). Les résultats

obtenus a partir de ces expressions sont présentés dans le tableau 5.4.

TPC = -3,6 — 117d + 6,65T — 0,668 P + 291,0d? — 0,0399T2 + 0,001153 P? -
6,08 dT + 0,064 dP + 0,00272 TP (Eq.5.2)
TFC = 3,70 + 13,7d — 0,355T + 0,0428 P + 12,63 d? + 0,00873 T? — 0,000082P? —

0,628d T — 0,0155d P — 0,000027 TP (Eq.5.3)
e Dosage des polyphénols totaux

Les analyses quantitatives des phenols totaux ont été déterminées a partir de
I'équation de la régression linéaire de la courbe d'étalonnage de I’annexe C (figure 1C) ou
I'acide gallique a été utilisé comme étalon. Les valeurs obtenues sont exprimées en mg
EAG/g (Extrait) et sont montréees dans le tableau (5.4) ou il peut étre observeé que les teneurs
en polyphénols totaux des différents extraits ont varié entre 21.90 + 1.24 et 66.50 + 0.66 mg
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EAGI/g E. Cette derniere valeur, la plus élevée, a été obtenue pour une granulométrie de 0.9
mm et & 45°C et 100 bars.

A partir de ces résultats, il peut étre déduit que la teneur phénolique dans les extraits obtenus
dépend des conditions opératoires de 1'extraction du dioxyde de carbone supercritique, d’ou

leur grande influence sur la composition de I'huile extraite.

e Dosage des flavonoides

Les niveaux de flavonoides des extraits ont été calculés a partir de la courbe
d'étalonnage de 1I’annexe C (figure 2C) tracée en utilisant la quercetine comme standard. Ils
sont exprimeés en termes de mg EQ/g E comme montrer dans le tableau (5.4) et ou les
résultats montrent que les teneurs totales en flavonoides étaient pratiquement constantes
variant juste entre 4.254 et 4.39 mg EQ/g E dans la majorité des conditions opératoires
utilisées. Cependant ils ont montré des variations importantes a d’autres conditions comme
(0.9 mm, 35°C et 200 bar), (0.5 mm, 55°C et 200 bar) et (0.9 mm, 45°C et 300 bar), avec un
TFC 7.56, 6.22 et 2.90 mg QE/g E respectivement. Ceci peut s'expliquer par I'effet des

conditions opératoires sur la composition de I'huile extraite.

e Dosage des tanins condensés

Pour la teneur en tanin, les résultats ont été déterminés a partir de I'équation de
régression linéaire de la courbe d'étalonnage de I’annexe C (figure 3C), déterminée en
utilisant la catéchine comme étalon. Les résultats présentés dans le tableau (5.4) révelent que
I'extrait obtenu pour une granulométrie, une température et une pression de 0.9 mm, 35°C et
200 bars, respectivement, a la plus haute teneur en tanins condensés avec une valeur de 74.94
mg EC / gE.

Par contre I'extrait avec 0.9 mm, 45°C et 300 bar a enregistré la teneur la plus faible
avec une concentration de 25.81 mg CE/gE. Cette variation montre bien qu'a granulométrie
fixe, l'extraction des tanins condensés est fortement influencée par les consignes de

température et de pression.

Tableau 5.4 : Résultats de la conception experimentale pour TPC, TFC et TTC (par CO2

supercritique).

D | T P TPC (mg GAE/g E) TFC (mg QE/g E) TTC(mg CE/ gE)
mm | °C | bar | expérimentale | prédite | expérimentale = prédite | expérimentale
1 05 | 35200 28.80 £ 2.73 26.04 4,32 £0.019 4,52 55.81 £3.13

N

09 35 200 59.69%1.01 62.12 7.56 +£0.83 7.03 7494 +1.85
3 05 55200 39.66+2.46 37.23 6.22 £0.31 6.75 38.83 +3.52
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4 | 09 55 200 21.90+1.24 24.67 4.45+0.05 4.24 48.65 + 4.69
5] 05 45 100 52.11+3.44 52.39 4.37 +0.016 3.83 40.05 + 1.07
6 09 45 100  66.50 + 0.66 61.60 4.25 +0.056 4.45 52.90+1.24
7 05 45 300 37.01+181 41.92 4.26 +0.016 4.06 53.09 +4.30
8 | 09 45 300 56.52+3.60 56.23 2.90 +£0.150 3.44 25.81+0.88
9 07 35]100 4817+239 50.64 429 +0.011 4.62 47.17 +0.29
10 0.7 | 55 | 100  29.94+1.66 32.08 4.38 +0.016 4.40 49.65 + 2.28
11 | 0.7 | 35 300 | 39.42+1.66 37.28 4.30 +0.016 4.29 4457 +4.01
12 | 0.7 | 55 | 300 | 32.07+2.00 29.59 4.28 +0.014 3.95 39.25+4.46
13 0.7 | 45 200 28.08+0.94 29.87 | 4.258 +0.013 4.26 46.11+1.75
14 1 0.7 | 45| 200  34.02+1.57 29.87 4.265 + 0.016 4.26 67.33 + 04.55
15| 0.7 | 45 | 200 27.50 29.87 4.258 4.26 56.50

Selon les résultats obtenus, les trois paramétres ont montré un effet significatif sur la
teneur en polyphénol (TPC) dans les huiles extraites. Une diminution significative de
I'activité et du TPC peut étre notée a la pression et a la température les plus élevées de 300

bars et 55 °C, respectivement, et avec la plus petite taille de particules de 0.5 mm.

La diminution du pourcentage de polyphénols avec la diminution de la taille des
particules peut s'expliquer par la perte de I'extrait lors du broyage. De plus, une température
élevée peut affecter les composés thermosensibles (thermolabiles), pouvant induire leur

décomposition, ce qui explique le faible TPC résultant dans I'huile.

Les figures (5.4a & b) montrent les effets des parametres opératoires sur le TPC, le
TFC et le TTC des extraits d'huile de Peganum Harmala. La Figure (5.4a) montre que pour
une granulométrie fixe de 0.7 mm et a une pression de 100 bar, un effet négatif sur le TPC
et le TTC a été observé lorsque la température a varié de 35 a 55°C, ou le TPC et le TTC ont
diminué et augmenté, respectivement. Toujours a partir de la figure (5.4a) et pour une
granulométrie de 0.7 mm, un effet négatif de la température sur les résultats a été observé
puisque lI'augmentation de 35 a 55°C a entrainé une diminution de la teneur en polyphénols.
La figure (5.4b) montre que le TPC et le TTC ont augmenté lorsque la valeur de la pression
a diminué prenant la valeur la plus basse de 100 bar a 45°C, lorsque la taille des particules
est passée de 0.5a 0. 9 mm. De plus la valeur TPC la plus élevée a été observée pour les plus
grandes tailles de particules de 0.9 mm a 45 °C et 100 bars. Ceci peut étre considéré comme
un comportement inhabituel étant donné que le transfert de matiére est amélioré avec de

petites tailles de particules qui fournissent une plus grande surface de transfert.
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Figure 5.4: Effet des parametres opératoires sur le TPC, le TFC et le TTC des extraits

supercritiques de Peganum harmala.

5.3.1c Analyse de la variance

L'analyse statistique du modeéle a été réalisée sous forme d'analyse de variance
(ANOVA) et les résultats sont présentés dans le tableau (5.5).

Tableau 5.5: Analyse des résultats de variance pour les modeles quadratiques.

F-Value P-Value | F-Value P-Value | F-Value P-Value

Source R % TPC (GAE/gE) | TFC (QE/gE)
Model 2922 0.001 1110 0.008 503 0.045
Linear 58.32 0.000 10.35 0.014 050 0.696
d 3544 0.002 1150 0.019 0.00 0.999
T 13.79 0014 1433 0013 052 0.502
P 125.74 0.000 522 0071 099 0.366
Square 17.89 0.004 1424 0.007 7.28 0.028
d*d 4267 0.001 20.46 0.006 3.09 0.139
T 11.96 0.018 257 0.170 9.24 0.029
P*p 479 0.080 20.06 0.007 8.08 0.036
2-Way 11.46 0.011 870 0.020 7.32 0.028
Interaction
4T 010 0.766 24.60 0.004 20.67 0.006
d*p 563 0.064 027 0.624 126 0312
T*p 28.66 0.003 1.23 0318 001 0925
R2 (%) 98.13 95.16 90.06
R2(adj) (%) 94.78 86.45 72.16

Cette analyse comprend le test de Fisher qui permet de comparer, pour un risque fixé
a l'avance, le Fobs calculé dans le tableau précedent avec un F (critique) lu dans le tableau
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de Fisher-Snedecor avec (p-1) et (n - p) degrés de liberté (Voir Annexe D). Les valeurs F
obtenues pour le rendement, TPC et TFC sont de 29.22, 11.10 et 5.03, respectivement et sont
superieures au F tabulé (pour le risque 0.05, Fo05(9, 5) = 4.77) [133], [134]. Par conséquent,
il peut étre confirmé que le modele est assez fiable pour la prédiction des résultats

expérimentaux.

Afin de verifier si le facteur est signifiant ou pas, le critére de student a été utilisé.
Lorsque la valeur de t-value du test de student est supérieure a t-table (Voir Annexe D), le
facteur est signifiant. Plus la valeur est élevée plus le coefficient correspondant est
significatif.

La significativité des effets peut aussi étre évaluée en fonction de la valeur de p-value

ou lorsque p-value est inférieure a 5% de risque, le coefficient est significatif [135-137].

D'apres les résultats rapportés dans le tableau (5.5) et selon le rendement, il peut étre constaté
que tous les termes du modeéle quadratique complet sont significatifs mais que le terme

d'interaction température - diamétre des particules est insignifiant.

Le tableau (5.5) montre que le modéle de régression polynomiale est en bon accord
avec les résultats expérimentaux, avec un coefficient de détermination R? de 98.13 %, et un
coefficient de détermination ajusté et le R? prédictif de 94.78 % et 89.10 % respectivement.
Dans la présente étude, la valeur de (R%pred - R?%adju) < 0.20 et donc pas de problémes avec
les données du modéle [137, 138] d’ou une capacité prédictive globale du modéle considérée

comme satisfaisante, en se basant sur ce critére.

Une grande valeur de R? n'implique pas nécessairement que le modéle de régression
est fiable, parce que R? augmente toujours & mesure que des termes soient ajoutés au modele
et que la variable supplémentaire soit statistiquement significative ou non. Ainsi, il est
possible que les modéles qui ont de grandes valeurs de R? donnent de faibles prédictions de

nouvelles observations ou des estimations de la réponse moyenne [133].

Pour TPC et TFC, il a été constaté que les valeurs calculées correspondent
raisonnablement bien aux valeurs expérimentales avec R?= 95.16 et 90.06 %,

respectivement.

Le R? ajusté (Adj-R?) est également une mesure de la qualité de I'ajustement, mais il
convient mieux pour comparer des modeles avec différents nombres de variables
indépendantes. 1l corrige la valeur R? pour la taille de I'échantillon et le nombre de termes
dans le modéle en utilisant les degrés de liberté dans ses calculs. S'il y a beaucoup de termes
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dans un modéle et que la taille de I'échantillon n'est pas trés grande, Adj-R? peut étre plus
petit que R2 Dans le cas présent, les valeurs Adj-R? sont de 92.61, 86.45 et 72.16 %,
respectivement, indiquant un bon accord entre les valeurs expérimentales et calculées du

rendement d'extraction d'huile (voir Figure 5.5).

R % EXP

TPC (mg EAG) exp

0 2 4 6 8 10 2 1 16 2 P © % @
R % PRED TPC (mg EAG) pred

Figure 5.5: Les valeurs expérimentales tracées par rapport aux valeurs prédites dérivées du
modele de rendement (%), TPC (mg GAE/g E) et CI50 (ug/ml), pour un temps = 180 min
(3 heures).

5.3.1dOptimisation du rendement d'extraction d'huile

L'objectif principal de l'utilisation de la conception expérimentale dans le présent
travail est d'obtenir les valeurs optimales des parametres opératoires permettant d’obtenir
une réponse maximale. Par conséquent la condition optimale pour l'extraction par CO2
supercritique du rendement d'extraction et des composeés bioactifs des graines de Peganum
harmala a été déterminée afin d'obtenir une capacité phénolique, flavonoide totale maximale
des extraits. Les modéles polynomiaux du second ordre développés dans cette étude ont été

utilisés pour chaque réponse afin d'obtenir des conditions optimales correspondantes.

L'analyse du modele de Peganum harmala et la résolution statistique technique dans
le logiciel Minitab 16, ont donné les valeurs de 300 bar, 55°C et 0.57 mm, respectivement
pour la pression, la température et la taille des particules, pour un rendement maximal
d'extraction d'huile valeur de 15.0821 %. Ce résultat est assez proche de la valeur

expérimentale de 15.00176, démontrant une fois de plus la fiabilité de la méthode adoptée.

Tableau 5.6: Conditions optimales, valeur prédite et expérimentale de la réponse.

Conditions optimales Rendement %
d (mm) T (°C) P (bar) Calculée Expérimentale
0.5727 55 300
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Clso TPC TFC(mg TTC (mg 15.0821 15.00176
(ug/ml)  (mgGAE/gE) = QE/gE) @ CE/gE)

694.863 40.5227 4.3261 41.9038

En appliquant la méthodologie, les valeurs optimales pour la TPC sont de 79.04 mg
GAE/g E, a une pression d'extraction de 100 bars, une température de 35°C et une taille de
particules de 0.9 mm. Cependant pour le TFC, une valeur optimale de 7.10 mg QE/g E a été
obtenue a une pression de 170.7 bar mais toujours a une température et une granulométrie

de 35°C et 0,9 mm, respectivement.

La surface de réponse tridimensionnelle et les tracés de contours ont €té obtenus a
partir des résultats de conception de Box-Behnken et sont montrés par les figures suivantes
afin de mettre en évidence les principaux effets d'interaction des variables sur le rendement

d'extraction d'huile.
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o b oo | ——— 100
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Figure 5.6: Effets d'interaction des variables sur le rendement d'extraction d'huile.
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Figure 5.7: La surface de réponse et les tracés de contour du rendement (R %) en fonction

de (a) la pression (bar) et la température (°C), (b) le diamétre (mm) et la température (°C)

et (c) le diametre (mm) et Pression (bar).

5.3.1eEffet des paramétres opératoires sur le rendement d’extraction

e Effet de la pression

Généralement, une augmentation de pression induit une augmentation significative

du rendement d'extraction d'huile. Ceci s'explique par le fait qu'une augmentation de la

pression du solvant supercritique entraine une augmentation du pouvoir solvant et une

meilleure solubilité de I'huile dans le solvant, d'ou un rendement d'extraction d'huile

amélioré. Ceci est bien reproduit par les résultats de la figure (5.8) ou, pour une

granulométrie fixe de 0.7 mm, les courbes correspondant a la pression la plus élevée de 300

bar sont largement supérieures a celles obtenues a 100 bar et ce aux deux températures de

35 et 55° C.

La courbe montre une évolution de la vitesse d'extraction en augmentant la pression. A

temperature constante et a 100 bars, I'extraction est plus lente et le rendement en extrait est

quasi constant sur la durée d'extraction. A une pression plus élevée (300 bar), la masse

maximale extraite a principalement eu lieu pendant les vingt premiéeres minutes. A priori, on

peut alors conclure qu'en augmentant la pression d'extraction on obtient une meilleure

efficacité du solvant.
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Figure 5.8: Cinétique d'extraction de Peganum harmala.

Dans la présente étude, un effet de pression positif sur le rendement

d'extraction a été observé puisque l'augmentation de la pression augmenterait la densité du

fluide, donc accélérerait le taux de transfert de masse et de diffusion du solvant dans le

systeme et ameliorerait les performances d'extraction [8,10].

o Effet de la température

La figure (5.9) montre les résultats concernant I'effet de la température sur le

rendement d'extraction d'huile. Différents types de variations sont présentés en fonction non
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seulement de la température mais aussi des deux autres parametres, a savoir la taille des
particules et la pression. Par exemple pour une granulométrie fixe de 0.7 mm et une pression
de 100 bar, le rendement d'extraction d'huile diminue lorsque la température augmente de
35 puis 45 et enfin 55°C, confirmant la tendance générale rapportée dans la littérature ou
une augmentation de température, conduit a une diminution de l'efficacité d'extraction [11,
12].

Cependant, I'effet inverse peut étre observé lorsque la valeur de la pression est
beaucoup plus élevée. Par exemple pour une granulométrie toujours de 0.7 mm et a une
pression de 300 bars, il est constaté que lorsque la température passe de 35 a 55°C, le
rendement d'extraction d'huile augmente significativement, contrairement a la tendance
générale. Cela peut s'expliquer par le fait qu’un pouvoir solvant important est acquis par le
solvant & haute pression, pouvant amortir et méme dépasser I'effet dii & une augmentation de

température qui est liée a la pression de vapeur du soluté [140].

Finalement il peut étre conclu facilement que I'effet de la température est fortement

influencé par l'intensité de la pression, contrairement a I'effet de cette derniére.

200 200 200 300 100 200 200 200 300 300 100 100 100 200 200 200 300 300 300
bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar bar
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100
bar
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Figure 5.9: Effet de la température sur I'efficacité de I'extraction.

o Effet de la taille des particules

Il est clair qu'une petite taille de particule offre plus de surface de transfert de matiére
qu'une plus grande [140]. Ceci est clairement montré par les résultats de la figure (5.9) ou
pour une température et une pression données, le rendement le plus élevé correspond a la
plus petite granulométrie. Par exemple pour une granulométrie de 0.9 mm, une température

de 35°C et une pression de 200 bars, le rendement est de 1.7336 %, tandis que dans les
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mémes conditions mais pour des tailles de particules plus petites de 0.5 et 0.3 mm, les valeurs

du rendement d’extraction correspondantes sont de 5.3788 et 13.2114 %, respectivement.

D'apres la figure (5.9), il est également intéressant de noter qu'a 35°C, le rendement
pour une taille de particule de 0.7 mm et une pression de 100 bars est beaucoup plus élevée
que celui pour une taille de particule de 0.9 mm et une pression de 200 bar, double de la
premiére. Cela signifie que I'effet de la taille des particules sur le rendement d'extraction de
I'huile peut étre plus important que celui d a la pression; par conséquent, le transfert de
matiere est dominant par rapport a I'amélioration de la solubilité de I'huile dans le solvant.

L'objectif de la présente étude est non seulement l'optimisation du rendement

d'extraction d'huile mais aussi la qualité de I'huile extraite.

e Extraction par Soxhlet

Dans cette partie, une méthode traditionnelle, la méthode Soxhlet, a été utilisée, le
méthanol a été utilisé comme solvant. C'est un solvant polaire par rapport au
COgsupercritique. Cette étude vise a évaluer et confirmer I'effet du type de solvant, de la
polarité et la méthode d’extraction sur le rendement et la qualité de I'extrait principalement.
Les résultats obtenus montrent I'ampleur de la différence. La ou le type de solvant joue un

grand réle dans le processus d'extraction en termes de polarité.

Les résultats obtenus, présentés dans le tableau (5.7), montrent que l'extrait
méthanolique caractérisé des valeurs élevées par comparaison pour le cas des extraits
supercritiques, avec une teneur de polyphénol de 110.77 + 0.7. Cette différence est due au
fait que les polyphénols sont des composés polaires, ce qui rend difficile leur extraction avec
du dioxyde de carbone qui est apolaire. Cependant, la sélectivité de ces composés peut étre

modifiée en manipulant la pression d'extraction.

Tableau 5.7: Résultats expérimentaux pour le rendement, TPC, TFC et TTC (par Soxhlet).

R TPC TFC TTC

Extraits % (mg EAG/gE) | (mg EQ/g E) (mg EC/ gE)

Extrait avec

+ +
MtOH 53.997 110.77 £ 0.67 | 23.94 +£0.047 1.10 0.38

5.3.2 Plantago ovata

5.3.2a Rendement d’extraction
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Box Behnken a trois facteurs et basé sur la méthodologie de surface de réponse a été

utilisé afin d'optimiser le rendement d'extraction dont 1’expression est montrée par I'équation
(5.4).

Le modele mathématique qui représente la réponse (Rendement) en fonction des
différentes variables est exprimé comme suit:

R% = 17,98 — 51,05 d (mm) + 0,033 T(°c) + 0,0153 P(bar) + 35,57 d (mm) X
d (mm) — 0,00068 T(°c) X T(°c) — 0,000082 P(bar) X P(bar) — 0,0359 d (mm) X
T(°c) + 0,00985 d (mm) x P(bar) + 0,000355 T(°c) X P(bar) (Eq.5.4)

Les figures (5.10a & b) montrent la comparaison entre les valeurs expérimentales et
les résultats obtenus pour le rendement d’extraction d’huile a partir du Plantago ovata, avec
une trés bonne concordance, d’ou la fiabilité de la méthode adoptée. Aussi les figures (5.11
& 5.12) montrent clairement a travers toutes expériences menées, I'influence des parametres

opératoires sur le rendement d'extraction dans 1’intervalle de pression considéré de [200-300
bars].
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Figure 5.10: Comparaison des valeurs expérimentales et calculées du rendement

d'extraction d'huile du Plantago ovata par CO> supercritique.
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Figure 5.11: Effets d'interaction des variables sur le rendement d'extraction d'huile.

Selon une température, et lors de la fixation du diametre, il semble n'avoir aucun effet
significatif sur la réponse dans la gamme de pression [200-300 bar], figure (5.11).
Cependant, contrairement a la pression, elle a un effet notable lorsqu'elle est portée a 300
bars, et on remarque qu'elle n'est pratiquement pas affectée dans la plage de [200 a 300
bars]. D'une maniére générale, I'amélioration de la performance d’un processus d’extraction
s'explique par le fait que lI'augmentation de la pression du solvant supercritique conduit a un
meilleur pouvoir solvant d’ou une meilleure solubilité du soluté dans le solvant [1, 2] et
implicitement un meilleur rendement d'extraction. Ceci est clairement mis en évidence dans

les résultats présentés sur la figure (5.10).

Cependant, lorsque la température varie entre 40 et 60°C, le rendement semble
décroitre a 100 bars avec I’augmentation de la température et prend des valeurs pratiquement
constantes a une pression de 300 bars, ne montrant aucun effet significatif. Pour une plage
de température dans I’intervalle [55 60°C] et une pression dans [200 & 300 bar], aucun effet

significatif sur le rendement, n’a été constaté.

D'apres les résultats présentés dans les figures (5.11& 5.12), il apparait que le
rendement le plus élevé correspond a la petite taille de particules de 0.25 mm avec une valeur
de 11.3 enregistrée a 60°C et 200 bar, caractérisée donc par une grande zone de transfert de
matiére [16]. Dans D’intervalle de tailles de particules de [0.55-0.85mm], aucun effet

significatif sur le rendement d'extraction, n’a été observé.
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Figure 5.12: Cinétique d'extraction de Plantago ovata.

La figure (5.12) montre la cinétique d'extraction de Plantago ovata ou il peut étre
constaté que la taille des particules est le facteur influent dans cette étude, contrairement a
la pression et a la température, dont I'effet est presque négligeable sur l'efficacité de

I'extraction. La plus petite taille de particule a donné le rendement d'extrait le plus élevé.
5.3.2b Analyse quantitative des extraits Plantago ovata préparés

Les réponses des polyphénols, des flavonoides et des tanins condensés sont
représentées en fonction des variables considérées (diametre, température et pression) par

les équations (5.5, 5.6 et 5.7), respectivement.

TPC = 362,7 — 888d — 460T — 1,449P + 83,1dx*d + 0,0073T *T + 0,000893 P *

P —2842d+T + 0,5300d *P + 0,01874T P (Eq.5.5)
TFC = —-17,63 + 2,89d + 0,636T + 0,0309P — 4,31d*d — 0,00651T *
T — 0,000083P P+ 0,0303d=*T + 0,00931dx*P — 0,000029T = P (Eq.5.6)

TTC = 688 — 256d — 113T - 2.386P — 47d *d — 0.013T * T - 0.00015 P
P+ 370d+T+ 0.161d+P + 0.04858T % P (Eq.5.7)

La teneur en polyphénols des extraits de graines de Plantago a été examinée et les
résultats sont présentés dans les tableaux (5.8 & 5.9). Les différents systéemes d'extraction
des deux methodes utilisées ont montré une large gamme de concentrations de polyphénols,
de 1.14 + 0.10 4 80.29 + 1.86 (GAE)/g d'extrait.

e Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en phénols totaux dans les extraits de graines de

Plantago ovata est estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu [124] qui est basée sur la
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réduction en milieu alcalin du mélange phosphotungstique (WO42-) phosphomolybdique
(MoO42-) du réactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques,
conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent
un maximum d'absorption a 760 nm dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans I'échantillon. Les teneurs ont été rapportées en mg équivalent
d'acide gallique/g d'extrait de matériel végétal (0-200 pug/Ml, y = 0.0044x, R2 = 0.9913).

Les résultats ont montré que la faible teneur moyenne en phénols totaux de l'extrait
supercritique est de (1.14 + 0.10 mg GAE/g) dans les conditions de 0.55 mm, 60°C et 300
bar et ou valeur elevée a été enregistrée (80.29 £ 1.86 mg GAE/g) a 0.85 mm, 50°C et 300
bar. Alors que I'extrait au méthanol a enregistré la valeur (136.6 + 0.56 et 147.79 + 0.45mg

GAE/qg selon le diamétre allant de 0.25 et 0.55 mm respectivement).

Ces résultats montrent clairement l'effet de la polarité sur le pouvoir solvant
(solubilité), car il a été observe que I'extrait méthanolique enregistrait la valeur la plus élevée
pour la teneur en phénol total par rapport aux extraits supercritiques ou le dioxyde de carbone
était utilisé comme solvant. Ce dernier est un solvant apolaire, ce qui explique la différence

de teneur en polyphénols.

e Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été quantifiée par la méthode au trichlorure d'aluminium
(AICI3) pour chaque extrait (0-70 pg/ml, y = 0.0372x — 0.0788, R? = 0.9963).

Pour les extraits supercritiques, les résultats du dosage des flavonoides ont donné des
valeurs comprises entre 0.736 + 0.002 a 2.825 + 0.003 mg QE/g d'extrait, a différentes
conditions de diamétre, de température et de pression. De ces valeurs, il peut étre déduit que
les flavonoides représentent la plus faible teneur par rapport aux phénols totaux dans les
extraits supercritiques, alors que la teneur en flavonoides dans I'extrait méthanoique est de
4.25 + 0.053 et 2.57 £ 0.87 mg QE/g correspondant aux diametres de 0.25 et 0.55 mm,

respectivement).

e Dosage des tanins condensés

La teneur totale en tanins condensés a été réalisée par la méthode a la vanilline
acidifiée (0-300 pg/ml, y = 0.0026x + 0.0301, Rz = 0.9944). Les résultats du test au tanin
ont montré des valeurs allant de (2.288 + 0.48 a 121.756 + 4.07) mg TAE/gE selon les

conditions opeératoires de diameétre, température et pression des extraits supercritiques. Alors
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que la teneur en tanin dans I'extrait méthanolique a enregistré une valeur de 51.79 + 0.38 et

43.38 + 0.87 mg CE/g selon le diamétre de 0.25 ou 0.55, mm respectivement)

Ces résultats ont montré que la teneur en composés phénoliques, en flavonoides et

en tanins condensés est plus élevée dans l'extrait méthanoique que dans les extraits

supercritiques.

Tableau 5.8: Résultats expérimentaux et calculés pour TPC, TFC et TTC.

d T P TPC (mg GAE/g E) TFC (mg QE/g E) TTC(mg CE/ gE)
mm | °C | bar Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc.
025 40 200 66.90+1.37 | 67.5212 | 1.141+0.009 | 1.24387 | 105.666 + 3.69 94.521
0.85 40 200 60.84+0.43 @ 64.4863 @ 2.223+0.0016 | 1.97563 20.269 £ 3.53 23.090
0.25 60 200 54.66+0.99 @ 510137 @ 0.736 £0.002 | 0.98337 57.403 £ 2.03 54.582
0.85 60 | 200 | 145+0.78 13.8788 | 2.182+0.005 | 2.07912 16.384 £ 1.60 25.029
0.25 50 | 100 @ 66.36+1.18 @ 69.6787 @ 1.093+0.003 | 1.07950 57.237 £ 2.62 74.623
0.85 50 100 17.5%0.17 17.7937 = 1.098 £0.001 | 1.43475 2.288+0.48 10.708
0.25 50 | 300 | 65.55+0.44 | 65.2562 @ 1.123+0.002 | 0.78625 87.448 £2.12 79.028
0.85 50 300 80.29+1.86 @ 76.9712  2.245+0.006 | 2.25850 51.846 + 1.06 29.460
055 40 100 76.45+0.52 @ 725100  1.094+0.001 | 1.00463 @ 111.756 +4.07 @ 103.015
0.55 60 | 100 | 1.14+0.10 1.4675 1.218+0.21 0.98413 517316 -14.392
055 40 300 @ 62.73+3.28 | 62.4025  1.094+0.003 | 1.32788 2.871+0.55 22.436
055 60 300 62.39+1.86 @ 66.3300  1.102+0.001 | 1.19138 90.602 + 3.55 101.843
055 50 200 @ 40.05+1.36 @ 41.0133 2.722 +0.007 2.60967 44.846 £ 0.74 55.431
055 50 200 43.88+0.94 @ 410133 @ 2.825+0.003 | 2.60967 54.722 £1.53 55.431
055 50 200 39.11+0.26 | 41.0133 | 2.282+0.012 | 2.60967 66.724 £ 1.49 55.431
0.25 60 | 239 | 35.38+0.66 - 2.726 £ 0.01 - 20.023 £ 1.45 -

Extraction par Soxhlet

L'étude a également montré que la méthode d'extraction et le type de solvant ont une

influence sur la sélectivité de I'extraction (Tableau 5.9).

Par rapport a l'utilisation du méthanol comme solvant dans la méthode traditionnelle

et du dioxyde de carbone supercritique dans la méthode non conventionnelle, la valeur la
plus élevée de polyphénols a été enregistrée dans le solvant polaire (Méthanol), car ce dernier
est un solvant polaire d’ou la bonne affinité avec les composés phénoliques qui sont aussi
polaires, contrairement dans le dioxyde de carbone qui est apolaire, ce qui explique cette

différence.

La préparation des échantillons et I'élimination des matériaux indésirables pour une
quantification précise des composes phénoliques sont importantes, mais la procédure
d'extraction est le facteur principal déterminant la performance de la séparation et de la

récupération des phénols. D’une maniere générale 1'extraction est influencée par la nature de
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I'échantillon, la taille des particules, le type de solvant, ainsi que les techniques d'extraction

utilisées.

Tableau 5.9: Résultats expérimentaux pour le rendement, TPC, TFC et TTC.

Rendement% TPC TFC TTC
(mg GAE/gE) | (mg QE/gE) | (mg CE/ gE)
Extrait M-OH 6.870 149.8+0.45 | 4.25+0.054 | 43.38 +0.87
(d=0.55 mm)
Extrait M-OH 16.84 136.60+0.56 | 2.57+0.87 |51,79+0,38
(d=0.25 mm)

5.3.2c Analyse de la variance
e Rendement d'extraction

D'apres les résultats montrés dans le tableau (5.10), utilisant le critére de Student et
comparant avec p-value, il est constaté que pour les coefficients linéaires, seuls le diamétre
et la pression ont des effets significatifs par rapport a la t -table égale a 2.57 ( t-values (-
18.33 et 2.99) pour les deux facteurs, respectivement [145, 146]). Le diamétre a montré un
effet plus important que celui de la pression et le signe négatif du module indique un effet
négatif, ce qui conduit a une diminution du rendement en huile lorsque le diamétre est

augmenté. Quant a la température, c'est un facteur insignifiant.

Pour les coefficients d'interaction, ils représentent des effets non significatifs,
contrairement aux coefficients quadratiques (la pression et la taille des particules), les seuls a

présenter un effet significatif

e Polyphénols, flavonoides et tanins

Tableau 5.10: Analyse des résultats de la variance pour les modeles quadratiques.

Rendement % TPC (mg GAE/QE) | TFC (mg QE/gE) | TTC(mg CE/gE)

Source V;—ue P-Value Vgl_ue P-Value Vgl_ue P-Value Vgl_ue P-Value
Model 54.61 0.000 45.89 0.000 5.29 0.041 5.05 0.045
Linear 115.23 0.000 81.17 0.000 4.59 0.067 6.15 0.039
D 336.01 0.000 43.10 0.001 12.60 0.016 15.72 0.011
T 0.72 0.435 120.32 0.000 0.09 0.773 1.68 0.251
P 8.96 0.030 80.08 0.000 1.06 0.350 1.06 0.351
Square 47.59 0.000 8.31 0.022 10.39 0.014 0.07 0.976
d*d 127.83 0.000 11.04 0.021 4.20 0.096 0.17 0.694
T*T 0.06 0.820 0.11 0.758 11.81 0.019 0.02 0.902
P*P 8.35 0.034 15.74 0.011 19.28 0.007 0.02 0.885
2-Way 1.01 0.461 48.21 0.000 0.88 0.512 8.93 0.019

Interaction

d*T 0.16 0.708 15.53 0.011 0.25 0.638 1.32 0.303
d*P 1.18 0.327 54.02 0.001 2.35 0.186 0.25 0.638
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T*P 1.70 | 0.249

7507 | 0.000

0.03 | 0.880

25.22 | 0.004

RZ = 98.99%
R*(adj) = 97.18%

R?= 98.80%

R%(adj) = 96.65%

RZ = 90.49%
R%(adj) = 73.37%

RZ= 90.09%
R(adj) = 72.25%

Le test F permet alors de comparer, pour un risque fixé a I'avance, le Fobs (F-value)

obtenue dans le tableau (5.10) avec un Ferit, tiré du tableau Fisher-Snedecor avec (p -1) et (n

- p) degrés de liberté.

Pour un risque a choisi, la régle du test est:

e Si Fobs< Frit, I'nypothese de linéarité du modeéle est rejetée;

o Si Fobs>Ferit, I’hypothese de linéarité du modéle avec une confiance 1- a, est acceptée.

Le tableau (5.10) montre que, pour les modeles obtenus, les valeurs de Fops
correspondantes, le rendement, TPC, TFC et TCC, qui sont respectivement égaux a 54.61,

45.89, 5.29 et 5.05 sont supérieurs a la valeur tabulée de 4.77 de F.

Le modele a enregistré des valeurs R? supérieures a 90 % pour toutes les réponses étudiées.

La figure (5.13) montre le nuage de points du rendement expérimental, TPC, TFC et

TCC en fonction des réponses estimées qui sont adjacentes a la premiere bissectrice

indiquant que les deux valeurs sont tres proches. En utilisant des outils classiques de

régression linéaire multiple, la qualité d'ajustement du modele peut étre appréciée. En effet

les coefficients de détermination et de détermination ajustée sont une mesure couramment

utilisée pour exprimer la qualité de I'ajustement fourni par I'équation de régression.

920

R?= 98,8 %
70

TPC (mg GAE/g E) exp
N WA 1O
S © & o o

o 3

0 10 20 30 40

TFC (mg QE/g E) exp
= n N
w o w

=
o

R?=90,49 %

50 60 70 80 1.0 15 2,0

TPC (mg GAE/g E) pred

125

100

~N
w

TTC(mg TAE/ gE) exp
N w
w o

R?=90,09 %

[0} 25 50 75
TTC(mg TAE/ gE) pred

Figure 5.13 : Comparaisons des valeurs expérimentales et calculées par le modele pour
TPC (mg GAE/g E), TPC (mg QE/g E) et TCC (mg CE/g E), pour le temps 180 min.
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La figure (5.13) montre que les modeéles de régression polynomiale sont en bon
accord avec les valeurs expérimentales, avec des coefficients de détermination R? de 98.99 ;
98.80 ; 90.49 et 90.09 % et de détermination ajustée de 97.18 ; 96.95 ; 73.37 et 72.25 %,

respectivement.

D'apreés les résultats du tableau (5.10), on peut voir que tous les termes du modeéle du
modele étaient significatifs, sauf que le terme quadratique température n'était pas significatif

par rapport a TPC (valeur de p > 0,05).
5.3.2d Optimisation du rendement d'extraction d'huile

Une condition optimale pour l'extraction au CO> supercritique du rendement
d'extraction et des composés bioactifs des graines de Plantago ovata a été déterminée afin
d'obtenir une capacité totale maximale en phénols, en flavonoides et en tanins condensés des
extraits (Tableau 5.11). Les modéles polynomiaux du second ordre développés dans cette

étude ont été utilisés pour chaque réponse afin d'obtenir des conditions optimales ciblées.

L'analyse du modéle Plantago ovata et la résolution statistique technique dans le
logiciel Minitab 16 ont fourni les valeurs de 239 bars, 60 °C et 0.25 mm, pour la pression,
la température et la taille des particules, respectivement, pour une valeur maximale de
rendement d'extraction d'huile de 11.109 %. Ce résultat est assez proche de la valeur

expérimentale de 11.053%, démontrant une fois de plus la fiabilité de la méthode adoptée.

En appliquant la méthodologie, les valeurs optimales pour le TPC et le TTC sont de
97.41 mg GAE/g E et 141.87 mg CE/g E, respectivement a une pression d'extraction de 100
bar, une température de 40° C et une granulométrie de 0.25 mm pour le TPC et TCC.
Cependant pour le TFC, une valeur optimale de 2.77.10 mg QE/g E a été obtenue a une
pression de 219 bars, une température de 35°C et une granulométrie de 0.75 mm.

Tableau 5.11: Conditions optimales, valeur prédite de la réponse.

Rendement % TPC TFC TTc
Réponse (mg GAE/g E) (mg QE/g E) (mg CE/ gE)
11.109 97.41 2.77 141.87
Diamétre (mm) 0.25 0.25 0.75 0.25
Température (°c) 60 40 50 40
Pression (bar) 239 100 219 100

Les surfaces de réponse tridimensionnelles et les tracés des contours ont été obtenus
a partir des résultats de conception de Box-Behnken, comme présenté dans la figure

(5.14)afin d’illustrer les principaux effets d'interaction des variables sur les performances de
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I'extraction de I’huile, ou le diameétre a montré le plus grand effet sur le rendement

d'extraction.
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Figure 5.14: Les surfaces de réponse et les tracés de contour du rendement (R %) en
fonction de (a) la pression (bar) et la température (°C), (b) la taille des particules (mm) et la

température (°C) et (c) la taille des particules (mm) et Pression (bar).

Il existe des limites au processus supercritique, telles que celles liées a la polarité du
dioxyde de carbone. En tant que solvant de faible polarité, le dioxyde de carbone est plus
adapté a I'extraction de composés non polaires. Cependant, son application peut étre étendue
a d'autres groupes de composés en introduisant une faible proportion de solvants organiques
polaires dans le procédé d'extraction pour permettre I'extraction de composés polaires tels

que les polyphénols.
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5.3.2eEffet des parametres opératoires

La figure (5.15) montre bien I’effet des différents paramétres opératoires sur les TPC,
TFC et TTC pour des extraits obtenus par extraction par CO2 supercritique a partir des
graines de Plantago ovata.

£ 140 [ Polyphenols mg EGA/g extract Flavonoids mg EQ/g extract Tanin mg EC/g extract

=
N
o

100

o
8 85 ¢°

Composés phénoliques totaux,
% flavonoides et tanins condensésconte

o

Conditions opératoires

Figure 5.15: Effet des paramétres opératoires sur les TPC, TFC et TTC des extraits

supercritiques de graines de Plantago ovata.

D'aprés ces résultats, il peut étre conclu que I'effet sur la teneur en polyphénols
dépend des différentes conditions opératoires. En effet pour des diametres de 0.25 et 0.85
mm et dans une certaine gamme de température et de pression, il a été observé que la teneur
totale en phénol diminue avec 1’élévation de température a une pression inférieure ou égale
a 200 bars, et augmente lorsque le diamétre diminue. Par exemple, pour une température de
40°C et une pression de 200 bars, la teneur en polyphénols est plus élevée a d = 0.25 mm
gu'a d = 0.85 mm. Le méme résultat est observé lorsque la pression est réduite a 100 bars a
une température de 50°C. Par contre dans le cas ou la pression atteint 300 bars, la teneur en
polyphénols pour 0.85 mm est supérieure a celle pour 0.25 mm. En d’autres termes I'effet de
la température dépend de la valeur de la pression. La présente étude a montré que la
température affecte négativement la teneur en phénol total lorsque la pression est inférieure
a 200 bars. Le méme résultat a été observé concernant la teneur en tanins condensés ou le

diameétre s’est aussi avéré comme un facteur trés important.
5.4 Activites biologiques
5.4.1 Peganum harmala

5.4.1a Activité de piégeage des radicaux DPPH
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e Extraction par COz supercritique

Le test DPPH est I'un des plus utilisés pour déterminer l'activité antiradicalaire des
extraits de plantes naturelles. Dans ce test, lI'acide ascorbique a été utilisé comme standard

(I’annexe C (figure 4C)). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau (5.12).

La concentration médiane inhibitrice (Clso) est inversement proportionnelle a la
capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la quantité d'antioxydant necessaire
pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus la valeur Clsg est faible et plus

I'activité antioxydante d'un composé est élevée.

L’équation de régression en unité non codées pour I'Clsp a été développée et a
exprimée respectivement par 1’équation (5.8). Les résultats obtenus a partir de ces

expressions sont présentés dans le tableau (5.12).

Clsy = 2245 — 207d-90.6T + 2.89 P - 2034 d? + 0.741T?- 0.00742 P? +
53.52dT + 2,449 dP — 0,0284 TP (Eq.5.8)

Selon les résultats obtenus, les trois paramétres ont montré un effet significatif sur
l'activité antioxydante d’huiles extraites. Une diminution significative de I'activité peut étre
notée a la pression et a la température les plus élevées de 300 bar et 55 °C, respectivement,

et avec la plus petite taille de particules de 0.5 mm.

De plus, une température élevée peut affecter les composés thermosensibles
(thermolabiles), pouvant induire leur décomposition, ce qui explique la faible activité

résultant dans I'huile.

Tableau 5.12 : Valeurs de concentration inhibitrice médiane (Clso) obtenues avec des

extraits de graines de Peganum harmala par CO> supercritique.

D T P Clso (pg/ml)

mm | °C | bar @ expérimentale = prédite
1| 05 35200 639.03 635.53
2 | 09 | 35 200 383.24 359.31
3 05 | 55 200 556.04 579.98
4 | 09 | 55| 200 728.42 731.92
5 05 | 45 100 471.63 472.93
6 09 | 45 | 100 291.08 312.82
7 | 05 | 45 | 300 467.74 446.01
8 09 45 300 483.14 481.83
9 | 0.7 | 35 100 438.44 440.64
10 0.7 | 55 | 100 681.26 656.02
11 0.7 | 35 | 300 543.29 568.53
12 | 0.7 | 55 | 300 672.41 670.21
13 | 0.7 45| 200 553.08 583.92
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14 0.7 | 45 200 614.68 583.92
15 0.7 | 45 200 584.00 583.92

L'analyse statistique du modéle et les résultats sont présentés dans 1’Annaxe (D,
Tableau 4).

La valeur F obtenues pour le rendement, Clsoest 18,57 et supérieure au F tabulé (pour
le risque 0.05, Foos(9, 5) = 4.77). Il a été également constaté que les valeurs calculées
correspondent raisonnablement bien aux valeurs expérimentales avec R? = 97.36% et R?
ajusté (Adj-R?) est également 92.61 %, indiquant un bon accord entre les valeurs
expérimentales et calculées du rendement d'extraction d'huile. Par conséquent, il peut étre

confirmé que le modeéle est assez fiable pour la prédiction des résultats expérimentaux.

D'apres les résultats rapportés dans le tableau (I’ Annaxe (D, Tableau 4) il peut étre
constaté que tous les termes du modéle quadratique complet sont significatifs mais que le

terme d'interaction température - pression est insignifiant.

La valeur optimale est de 172.99 pug/mL a une pression d'extraction de 100 bar, une

température de 35°C et une taille de particules de 0.9 mm.

La surface de réponse tridimensionnelle et les tracés de contours ont été obtenus a partir des
résultats de conception de Box-Behnken et sont montrés par la figure (5.17) afin de mettre
en évidence les principaux effets d'interaction des variables sur la concentration d’inhibitrice

médiane

En particulier en ce qui concerne les paramétres Clso et TPC. Par conséquent, a partir
des courbes de réponse de surface et de contour de Clso et TPC présentées dans la figure
(5.16) et la figure (5.17), une correlation claire montrant une relation inverse entre Clsg et la
teneur en polyphénols peut étre bien observée. Plus le TPC est élevé, plus la concentration

d'inhibition est faible, d'ou une activité antioxydante élevée.
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al

700
1€ 50( pg/ml) 600
500

400

T(Q)

Hold Values
P 200

d (mm)

Hold Values
T a5

600

1C 50(ug/ml) 500
400 300
300 0 P (bar)

a2

Hold Values

60 HDI‘? \:aslues
TPC 50

40 300

30

[101]



Chapitre V : Résultats et discussions
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Figure 5.17: Les surface de réponse et de contour de Clsg et TPC en fonction de (a)
diametre (mm) et température (°C), (b) diamétre (mm) et Pression (bar) et (c) Température
(°C) et Pression (bar).

e Extraction par Soxhlet

Les résultats obtenus, présentés dans le tableau (5.13), montrent que l'extrait
méthanolique caractérisé une valeur d'inhibition élevée de 90.37 pg/ml par comparaison
pour le cas des extraits supercritiques, avec des valeurs supérieures a 250 pg/ml (tableau
5.12),

Tableau 5.13: Résultat experimentale pour Clso, (par Soxhlet).

. Clso
Extraits
(Hg/ml)
Extrait avec MtOH 90.37

5.4.1b Activité Antimicrobienne
A. Activité antibactérienne
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Les résultats du dépistage de I'activité antibactérienne des extraits seélectionnes sont
présentés dans le tableau (5.14) et la figure (5.18) ou les quinze extraits examinés ont tous
montré un effet antibactérien au moins contre l'une des souches bactériennes sélectionnées,
a lI'exception de Pseudomonas aeruginosa contre laquelle aucune activité n’a été enregistrée
par aucun extrait. Cela peut étre di a la présence d'une double membrane entourant chaque
cellule bactérienne et qui empéche certains médicaments et antibiotiques de pénétrer dans la
cellule, expliquant en partie pourquoi les bactéries a Gram-négatives sont généralement plus
résistantes aux antibiotiques que les autres bactéries a Gram-positives. Staphylococcus
aureus avec 85.71 %, Bacillus subtilis avec 92.86 %, Escherichia coli avec 28.57 %, figue
(5.19).

La sensibilité aux différents extraits est organisée selon le diamétre des zones
d’inhibition comme suit: non sensible (-) pour le diamétre moins sensible de 6 mm; sensible
(+) pour un diametre entre 9-14 mm ; tres sensible (+ +) pour un diamétre entre 15-19 mm

et extrémement sensible (+++) pour le diametre plus que 20 mm [133].

Les résultats obtenus a partir de la méthode utilisée ont montré que les extraits purs
du Peganum harmala possédent une activité antibactérienne contre les micro-organismes
sélectionnés. Cependant il faudrait mentionner que la sensibilité des souches testées varie

selon les conditions opératoires utilisées.

La sensibilité des microorganismes peut varier selon le germe testé car une huile peut
étre bactéricide vis-a-vis de certaines souches, bactériostatique vis-a-vis d’autres ou n’avoir

aucun effet.

L'effet le plus puissant lié a I'extrait de méthanol inhibe Staphylococcus aureus avec
un diameétre de zone d'inhibition de 32 mm, Bacillus subtilis avec 30 mm, Escherichia coli

avec 40 mm et Pseudomonas aeruginosa avec 22 mm.

Tableau 5.14 : Test de sensibilité de différents extraits de Peganum harmala vis-a-vis des

micro-organismes tests (mm) (activité antibactérienne).

d
mm

T°C | Pbar

(ATCC 25923)
6633)
25922)

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis (ATCC

Escherichia coli (ATCC
Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853)

=
o
-
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1 05 35 200 14 10.5 13 -
2 09 35 200 11 10.5 - -
305 55 200 - - - -
4 09 55 200 13 - 12.5 -
5 05 45 100 9 8.5 - -
6 09 45 100 - - - -
7 05 45 300 8 9 -
8 09 45 300 - 12 - -
9 07 35 100 12.5 - - -
10 0.7 @ 55 100 - - - -
11 07 @ 35 300 - 8.5 - -
12 0.7 55 300 13 8.5 - -

13 0.7 @ 45 200 9.5 11.5 11.5 -
14 057 55 300 8.5 95 - -
Soxhlet 32 30 40 22

La présente étude a été menée pour étudier l'activité antibactérienne in vitro des
graines de Peganum harmala afin d'évaluer leur application scientifiquement. Cependant,
les extraits different significativement dans leur activité contre les micro-organismes testés,
ou pratiqguement la majorité ont été actifs contre au moins une des souches a Gram-positives
et négatives. Le groupe de bactéries les plus sensibles a été celui des souches a Gram
positives, parmi lesquelles Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus qui provoquent des
infections graves chez I'homme et d'autres animaux, notamment des lésions cutanées
superficielles, des abces localisés et des intoxications alimentaires [148]. En raison de
I'importance de Staphylococcus aureus dans les conditions mentionnées ci-dessus, les
extraits a 35 °C et 200 bar avec 0.5 mm ont montré une valeur élevée par rapport aux autres,

avec une inhibition de 14 mm. L'une des bactéries les moins sensibles est Escherichia coli.

Le mécanisme d'action des huiles est lié essentiellement a la structure de la paroi et
a la perméabilité membranaire des bactéries. L'huile exerce son pouvoir antimicrobien par
son interférence avec la bicouche lipidique de la bactérie grace a sa propriété hydrophobe,
ce qui entraine une augmentation de la perméabilité puis une perte des constituants
cellulaires, I'acidification de I'intérieure de la bactérie, bloguant la production de I'énergie
cellulaire et la synthése des composants de structure et la destruction du matériel génétique,

conduisant a la mort de la bactérie [149].

En revanche, les bactéries a Gram- sont plus résistantes que les Gram+, di aux
différences structurales de leurs membranes externes. Ils possédent une membrane externe

entourant la paroi cellulaire qui limite la diffusion des composés hydrophobes a travers son
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revétement lipopolysaccharidique. Cependant, toutes les études sur I'huile n'ont pas conclu

que les gram-positifs sont plus sensibles.[149].
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Figure 5.18: Comparaison du diametre de la zone d'inhibition produite par les extraits de

Peganum harmala avec différentes conditions d'extraction (activité antibactérienne).

Peganum harmala 0%
28,57%

85,71%

92,86%
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Bacillus subtilis (ATCC 6633)
Escherichia coli (ATCC 25922) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Figure 5.19: Donut Chart représente le pourcentage d'inhibition des souches bactériennes
testées par les extraits de graine de Peganum harmala.

B. Activité antifongique

Les résultats d'inhibition ont montré une variation selon les paramétres opératoires
de Il'extraction. L'effet fongique de la plupart des extraits de Peganum harmala était tres

faible ou nul (Fusarium roseum & Alternaria sp) (Tableau 5.15 & figure 5.20).

Pour les extraits au dioxyde de carbone supercritique, la valeur d'inhibition la plus
élevée a eté enregistrée contre Fusarium oxysporum avec 20.5 mm aux conditions
opératoires (0.7 mm, 35 °C et 300 bar), suivi de 20 mm a (0.5 mm, 45 °C et 300 bar). Parmi
les 14 extraits, 31 % présente une inhibition contre Fusarium oxysporum, 25% contre

Fusarium nivale, et moins de 20% pour le reste des champignons (Figure 5.21).

Alors que pour I'extrait au méthanol, la valeur d'inhibition la plus élevée de 30 mm a

été enregistree contre Fusarium, la levure Candida avec 20 mm.
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Tableau 5.15: Les diametres des zones d'inhibition des différents extraits de Peganum

harmala (mm) pour I’activité antifongique.
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Figure 5.20: Comparaison du diametre de la zone d'inhibition produite par les extraits de

Peganum harmala avec différentes conditions d'extraction (activité antifongique).

Peganum harmala

M Fusarium oxysporum
M Fusarium nivale
%o Fusarium proliferatum
Fusarium roseum
M Fusarium solani
14%

M Alternaria sp
H Aspergillus niger
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Figure 5.21: Donut Chart représente le pourcentage d'inhibition des souches fongiques

testées par les extraits de graine de Peganum harmala.

5.4.2Plantago ovata
5.4.2a Activité de piegeage des radicaux DPPH

e Extration par CO:2 supercritique

Les résultats de piegeage des radicaux libres représentant le pourcentage d'inhibition
sont présentés dans les tableaux (5.16& 5.17) ou la plus grande valeur d'inhibition
enregistrée est égale a 20.98 %, a une concentration de 2 mg/mL, a pression et température
de 100 bar et 40°C, respectivement et a d = 0.55 mm.

Ces résultats ont montré que les extraits supercritiques de Plantago ovata ont une
faible activité antioxydante compte tenu de la concentration plus élevée préparée a partir de
la solution initiale de 4 mg/ml et comparée a l'inhibition de I'acide ascorbique atteignant
97.14% a 100ug/ml, et a celles des extraits de Soxhlet obtenus avec des particules de
diameétres 0.25 et 0.55 mm, qui ont enregistré des inhibitions totales de 92.69 et 93.84 % a
350 ug/ml, respectivement.

La figure (5.22) montre que le méthanol donne I’activité antioxydante la plus élevée
de 93.84% dans le cas de la plus grande taille de particules de 550 um contre 92.69 % pour
la plus petite taille qui est de 250 pum.

Dans cette étude, le CO2 supercritique n'a pas réussi a produire des composés
bioactifs a partir du Plantago ovata en tant que soluté en raison de la polarité du composé et

du solvant.

Le méthanol en tant que solvant a donné les pourcentages les plus élevés pour
I'activité antioxydante, de flavonoides et de composés phénoliques totaux par rapport au CO>

supercritique.

Tableau 5.16: valeurs d'inhibition maximale (IM) obtenues avec des extraits de graines de

Plantago ovata par CO2 supercritique.

Conditions Inhibition %

d T°C P bar 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2
mm mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml = mg/ml
0.25 40 200 2.46 3.87 7.42 9.26 3.49 19.01
0.85 40 200 3.41 7.71 9.16 10.79 16.55 20.11
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0.25 60 200 2.37 5.77 7.23 8.61 11.14 15.32
0.85 60 200 7.53 13.12 14.44 16.77 17.87 18.88
0.25 50 100 6.61 10.54 11.79 13.85 14.69 16.55
0.85 50 100 3.65 5.28 7.63 0.88 14 19.53
0.25 50 300 2.8 4.48 5.29 6.37 7.63 9.34
0.85 50 300 3.01 4.68 5.05 6.57 8.49 9.73
0.55 40 100 6.81 12.12 15.37 19.4 20.45 20.98
0.55 60 100 6.28 8.45 11.58 15.6 17.23 19.10
0.55 40 300 6.72 14.1 15.9 17.34 17.95 18.91
0.55 60 300 6.17 7.21 11.02 16.45 17.15 18.06
0.55 50 200 2.95 2.34 2.87 411 5.72 5.89
0.55 50 200 1.18 1.44 2.48 3.01 4.13 4.87
0.25 60 239 2.63 2.97 3.89 8.26 10.67 15.68

e Extraction par Soxhlet
Les résultats obtenus sont montrés comme suit:

Tableau 5.17: Valeurs Clso et d'inhibition obtenues avec des extraits méthanoliques de

graines de Plantago ovata.

Cug/ml) 15 25 34 50 100ua/ml 200 250 350
HY pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml HY pg/mi pg/mi pg/ml
Inhibition %
0.25 mm 21 41.03 I1Cs0 60.38 78 87.35 92.40 92.69
25 28 50 75 150 250 350
Gttt pg/mi pg/mi pg/mi pg/mli SOt pg/mi pg/mi pg/mi
Inhibition % 4425 | IC 8440 = 9362 = 9378 | 9379 | 9383 | 9384
0.55 mm . 50 . . . . . .
15 50
C(ug/ml) 0 pg/mi ug/mi 2 pg/ml | 5 pg/ml | 10 pg/ml ug/mi 100pg/ml
Inhibition %
Acide Ascorbique 0 ICs0 65.47 91.79 93.87 95.82 97.14

Ascorbic acid
MeOH (0,25 mm)
IC 50 (ug/ml) TPC (GAE/g E) MeOH (0,55 mm)

TPC (GAE/g E)
IC 50 (ug/ml)

Figure 5.22: Valeurs IC50 (ug/mL) obtenues pour I'activité antioxydante par piégeage des
radicaux 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) et TPC (mg GAE/g E) dans les extraits

méthanoliques.
5.4.2b Activité antimicrobienne

A. Activité antibactérienne
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Les extraits de Plantago ont été testés contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
IIs ont tous éte efficaces contre les souches bactériennes testées, selon les conditions
opératoires, mais la meilleure activité a été montrée par I'extrait obtenu par CO- supercritique
a 0.25 mm, 60 °C et 239 bar, formant une zone maximale de 15 mm contre E. coli ATCC
25922 et 14.5mm contre Bacillus subtilus avec 0.85 mm, a 60 °C et 100 bar et 10.5 mm
contre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (0.85 mm, 60 °C et 200 bar) (Tableau 5.18&
Figure 5.23).

Les résultats ont également montré que tous les extraits n‘avaient pas d'activité
antibactérienne, bien qu'ils aient été extraits de la méme plante, et cela est lié aux conditions

d'extraction (taille des particules, température et pression).

Les extraits ont une inhibition plus élevée par rapport les nombres d’extraits contre
Bacillus subtilis suivi de Escherichia coli (37.50 % d'inhibition) et Staphylococcus aureus

avec une prévalence de 31.25% (figure 5.24).

Tableau 5.18: Test de sensibilité de différents extraits de Plantago ovata vis-a-vis des

micro-organismes tests (mm) (activité antibactérienne).

230 25 387 ¢8.®

SR B2 o3 5E8

d o LY  »© | =N EELN

mm T°C Pbar %g% g8 -808?0

557 3% C FBL

»s &> g<a"<
1 025 40 @ 200 - - 11 -
2 1085 40 200 - - - -
31025 60 200 8.5 - - -
4 085 60 @ 200 10.5 8 | 135 8

5025 50 100 - 8.5 -

6 | 085 50 @ 100 9 - - -
7 1025 50 300 10 - 13 -
8 085 50 300 - - - -
9 /055 40 @ 100 - - - -
10 | 055 60 @ 100 - - - -
11| 055 40 = 300 - 8 11 -
12 | 0.55 | 60 300 9 - 10 -
13 1 0.55 | 50 200 - 12 - 9
14 025 60 @ 239 - 105 @ 15 -
15085 60 @ 100 - 145 - -
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Plantago ovata

diamétre de la zone d'inhibition (mm)

Conditions opératoires
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Bacillus subtilis (ATCC 6633) Escherichia coli (ATCC 25922) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Figure 5.23: Comparaison du diametre de la zone d'inhibition produite par les extraits de

Plantago ovata avec différentes conditions d'extractions (activité antibactérienne).

Plantago ovata 13,33%
0 33,33% " Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

40,00% Bacillus subtilis (ATCC 6633)

40.00% Escherichia coli (ATCC 25922)
)y (]

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Figure 5.24: Donut Chart représente le pourcentage d'inhibition des souches bactériennes

testées par les extraits de graine de Plantago ovata.

La figure (5.24) présente une comparaison de I'effet d'extraits végétaux selectionnés
sur les différents types de bactéries étudiées, selon les conditions opératoires (température,

pression et granulométrie).

Tandis que les extraits de la plante P. harmala ont eu un effet plus important sur les
deux bactéries Staphylococcus aureus, Bacillus subtilisde 85.71, et 92.86%, respectivement
(Figure 5.19), aucun effet n'a été enregistré contre Pseudomonas aeruginosa contrairement
aux graines de Plantago qui ont enregistré 13.33% des extraitstotaux. Ce derniera enregistré
le taux le plus élevé contre Escherichia coli a Gram négatif (ATCC 25922) et Bacillus
subtilisde avec un taux de 40%. Ceci est di a l'effet des parametres opératoires sur le
processus d'extraction des composes bioactifs qui sont principalement responsables de cette
activite.

B. Activité antifongique
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De méme pour les graines de Plantago, ou les résultats ont montré une variation
selon les différentes conditions opératoires avec les résultats d'inhibition compris entre 8 et
14.5 mm, enregistrés contre Aspergillus niger dans des conditions de 50°C, 0.85 mm et 100
bar. La valeur la plus faible a été enregistrée contre Fusarium nivale et la levure Candida
albicans 570 a 60 °C, 0,55 mm et 100 bars.

Tableau 5.19: Les diametres des zones d'inhibition des différents extraits de Plantago ovata

(mm) pour I’activité antifongique.

o
EE E e € = 2 3 o>
d 25 22 28 2§ 2E £ T 29
o L |- S S [ — o]
mm T°C PP 52 B2 & BB F2 £ 52 ES
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11025| 40 200 11 - 11 - 12 - - -
2 085 40 200 14 - - - - - - -
3 1025| 60 200 - 9 9 - - - - -
4 085 60 | 200 - - ; - -1 3
5 10.25| 50 100 12.5 - 9.5 - - - - -
6 085 50 100 - - - - - 14.5 12
7 025 50 300 - - 11.5 - - - - -
8 /0.85| 50 300 - - 13 - - - - -
9 055 40 100 9 - 12 - 12.5 - - -
10 | 0.55 | 60 100 - 8 - - - - - 8
11 055 40 | 300 - - - ; - ; - 95
12 1055 60 300 - - - - - - - -
13 | 055 | 50 200 - - - - - - - -
14 | 0.55 | 50 200 12 12 - - 12.5 - - -
15/ 0.25 | 60 239 - 10 - - - - - -
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Conditions opératoires
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Figure 5.25: Comparaison du diamétre de la zone d'inhibition produite par les extraits de

Plantago ovata a différentes conditions d'extractions (activité antifongique).
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Plantago ovata

o Fusarium oxysporum
o M Fusarium nivale
Fusarium proliferatum
Fusarium roseum
4 H Fusarium solani
30% M Alternaria sp

o Aspergillus niger

Figure 5.26: Donut Chart représente le pourcentage d'inhibition des souches fongiques

testées par les extraits de graine de Plantago ovata.

Selon la figure 5.26, il apparait qu'il existe un effet similaire des extraits de Peganum
harmala et des extraits de Plantago ovata sur l'activité antifongique, a l'exception de
Fusarium proliferatum, ou I'effet des extraits de Plantago était de 30 % par rapport aux

extraits de Peganum harmala avec 12 % (Figure 5.21).

Cependant, les résultats des extraits de Peganum harmala ont donné plus d'inhibition
que ceux de Plantago ovata, car la valeur d'inhibition la plus élevée est de 20 mm contre
Fusarium solani et de 19 mm contre Fusarium oxysporum avec un diametre de particule de
0.5 mm, 45°C et 300 bar.

Finalement tous les extraits issus des deux plantes sélectionnées, n‘ont pas eu d'effet

sur les champignons Fusarium roseum et Alternaria sp.

5.5 Résultats d’analyse chromatographiques (GC-MS) des extraits
5.5.1 Peganum harmala

e Acides gras

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque de la base de données
PTAPC Ouargla de l'instrument GC-MS, donnant leur nom, temps de rétention et

pourcentage de pic (surface) comme montré dans (Annexe E).

La composition chimique des extraits issus de 1’extraction par CO2 supercritique a
partir de Peganum harmala a été déterminée par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la masse, identifiant des composés de base et ou seuls quatre composés sont majeurs dans
tous les extraits. lls représentent 74.5 % pour E1, 75.07, 77.86, 82.81 et 67.77 % pour E2,
E3, E4 et ES, respectivement. Ester méthylique de 1’acide hexadécanoique (15.05 %), n-
propyle 9,12-octadécadienoate (24.33 %), acide 9-octadécoique, ester méthylique (E)
(24.56 %) et stéarate de méthyle (10.56 %) pour E1.
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Concernant E2, Ester méthylique de 1’acide hexadécanoique (9.94 %); acide 9,12-
octadecadienoique (Z,Z), ester méthylique (32.22 %), acide 9-octadécoique, ester
méthylique (E) (26.91 %) et stéarate de méthyle (6 %). Ester méthylique de I’acide
hexadécanoique (14.52 %), n-propyle 9,12-octadécadienoate (26.33 %), acide 9-
octadecoique, ester méthylique (E) (26.42 %) et stéarate de méthyle (10.59 %) pour E3.

Ester méthylique de 1’acide hexadécanoique (14.59 %), n-propyle 9,12-octadécadienoate
(23.56 %), acide 9-octadécoique, ester méthylique (E) (23.88 %) et stéarate de méthyle
(10,78 %) pour E4. Ester méthylique de 1’acide hexadécanoique (13.89 %), n-propyle 9,12-
octadécadienoate (21.84 %), acide 9-octadécoique, ester méthylique (E) (21.89 %) et
stéarate de méthyle (10.15 %) pour E5.

Le compose le plus abondant de Peganum harmala comme observé par le profilage
GC-MS dans cette étude, est I’acide hexadécanoique connu pour avoir des propriétés anti-
inflammatoires, antibactériens [150] et antifongiques [151].L’acide palmitique, ou acide
hexadécanoique, est I’acide gras saturé le plus répandu chez les plantes, les animaux et les
humains. L’acide palmitate appartient aux acides gras libres, qui jouent un réle important en
tant que source d’énergie pour 1’organisme. Le PAME endogéne jouer un rdle dans la
modulation de la transmission ganglionnaire autonome et des effets vasodilatateurs de
I’oxyde nitrique (NO) [152]. Acide 9, 12-octadécadiénoique (Z,Z) est un acide gras essentiel
polyinsaturé et est utilisé dans la biosynthése des prostaglandines et des membranes
cellulaires, antiinflammatoire, hépatoprotecteur, anti-arthrite, antihistaminique[153].
Stéarate de méthyle" comme agent antimousse et nutriment de fermentation [154]. Selon
Qiaofang palmitate de méthyle et du stéarate de méthyle ont été utilisé comme nématicide
contre Meloidogyne incognita dans les bananes. Ils sont sensibles a I’infection par de
nombreux nématodes phytoparasites. Les composés bioactifs (palmitate de méthyle et
stéarate de méthyle) dans le bouillon de fermentation ont inhibé 1’éclosion et la reproduction
des ceufs et repoussé les nématodes juvéniles au deuxieme stade des racines de bananier pour

réduire 1’infection par les nématodes.

L’¢évaluation de la toxicité a indiqué que le bouillon de fermentation, le palmitate de
méthyle et le stéarate de méthyle pourraient étre utilisés comme approches écologiques pour
lutter contre les nématodes. Des concentrations plus faibles de ces composés sont sans
danger dans le sol. Ainsi, le traitement avec le bouillon de fermentation peut étre une
méthode favorable pour favoriser la croissance de la banane et controler les nématodes des

racines sur le terrain. Ces résultats pourraient permettre 1’¢laboration de méthodes
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améliorées de lutte contre les nématodes qui appuieront la production agricole et la

protection de I’environnement [155].
En général, les acides gras ont des propriétés antibactériennes et antifongiques[156]
e Protocole 2 (sans estérification)

L'analyse GC-MS vise a évaluer le profil chimique des graines de Peganum harmala
et de Plantago ovata en identifiant les principaux constituants chimiques présents.
L'identification est basée sur le poids moléculaire et les profils de fragmentation générés par

spectrométrie de masse, une technique qui sépare les composés par volatilité.

L'identification des composés a été effectuée selon la comparaison de Il'indice de
similarité des composés trouvés dans la bibliothéque incorporée dans le logiciel. Afin
d'évaluer si le processus d'extraction serait plus efficace avec la méthode conventionnelle
(solvant polaire) qu’avec celle innovante (CO2 apolaire) ou s'il serait possible d'extraire les
B-carbolines a partir de graines entieres concernant la plante Peganum harmala (Annexe E),
ce qui facilitera le traitement des échantillons.

Les B-carbolines telles que I'harmaline, I'harmine, I'harmalol et I'hnarmol sont les
principaux alcaloides du Peganum harmala. Différentes parties de la plante contiennent les
alcaloides ci-dessus dans des proportions variables. Par exemple, les graines et les racines
contiennent les niveaux les plus éleves d'alcaloides, les tiges et les feuilles contiennent des
quantités plus faibles et les fleurs ne contiennent pas d'alcaloides [157]. Ces alcaloides
ont été étudiés pour leurs diverses propriétés biologiques aussi bien in vitro qu'in vivo.
L'harmine et I'harmane, qui constituent 2 a 6 % des graines de Peganum harmala, ont un

large éventail d'utilisations thérapeutiques et sont tres répandues dans les plantes[158].

Dans le chromatogramme de la figure 5.27 obtenu apres analyse GC-MS d’extrait
MtOH de P. harmala, la présence de 16 pics a été observée et trois f-carbolines ont été
identifiées ou le pic 7 correspond a Harmaline artifacte (37.2 min), pic 8 a Harmaline (temps
de rétention 37.6 min) et pic 9 a Harmine (temps de rétention 38.2 min). Les composés
identifiés sont montrés dans le tableau 5.22, ainsi que d'autres composés comme des

hydrocarbures, leurs dérivés et des acides gras.

Actuellement il est considéré que I'hamarin comme l'un des principaux composes actifs des
alcaloides béta-carbolines, possédant de multiples activités biochimiques et

pharmacologiques [28].
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Diverses activités biologiques ont été identifiées pour I'narmine et d'autres alcaloides
apparentés dans les graines de Peganum harmala. En plus des effets cardiovasculaires, ceux

antibactériens et cytotoxiques ont été rapportés [159].

Des études antérieures ont montré que I'harmine posséde diverses activites
pharmacologiques telles que des propriétés anti-Alzheimer, anticancéreuses, anti-
inflammatoires et antioxydantes. Il a été rapporté que I'harmine présente une activité
neuroprotectrice importante dans le traitement des troubles neurologiques. Des études
récentes sur les B-carbolines naturelles montrent également que ces composés naturels
présentent une activité antivirale contre le virus de I'herpés simplex (HSV-1 et HSV-2), le

poliovirus, le virus de I'immunodéficience humaine et le virus de la dengue [160].

Dans I'analyse de I"huile extraite par CO2 supercritique, la présence de 11 pics a été

observée et il n'a pas été possible d'identifier les B-carbolines harmaline et harmine.

Les résultats de I'analyse montrent la différence entre les deux méthodes d'extraction
avec des composés différents pour chaque extrait, ce qui explique la différence d'effets
biologiques (antioxydant, antifongique et antibactérien). L'extrait MtOH a donné de

meilleures activités que I'extrait supercritique en raison de la présence des alcaloides.

Figure 5.27: Chromatogrammes obtenus apres analyse GC-MS de MtOH et d'extraits

supercritiques de graines de Peganum harmala.
5.5.2 Plantago ovata
e Acides gras

L’analyse GC-MS des extraits supercritiques de Plantago ovata est présentée dans
(I’Annexe F), respectivement. L’analyse GC-MS a montré 40 constituants dans des extraits

supercritiques. L’abondance la plus élevée de I’acide 9-octadécénoique, ester méthylique
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(E), n-propyle 9,12-octadécadienoate, suivie de I’acide hexadécanoique, ester méthylique, a

été observée comme le montre le tableau pour les extraits (E1, I’E3 et ’E4).

Pour l'extrait E2, le composant le plus élevé était I'acide 9,12-octadécadiénoique
(Z,2), I'ester méthylique (24,18 %), ou le composant de n-Propyl 9,12-octadecadienoate n'a
pas été trouvé dans cet extrait. Ces ingrédients, ainsi que le stéarate de méthyle, représentent

les constituants prédominants de ces extraits.

e Composés identifiés par le protocole 2 (sans estérification)

Le chromatogramme de la figure(5.28) et Tableau dans 1’Annexe F obtenu apres
analyse GC-MS de I'extrait Méthanoique et supercritique de P. ovata, montrent la présence
de 32 et 16 pics, respectivement. La différence significative dans les extraits de graines de
Plantago ovata est expliquée par le fait que I'extrait obtenu par le méthanol est bien
caractérisé par une activité antioxydante significative, contrairement a ceux issus de
I’extraction par CO2 supercritique qui n’ont fait preuve d’aucune activité. Les résultats
obtenus dans I'analyse ont montré la présence de composés bioactifs (coumarine, gamma-
tocophérol) dans I'extrait obtenu par le méthanol et leur absence totale dans les extraits issus

de I’extraction a CO2 supercritique.

Les résultats de I'analyse montrent la différence entre les deux méthodes d'extraction,
qui ont donné des composés différents & dans chaque extrait, ce qui explique la différence
d'activité antioxydante. L'extrait MtOH a donné de meilleures activités que [I'extrait

supercritique en raison de la présence de la coumarine.

Les coumarines sont des analogues des benzopyrones qui sont des métabolites
secondaires présents dans diverses espéces de plantes (plus de 1300 coumarines ont été
identifiées a partir de sources naturelles, notamment des plantes vertes) mais aussi des

champignons et des micro-organismes [161], [162].

Les coumarines et les hybrides a base de coumarine ont démontré de nombreuses
propriétés biologiques, notamment des activités anticancereuses, anti-inflammatoires,
antioxydantes,  antivirales,  antimicrobiennes,  antifongiques, antituberculeuses,
anticoagulantes, antispasmodiques, antihyperglycémiques, antitubulines,

immunosuppressives, hépatoprotectrices, antidiabétiques et neuroprotectrices [32].

Les especes reactives intracellulaires de I'oxygéne (ROS) sont cruciales pour le

métabolisme cellulaire normal. La génération de ROS est fortement régulée par des
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molécules réductrices enzymatiques (catalases, peroxydases et dismutases) ou non
enzymatiques (vitamine A, C ou E). Les perturbations de I'équilibre redox cellulaire peuvent
conduire a une suraccumulation de ROS. Les cellules produisent également des ROS aprés
exposition a des radiations ou a des chimiothérapies, dont beaucoup induisent des ROS a des

niveaux toxiques dans le cadre de leur mécanisme d'action.

Les tocophérols alpha et gamma sont tous deux des antioxydants susceptibles de
réduire les dommages causés par les ROS induits par la chimiothérapie et, par conséquent,

de réduire Il'insuffisance ovarienne prématurée.

Les tocophérols (alpha, béta, gamma et delta) et les tocotriénols (alpha, béta, gamma
et delta) qui forment ensemble la vitamine E, agissent comme des piégeurs de radicaux libres
dans les membranes cellulaires. L’alpha-tocophérol est la forme la plus abondante dans la
nature, tandis que le gamma-tocophérol est la forme la plus courante dans I'alimentation
humaine. Il a été proposé que la cardiotoxicité induite par Dox soit le résultat de la
peroxydation des lipides membranaires induite par les ROS et que la carence en vitamine E

entraine des caractéristiques histologiques comparables au tissu cardiaque traité par Dox.

La vitamine E naturelle, existant dans un groupe de douze homologues chimiques,
dont quatre tocophérols (alpha-, béta-, gamma et segma-tocophérols), quatre tocotriénols
(alpha, béta-, gamma- et segma-tocotriénols) et quatre tocomonoénols (alpha, béta, gamma
et segma-tocomonoénols), qui suscitent un intérét croissant en tant qu'antioxydants naturels
liposolubles. Les o- et gamma-tocophérols sont considérés comme deux formes
prédominantes dans le groupe de la vitamine E, et l'alpha-tocophérol est principalement
distribué dans les plantes a feuilles vertes, et le gamma-tocophérol dans les parties non vertes

des plantes (par exemple, les fruits et les graines) dans le regne végétal [163].

La vitamine E agit comme un antioxydant et réduit le niveau d'especes réactives de
I'oxygene (ROS) dans la maladie d'Alzheimer (MA). L'a-tocophérol (ATF) est la forme de
vitamine E la plus étudiée avec le gamma-tocophérol (GTF) qui présente également des
effets benéfiques dans la MA [164].

Le gamma-tocophérol a retardé la formation de tumeurs cancéreuses du sein dans
des modeles de rongeurs et a induit I'apoptose des cellules cancéreuses du sein in vitro et

pourrait prévenir le cancer du sein in vivo.
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De plus, un mélange de tocophérols gamma et delta a régulé a la baisse I'expression
du récepteur des cestrogenes et inhibé la prolifération des cellules cancéreuses du sein MCF-

7, humaines induites par I'cestradiol in vitro[165].

Py

Figure 5.28: Chromatogramme obtenu aprés analyse GC-MS de MtOH et d'extraits
supercritiques de graines de Plantago ovata.

Dans cette partie, nous avons procédé a 1’optimisation du rendement d'extraction
ainsi qu’a la mise en évidence des activités biologiques des extraits obtenus en fonction des
conditions opératoires en évaluant 1’activité antioxydante, antibactérienne et antifongique.
La comparaison du dioxyde de carbone supercritique et de I'extraction par solvant a confirmé
les limites de l'utilisation du dioxyde de carbone comme solvant. Cela soutient I'idée de le
remplacer par un autre solvant supercritique capable de sélectionner des composes bioactifs

tout en conservant des propriétés respectueuses envers l'environnement.
5.6. Modélisation thermodynamique : Résultats et discussions

Il est important d’examiner la fiabilit¢ de chaque méthode prédictive pour
I’estimation des propriétés ciblées (propriétés critiques, facteur acentrique, volume molaire,
volume et pression de saturation, etc.). A cet effet un nombre appréciable de constituants ont

été considérés, comme montré par les tableaux suivants:
5.6.1 Propriétés critiques
5.6.1a Température critique

Les cing méthodes utilisées sont montrées dans le tableau suivant et les résultats de

chacune comparés avec les valeurs expéerimentales rapportées de la littérature.

Tableau 5.20: Valeurs de température critique calculées par les méthodes de contribution

de groupe et les valeurs expérimentales.
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Te (K) . Constituant
Lydersen Fedors Joback | Ambrose | Constantinou | Tc exp
626.1064 | 471.2353 | 630.3832 | 636.9561 600.7721 639.00 | Oxalate de diméthyle[74]
634.1880 | 508.9656 | 638.8422 | 645.3997 622.3706 649.00 | Malonate de diméthyle [74]
644.4159 | 541.4163 | 649.0284 | 656.2177 641.6659 662.00 | Succinate de dimethyle[74]
497.6910 | 569.8853 | 501.4565 | 507.1795 659.1021 682.00 | Glutarate de diméthyle[74]
666.2793 | 595.2437 | 671.6896 | 635.7958 675.0063 692.00 | Adipate de diméthyle[74]
606.5882 | 618.1048 | 611.5343 | 581.9620 689.6259 711.00 | Pimélate de dimethyle[74]
512.0368 | 638.9167 | 516.1753 | 493.5452 703.1532 723.00 | Subérate de dimethyle[74]
695.5551 | 658.0167 | 701.0565 | 673.0801 715.7401 742,00 | Sébacate de diméthyle[74]
510.0204 | 551.5873 | 563.0727 | 564.3517 474.0361 563.40 | 2,3-dimethylhexane
510.0204 | 551.5873 | 563.0727 | 553.6037 474.0361 553.50 | 2,4-dimethylhexane
510.0204 | 551.5873 | 563.0727 | 548.5166 474.0361 550.00 | 2,5-dimethylhexane
561.6852 | 494.4894 | 561.3161 | 562.0349 563.1558 562.00 | Benzéne
602.7892 | 527.4433 | 593.6659 | 593.2175 596.1716 591.60 | Toluéne
370.5486 | 370.2013 | 368.2841 | 370.4928 348.4877 369.70 | Propane
470.4110 | 471.2353 | 480.4036 | 469.0289 475.8231 469.55 | Pentane
425.6947 | 426.1673 | 423.8856 | 423.6165 423.1221 425.16 | butane
508.2962 | 508.9656 | 507.6979 | 505.7343 516.5959 507.60 | hexane
615.2682 | 618.1048 | 617.0194 | 617.4805 623.6906 617.70 | Decane
412.4541 | 409.2338 | 410.2638 | 410.0577 399.3283 407.80 | 2-methyl propane
462.6954 | 457.3784 | 461.0467 | 460.3436 458.3374 460.40 | 2-methyl butane
592.5927 | 497.2391 | 575.3425 | 503.6647 502.7733 504.60 | 3-methyl pentane
491.4460 | 491.1462 | 491.8907 | 511.8889 491.5476 489.00 | 2,2-Dimethyl butane
501.6026 | 484.8892 | 500.1349 | 499.7914 487.8079 499.98 | 2,3-Dimethyl butane
544.8972 | 497.2391 | 543.7922 | 530.6674 502.7733 530.40 | 2-methyl hexane
281.2845 | -----eeeem- 279.6142 | 319.4278 | --------ee- 282.34 | Ethyléne
363.6282 | 326.7032 | 363.8461 | 369.6099 344.3275 364.90 | Propyléne
463.4558 | 466.9153 | 464.9769 | 467.7635 473.7754 464.59 | Penténe
502.7900 | 466.9153 | 504.9726 | 507.4603 473.7754 504.00 | hexéne
535.8625 | 538.2303 | 538.6669 | 540.5225 548.4979 537.30 | hepténe
564.5203 | 567.0689 | 567.8918 | 568.8779 576.7833 567.00 | Octéne
424.0190 | 4155351 | 427.6983 | 436.2886 417.5908 425.00 | 1,3-butadiéne
419.2585 | 417.8548 | 415.2954 | 443.3488 402.3807 402.39 | Propyne
561.0017 | 565.4441 | 559.9198 | 575.168 569.4113 559.70 | Heptyne
587.0901 | 591.2656 | 586.7471 | 600.2103 594.8184 586.90 | Octyne
455.2419 | 459.9601 | 455.1158 | 485.7728 458.3172 455.00 | 1-buténe-3-yne
561.9329 | 546.7784 | 563.313 | 564.1731 549.6958 563.53 | 2,2,3-trimethylpentane
714.8746 | 527.4433 | 725.9872 | 725.4388 530.1322 701.00 | N-methylaniline
629.5958 | 604.2117 | 629.5407 | 633.8135 699.1562 632.00 | chlorobenzene
700.0920 | 732.729 | 699.4734 | 711.6617 489.7147 685.00 | P-dichlorobenzene
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635.1414 | 581.9631 | 610.2661 | 610.1387 | 648.2603 602.20 tlr'itr':i’lf‘]jfyclohexane
688.9371 | 625.4612 | 656.9232 | 672.6101 | 533.8743 664.50 | 1,2,3-trimethylbenzene
560.0435 | 551.5873 | 542.6523 | 534.8497 | 496.5632 550.80 | 1,2,3,4-terfluorobenzene
752.3026 | 679.3143 | 751.8336 | 753.5097 | 732.5280 752.00 | Benzoic acide
694.1677 | 697.9024 | 698.1056 | 721.1333 | 718.6221 703.00 | 2-Ethyl phynol
495.9398 | 500.4964 | 495.8358 | 505.6951 |  494.9020 508.00 | CsHsO

495.5989 | 511.2929 | 494.0722 | 4947468 | 516.7893 497.00 | n-propyl Amine
554.9579 | 566.2579 | 562.6785 | 555.1843 | 558.9110 563.05 | butanol

546.4058 | 557.1451 | 562.2764 | 545.3658 548.0564 547.78 | 2-methyle-1-propanol
516.8139 | 552.4510 | 543.1438 | 508.3972 | 539.3745 506.21 | 2-methyle-2-propanol
534.9327 | 557.1451 | 560.8213 | 533.9146 | 586.5635 536.05 | 2butanol

La fiabilité de chaque méthode a été évaluée en calculant la déviation relative et les

résultats sont comme suit:

Tableau 5.21: Déviation relative entre les valeurs expérimentales et calculées par les

différentes méthodes de contribution de groupe.

6/% = (abs ((Texp — Tpred))/Texp))

6/% _ |Tex;_ Tcal|
£2p Constituant
Lydersen | Fedors | Joback | Ambrose | Constantinou
Asters

2.018 26.254 1.348 0.320 5.982 Oxalate de diméthyle

2.282 21.577 1.565 0.555 4.103 Malonate de diméthyle

2.656 18.215 1.959 0.873 3.072 Succinate de diméthyle
27.0248 | 16.439 | 26.473 | 25.633 3.357 Glutarate de diméthyle

3.717 13.982 | 2.935 8.122 2.456 Adipate de diméthyle
14.685 13.065 | 13.989 | 18.149 3.006 Pimélate de diméthyle
29.179 11.63 | 28.606 | 31.736 2.745 Subérate de diméthyle

6.259 11.318 | 5.518 9.288 3.539 Sébacate de diméthyle

Alcanes ramifiés

9.470 2.100 0.060 0.170 15.860 2,3-dimethylhexane

7.860 0.350 1.730 0.020 14.360 2,4-dimethylhexane

7.270 0.290 2.380 0.270 13.810 2,5-dimethylhexane

1.140 0.350 0.600 0.550 2.080 2-methyl propane

0.500 0.660 0.140 0.010 0.450 2-methyl butane
17.440 1.460 | 14.020 0.190 0.360 3-methyl pentane

0.500 0.440 0.590 4.680 0.520 2,2-dimethyl butane

0.320 3.020 0.030 0.040 2.430 2,3-dimethyl butane
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2.730 6.250 2.520 0.050 5.210 2-methyl hexane

0.280 2.970 0.040 0.110 2.450 2,2,3-trimethylpentane
Alcanes

0.230 0.140 0.380 0.210 5.740 Propane

0.180 0.360 2.310 0.110 1.340 Pentane

0.130 0.240 0.300 0.360 0.480 butane

0.140 0.270 0.020 0.370 1.770 hexane

0.390 0.070 0.110 0.040 0.970 Decane
Alcéne

0.370 | ----------- 0.970 13.140 | - Ethyléne

0.350 10.470 | 0.290 1.290 5.640 Propyléne

0.240 0.500 0.080 0.680 1.980 Pentene

0.240 7.360 0.190 0.690 6.000 hexéne

0.270 0.170 0.250 0.600 2.080 hepténe

0.440 0.010 0.160 0.330 1.730 Octéne

0230 | 2230 | 0630 | 2660 1.740 1,3-butadiene
Alcynes

4.190 3.840 3.210 0.180 0.000 Propyne

0.230 1.030 0.040 2.760 1.740 Heptyne

0.030 0.740 0.030 2.270 1.350 Octyne

0.050 1.090 0.030 6.760 0.730 1-buténe-3-yne
Alcools

1.440 0.570 0.070 1.400 0.740 butanol

0.250 1.710 2.650 0.440 0.050 2-methyle-1-propanol

2.090 9.130 7.300 0.430 6.550 2-methyle-2-propanol

0.210 3.940 4.620 0.400 9.420 2butanol

Aromatiques

0.060 12.010 | 0.120 0.010 0.210 Benzéne

1.890 10.840 | 0.350 0.270 0.770 Toluéne

0.380 4.400 0.390 0.290 10.630 chlorobenzene

2.200 6.970 2.110 3.890 28.510 P-dichlorobenzene

3.680 5.870 1.140 1.220 19.660 1,2,3-trimethylbenzene

1.680 0.140 1.480 2.900 9.850 1,2,3,4-terfluorobenzene

1.980 24.760 3.560 3.490 24.370 N-methylaniline

5.470 3.360 1.340 1.320 7.650 1-trans-3,5 trimethylcyclohexane

Carboxyliques
0.040 9.670 0.020 0.210 2.590 Benzoic acid
1.260 0.730 0.700 2.580 2.220 2-Ethyl phynol
6moyenne% = %mx,’Tx:‘(:all

5.6.1b Pression critique

[121]



Chapitre V : Résultats et discussions

Tableau 5.22: Valeurs de température critique calculées par les méthodes de contribution

de groupe et les valeurs expérimentales.

Pc (bar) . Compound

Lydersen | Joback | Ambrose | Constantinou | PcCexp

41.740 | 43.858 | 42.089 39.186 40.6 Oxalate de diméthyle [74]

36.290 | 38.771 | 36.558 34.716 35.5 Malonate de diméthyle [74]

32.091 | 34521 | 32.302 30.994 30.6 Succinate de diméthyle [74]

28.758 | 30.933 | 28.929 27.862 27.7 Glutarate de diméthyle [74]

26.048 | 27.876 | 26.190 25.201 25 Adipate de diméthyle [74]

23.804 | 25.252 | 23.923 22.922 23.7 Pimélate de diméthyle [74]

21.914 | 22,9811 | 22.0149 20.955 23 Subérate de diméthyle [74]

21.617 | 20.4007 | 21.7099 19.246 20.8 Sébacate de diméthyle [74]

12.633 | 25.7672 | 26.2740 26.134 26.3 2,3-dimethylhexane

12.633 | 25.7672 | 25.6302 26.134 25.56 2,4-dimethylhexane

12.633 | 25.7672 | 25.0097 26.134 24.88 2,5-dimethylhexane

50.151 | 47.6939 | 48.9666 48.625 48,9 Benzene

52.801 | 41.1441 | 33.5586 41.791 41,1 Toluene

43.403 | 44.0910 | 42.6380 45.4697 42,5 Propane

33.847 | 34.684 | 33.434 35.290 33.70 Pentane

38.169 | 38.965 | 37.539 39.880 38 Butane

30.316 | 31.071 | 29.934 31.474 29.9 Hexane

21.210 | 21.081 | 21.022 21.213 21.1 Decane

39.243 | 39.357 | 37.904 39.831 36.5 2-méthyl propane

34.649 | 35.013 | 33.639 35.249 33.8 2-methyl butane

48.617 31.919 | 31.097 31.473 3-methyl pentane

30.936 | 31.740 | 33.385 32.238 31.02 2,2-dimethyl butane

31576 | 31.633 | 31.322 31.472 31.45 2,3-dimethyl butane

35.972 | 28.233 | 27.269 31.473 27.5 2-methyl hexane

53519 | 52.662 | 53.123 | --------me-- 50.60 Ethyléne

46.626 | 46.657 | 47.021 48.843 46,2 Propyléne

35.678 | 36.465 | 35.883 37.549 35.92 Penténe

31.754 32.578 31.850 37.549 32.1 Hexene

43.275 43.397 44547 45.668 43.22 1,3-butadiéne

54.169 | 54.2251 | 60.816 56.280 56.28 Propyne

31.810 | 26.0574 | 27.638 26.071 27.30 2,2,3-trimethylpentane

53.824 | 37.9632 | 39.029 53.934 52.0 N-methylaniline

45317 | 44.444 | 44.808 43.977 45.20 Chlorobenzene

57.566 | 47.301 | 71.786 60.191 39.00 P-dichlorobenzene

55.853 25.689 | 27.024 31.920 34.50 | 1-trans-3,5 trimethylcyclohexane

64.278 | 25.611 | 32.077 37.051 37.90 1,2,3-trimethylbenzene

68.728 46.277 | 41.576 44.897 45.60 Benzoic acide

43.285 | 44.091 | 41.479 42.968 43.00 2-Ethyl phynol

46.969 | 48.766 | 56.745 49.082 47.00 CsHesO
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48.674 | 47.628 | 47.714 50.109 48.10 n-propyl Amine
44,194 | 44563 | 41.028 41.968 44.23 butanol
45.378 45.777 | 41.397 41.966 43.00 2-methyle-1-propanol
45378 | 47.236 | 42.935 43.168 39.73 2-methyle-2-propanol
45.378 | 44563 | 41.397 47.935 41.79 2-butanol

Tableau 5.23: Déviation relative entre les valeurs experimentales et calculées par les différentes

méthodes de contribution de groupe.

Erreur relative %
Lydersen | Joback | Ambrose | Constantinou Composés
E E E E
ASTERS
2.808 8.024 3.669 3.482 Oxalate de diméthyle
2.226 9.215 2.981 2.209 Malonate de diméthyle
4.872 12.813 5.563 1.286 Succinate de diméthyle
3.818 11.671 4.437 0.583 Glutarate de diméthyle
4,194 11.5064 4.76 0.8048 Adipate de diméthyle
0.437 6.548101 | 0.938819 3.281435 Pimélate de diméthyle
4.723 0.082174 | 4.283043 8.889565 Subérate de diméthyle
3.927 1.919712 | 4.374519 7.471635 Sébacate de diméthyle
Alcanes ramifiés
51.966 2.026 0.099 0.630 2,3-dimethylhexane
50.575 0.811 0.275 2.246 2,4-dimethylhexane
49.224 3.566 0.521 5.041 2,5-dimethylhexane
7.515 7.828 3.847 9.126 2-méthyl propane
2.513 3.588 0.476 4.288 2-methyl butane
0.269 2.320 7.623 3.927 2,2-dimethyl butane
0.402 0.581 0.406 0.070 2,3-dimethyl butane
30.807 2.666 0.842 14.447 2-methyl hexane
16.520 4.552 1.238 4.502 2,2,3-trimethylpentane
Alcanes
2.124 3.743 0.325 6.987 Propane
0.437 2.919 0.790 4.718 Pentane
0.445 2.539 1.212 4.948 butane
1.390 3.916 0.112 5.264 hexane
0.523 0.091 0.369 0.536 Decane
Alcene
5.768 4.076 4.987 / Ethyléne
0.922 0.989 1.777 5.720 Propyléne
0.672 1.518 0.103 4.536 Pentene
1.079 1.491 0.779 16.976 Hexéne
0.127 0.409 3.070 5.665 1,3-butadiéne
Alcools
0.081 0.753 7.239 5.114 butanol
5.531 6.459 3.727 2.403 2-methyle-1-propanol
14.217 18.892 8.067 8.654 2-methyle-2-propanol
8.587 6.636 0.940 14.705 2butanol
aromatiques
2.558 2.466 0.136 0.563 Benzéne
28.470 0.107 18.349 1.680 Toluéne
0.259 1.672 0.867 2.705 chlorobenzéne
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47.604 | 21.285 | 84.066 | 54334 | P-dichlorobenzéne
Acide carboxyligue aromatique
50.72039 | 1.484 8.824 1.541 Acide benzoique
11.757 4.678 5.395 6.349 Erreur Moyenne

5.6.2 Application de la stratégie de conception de nouveaux fluides
La stratégie de conception moléculaire décrite ci-dessus a été testée pour I’ensemble
de groupes fonctionnels montrés par le tableau suivant. Le choix de ces groupes a été guidé

par le fait qu’ils sont assez courants et présents dans un trés grand nombre de composés.

Tableau 5.24: Ensemble de groupements fonctionnels sélectionnés.
|=C= |CH< |[CH, |CH3 |OH |COOH [CHO [F|CN|[=0[-NH [S | CI]|

Des combinaisons de ces groupes selon les lois de la chimie ont donné un bon nombre
de composés candidats pour étre testés comme fluides supercritiques. Ces derniers sont

montrés dans le tableau suivant :

Tableau 5.25: Combinaisons des groupes sélectionnés.

Groupes constituants Composé
(CHs)-- N= (nonring) -CH= CHsNCHF
-CH,-; -CH<; -OH; -F F-CH,CH-(OH),
-CHy-; -CH=; -OH; CHO CHO-CH,CH,CH=CHOH
-CHy-; -COOH; -OH OH-CH,-COOH
-CHs-; -CH.<; -CH<; -NH; =C=; = CO=CH-NH-NH-CH,CH3
-CH;-; -CHO; -CN CHO-CH-CH2-CN
-F; =N-; =0 F-N=0
-F; =N-; =0 NF.-OF
CH=; -C=; -0-; -F CHCOF
>C<; -F; -O-; -N< CF3-O-NF-CFs
-CHs; -CH»-; -F; -N< CH3NFCHF
CHZ:; = CH.,=0
CH=;-Cs;-F F-CCH
-O-; -F F-O-F
-NH<; -F NHF;
=C=; =0; -N=; -F FNCO
-CHgz; >C<; -F CH3CF,CH3
-CHs; =C<; =CH-; -F; -S- CF,CHSCHs3
>C<; CHy=; -N=; -F CH:NCF;
>CH-; >C<; -O-; -F; -Cl CHF,OCCLF;

Les propriétés nécessaires au calcul de solubilité dans les composés générés par

combinaison de groupes sont montrées comme suit :
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Tableau 5.26 : Estimation des propriétés critiques des nouveaux fluides congus par les

méthodes de Joback Et Constantinou).

T (A T(a
4 Tbj . The Tec Pc

Compose (Joback) ( J(;rt:’; gk) (Const) ( Jgg;gk) (Const) | (bar) Ve
CH3NCHF 321.31 | 504.006 / / / 41.091 | 155.5
FCH,CH(OH). 581.12 | 773.148 / / / 68.755 | 261.5
CHOCH,CH,CHCHOH | 459.00 | 635.189 / / / 47.694 | 331.5
OHCH,COOH 483.05 | 670.476 / / / 66.209 | 190.5
COCHNHNHCH,CH3 385.61 | 561.539 / / / 55.278 | 326.5
CHOCH.CH.CN 441.86 | 641.106 / / / 41.463 | 302.5
FNO 262.27 | 415.953 / / / 60.939 | 80.5
CO(NQO), 403.15 | 589.698 / / / 60.373 | 151.5
CHCOF 257.17 | 418,573 / / / 57.045 | 1455
NF,OF 232.27 | 360.575 / / / 53.124 | 1255
FCOONF; 290.95 | 434.775 / / / 47.826 | 189.5
CF3ONFCF; 268.65 | 389.994 / / / 34.359 | 287.5
CHs;0CHO 316.44 | 490.104 / / / 54.626 | 182.5
CH3NFCH,F 256.34 | 395.355 / / / 44.326 | 201.5
CH-0O 205.88 | 338.591 / / / 71.214 | 109.5
CHOCI 308.57 | 491.069 / / / 61.322 | 157.5
F-CCH 234.75 | 391.905 / / / 58.539 | 127.5
OF; 220.56 | 355.676 / / / 56.960 | 89.5
FOCHO 292.83 | 455.293 / / / 58.990 | 1445
FOCOF 297.31 | 455.734 / / / 54.225 | 151.5
NHF; 248.31 | 393.382 / / / 59.629 | 106.5
FNCO 288.42 | 455.809 / / / 60.561 | 116.5
CH3CF,CHs 263.55 | 414.490 | 178.082 | 280.073 | 293.334 | 40.210 | 228.5
CH:NCF; 309.14 | 473.985 | 187.668 | 287.741 | 374.453 | 37.135 | 181.5
CHF,OCCLF; 298.62 | 448.045 | 332.476 | 498.840 | 464.132 | 38.245 | 269.5
CF,CHSCHj3 339.6 523.305 | 292.399 | 450.750 / 43.169 | 274.5
CH2NCCICF2 347.3 532.892 / / / 37.499 | 212.5
CHsCCIF; 278.1 439.499 | 210.827 | 333.184 | 339.104 | 43.396 | 221.5
CH;CI 259.51 | 428.093 / / / 54,788 | 140.5
CH.CIF 259.18 | 417.062 / / / 51.313 | 158.5
CHyF 221.02 | 355.353 | 220.292 | 354.183 | 355.353 | 50.730 | 127.5
CHF3 219.85 | 349.250 | 263.331 | 418.324 | 392.249 | 48.158 | 139.5
CHsF 221.75 | 364.910 | 130.899 | 215.407 | 213.716 | 54.145 | 109.5
CF4 216.33 | 342.999 | 169.865 | 269.328 | 253.065 | 45.964 | 152.5
CI-F 236.3 390.891 / / / 59.172 | 102.5
CHCIF, 258.01 | 410.210 | 227.668 | 361.969 / 48.697 | 170.5
CH.CHF 241.31 | 391.217 | 209.739 | 340.034 | 340.241 | 50.086 | 146.5
CO=CH3 232.03 | 380.116 | 277.954 | 455.352 | 483.263 | 70.735 | 145.5
CO=NF 288.42 | 455.809 / / / 60.561 | 116.5
COFCH=CH; 318.06 | 489.404 / / / 47.826 | 208.5
NCIF; 248.01 | 394.039 / / / 55.114 | 138.5
CHO-S-F 339.19 | 530.764 / / / 62.196 | 180.5
FSH 261.73 | 438.041 / / / 69.560 | 107.5
SF; 266.92 | 433.492 / / / 59.999 | 125.5
CINO 300.43 | 476.866 / / / 61.708 | 111.5
NHO 237.87 | 380.989 / / / 91.049 | 88.5
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CHCF 270.41 | 429.984 / / / 60.561 | 126.5
CO=CO 229.5 | 372.883 / / / 100.00 | 161.5
CHsNF; 233.46 | 369.102 | 292.341 | 462.193 | 430.071 | 50.586 | 145.5

COF; 274.89 | 430.545 / / / 55.608 | 133.5

CH2N(CF2CH3)CHs 298.17 | 448.364 / / / 37.592 | 293.5
CF3CF.CHs 258.13 | 392.769 | 209.600 | 318.926 | 319.590 | 34.889 | 271.5
CH2NCF.CH3 332.75 | 508.295 | 204.338 | 312.138 | 394.480 | 34.930 | 219.5
CF3s-CCIF; 272.68 | 416.740 | 237.975 | 363.699 | 359.793 | 37.454 | 264.5
CHs-CF; 239.94 | 378.885 | 159.018 | 251.105 | 258.022
CF3-CFs 234.52 | 358.155 | 193.372 | 295.310 | 289.898
CH3CH:CFs 263.07 | 405.274 | 231.205 | 356.176 | 368.492

a utilisant I’équation de Constantinou ; ? utilisant I’équation de Joback

Dans ce tableau, deux méthodes différentes sont utilisées, la premiére est la méthode
Joback, qui dépend de la température d'ébullition, et la seconde est la méthode Constantinou

qui ne dépend pas de la température d'ébullition.

D'apres les résultats obtenus, il apparait que la température d'ébullition a un effet
significatif sur la fiabilité des résultats de la température critique, de sorte que lors de
I'utilisation de la température d'ébullition calculée par la méthode de Constantinou au lieu
de Joback, dans la corrélation de la température d'ébullition, les résultats obtenus étaient
proches de celles calculées par la méthode de Constantinou. Cela indique que la méthode
Constantinou pour le calcul de la température d'ébullition est plus fiable que la méthode
Joback.

L’organigramme de calcul de la solubilité¢ d’un soluté dans un fluide supercritique

est montré par la (figure 5.29) ci-dessous.

Afin de comparer la solubilité de certains composés dans des candidats générés par
combinaison des groupes choisis, cing ont été retenus sur la base de leurs propriétes critiques
pas assez elevées, similairement au CO». Les solutés sont le Climbazole, I’Irgacure et le
Triclocarbon et dont le choix est justifié par la disponibilité dans la littérature des résultats
des valeurs de solubilités dans le CO- supercritique a différentes température [51].
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Figure 5.29 : Organigramme de calcul de la solubilité dans un fluide supercritique.

Les résultats concernant les solubilités des différents solutés retenus dans les

différents fluides et CO; a 1’état supercritique sont montrés dans le tableau (5.27) suivant:
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Tableau 5.27: Solubilité des solutés considérés dans les fluides supercritiques générés par la méthode de

conception moléculaire.
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Comparaison de la solubilité de I’'Irgacure 2959 dans le CO; et dans différents fluides

Les figures ci-dessus montrent clairement que les solubilités du Climbazole dans les
fluides a 1I’état supercritique générés par la méthode de conception est généralement bien
supeérieure a celles dans le CO: supercritique. A titre d’exemple les solubilités dans les
fluides CF3CFz et CH2NCF3z a 1’état supercritique sont supérieures a celles dans CO:
supercritique dans tout I’intervalle de pression et a toutes les températures considérées,
contrairement aux cas des autres fluides CF4 et CH3CF3 ou les solubilités dans CO2
supercritique sont légérement supérieures pour les pressions comprises entre 100 et 200 bar
et ce aux températures 308.2, 313.2 et 318.2K. A la température la plus élevée de 323.2K,
les solubilités dans le CO2 supercritique sont inférieures dans les fluides générés, d’ou
I’importance des valeurs des paramétres opératoires sur le critére de performance sur lequel

est basé la conception moléculaire et qui est la solubilité dans le présent travail.

Les solubilités de I’Irgacure 2959 dans les fluides supercritiques générés ont montré
une évolution similaire a celle du Climbazole mais elles sont toutes supérieures a celles dans
le CO: supercritique. Cependant contrairement au Climbazole et a 1’Irgacure 2959, les

solubilités du Triclorocarbon dans les fluides a I’état supercritique générés par la méthode
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de conception moléculaire proposee, sont pratiquement toutes inférieures a celles dans le
CO2 supercritique, d’ou la recherche d’autres combinaisons de groupements fonctionnels

plus performants.

En conclusion les résultats obtenus pour le test de la méthode de conception
moléculaire de nouveaux fluides supercritiques, se basant sur la solubilité comme critere de
performance, peuvent étre considérés comme encourageants. Ceci peut étre vu comme un
facteur stimulant le développement de cette approche qui pourrait aboutir a un outil
numeérique trés important permettant a priori de cibler des extraits de composition sur mesure

selon des applications bien spécifiques.

5.7 Optimisation du procédé d’extraction par CO: par rapport a la composition de
I’extrait

Dans cette deuxiéme partie de ce chapitre, une autre approche est proposée
concernant I’optimisation du procédé d’extraction par CO> supercritique, non pas par rapport
aux parametres opératoires, mais plutot par rapport a la composition de 1’extrait. En d’autres
termes 1’objectif est d’essayer d’atteindre une extraction sur mesure par rapport a I’objectif
fixé. Ceci sera assez utile surtout lorsque des activités biologiques données sont ciblées, car
ces derniéres sont directement liées a un ou plusieurs constituants de I’extrait, comme a titre

d’exemple la composition en polyphénols pour I’activité oxydante.

Le principe est basé sur le calcul de la solubilité de chaque constituant dans 1’extrait,
a différentes conditions opératoires surtout de température, de pression et de taille des
particules. Ceci permettra la détermination des parametres opératoires donnant une solubilité

¢levée, moyenne ou faible du constituant de 1’extrait considéré, et ce selon I’objectif assigné.

La stratégie d’optimisation proposée est donc testée pour les cas des plantes
considérées Peganum harmala et Plantago ovata, comme montré dans la section suivante,
par rapport a quatre constituants communs tels que : Hexadecanoic acid, methyl ester, n-
Propyle 9,12-octadécadienoate, 9-Octadecenoic acid, methyl ester et Methyl stearate:

5.7.1 Optimisation de la composition des extraits du Peganum harmala et du Plantago

ovata

Comme mentionné ci-dessus, le critére de performance pour 1’optimisation de la
composition des extraits est la solubilité qui est un parameétre clé dans le procédé d’extraction par

CO; supercritique. Son calcul a été déja été décrit dans les sections précédentes.
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5.7.1a Calcul les propriétés critiques et physiques

Comme précédemment, les propriétés physiques sont calculées par le biais des

méthodes de contribution de groupes décrites auparavant d’ou a priori un découpage de la

molécule de chaque constituant en groupements fonctionnels pour avoir le nombre

correspondant a chaque type, comme montré dans le tableau suivant :

Tableau 5.28: Décomposition des composés purs constituant I’huile de Peganum harmala

et Plantago ovata.

Constituant

Acide hexadécanoique, ester
méthylique (C17H3402)

n-Propyl 9,12-
octadecadienoate
(C21H3802)

Acide 9-octadécenoique,

ester méthylique, (E)-
(C19H3602)

Methyl stéarate
(C19H3802)

-CH3 -CH2 -CH= -COO-
S =] S S
S S S S
o & o o S o o & o o 5 o
o = o o =92 | o = 2 o = 2
§ 28 § 28 § 2g § 3¢ z
2 & 2 & 2| E® 2 Eo°
S & S S
(@] O (@] O
Th 23.58 22.88 24.96 81.10 448.58
Tc 2 0.0141 14 0.0189 . 0.0129 1 0.0481 | 0.3409
Pc -0.0012 0 -0.0006 0.0005 | -1.9e-3
Tb 23.58 22.88 24.96 81.10 548.42
Tc 2 -0.0012 14 0.0189 4 0.0129 1 | 0.0481 | 0.3925
Pc -0.0012 0 -0.0006 0.0005 | -4.3e-3
Tb 23.58 22.88 24.96 81.10 498.5
Tc 2 0.0141 14 0.0189 5 0.0129 1 | 0.0481 | 0.3667
Pc -0.0012 0 -0.0006 0.0005 | -3.1e-3
Th 23.58 22.88 24.96 81.10 494 .34
Tc 2 0.0141 16 0.0189 . 0.0129 1 | 0.0481 | 0.3787
Pc -0.0012 0 -0.0006 0.0005 | -1.9e-3

Les valeurs calculées des propriétés critiques et physiques sont montrées dans les
tableaux (5.29 & 30) suivants :

Tableau 5.29: Propriétés critiques des composés purs constituant I’huile de Peganum

harmala et Plantago ovata utilisant la méthode de Joback.

Constituant Tb (K) | Tc (K) (bPa::r)
Acide hexadécanoique, ester méthylique (C17H3405) 646.78 | 811.767 | 12.354
n-Propyl 9,12-octadecadienoate
(CaiH3:02) 746.62 | 923.227 | 10.24
Acide 9-octadécénoique, ester méthylique, (E)- 696.7 | 867.193 | 11.223
(C19H3605) ' ' '
Methyl stearate
(CroH302) 692.54 | 859.197 | 10.842
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Peganum harmala

(60 “c., 200 bar, 50 g/min)

n-Propyl 9,12-octadecadienoat
Formule brute (CHzg0,): Solubilité : 24.33%
(40°¢ 200 bar, 50 g/min)

Acide hexadécanoique, ester méthylique
Formule brute (C;5H3405); Solubilité: 15.05%
(50 °c 300 bar, 50 g/min)

1-Hexacosanol

Hexadéc-9-encatede méthyle (55 °c, 300 bar, 50 g/min)
Formule brute (C;;H5,0,); Solubilité: 13.89%

(55 °c, 300 bar, 50 g/min)

Palmitate de giyciayle Acide 9-octadécénoique (Z)-, ester

Formule brute (C19H3603) : Solubilité: 0.69% (F;S““,C“lzg‘g‘;;(%“?:fﬁ;) ; Solubili
(55 ¢, 300 bar, 50 g/min) : 20

=

Acide 9,12-octadécadiénoigue (Z,Z), ester méthylique
Formule brute (C19H3402) ; Solubilité: 32,22%

(55 °c. 200 bar, 50 g/min)

4.23%

Glycérine
Formule brute (G305 ; Solubilité: 0,38%

~(55 ", 200 bar, 50 g/min)
-

A ..‘/ T Acétate de linoléyle
Acide eicosanofque, ester méthylique Formule brute (C20H3602) ; Solubilité: 1,16%
Formmule brute (C21H4002) ; Solubilité: 2,78% (45 ¢ 100 bar, 50 g/min)

(45 °c. 100 bar, 50 g/min)
P ~ o Acide oxalique, ester cyclohexylméthyltridécylique
12:g;:s;:;ﬂf:;;%‘:‘;g;“zs:g‘;:: 5270, Formule brute (C22H4004) : Solubilits: 2.99% (55 °c, 300 bar, 50 g/min)
1327% 40!
45 °c, 100 bar, 50 g/min) ’ (45", 300 bar, 50 g/min) /

(40 °c , 200 bar, 50 g/min)

Campestérol

Squalene
ormule brute (CsoHso) ; Solubilité - 1,3;‘{
45 °c, 100 bar, 50 g/min)

Stigmastérol
ormule brute (CooH,50); Solubilité : 0,33%
°c, 100 bar, 50 g/min)

Acide 9-octadécénoique, ester méthylique, (E)-
Formule brute (C,5E350,); Solubilité: 24.56%

Stéarate de méthyle
Formule brute (C;5Hzg05); Solubilité: 10,78%
(50°c. 300 bar, 50 g/min)

Formule brute (C,5H5,0); Solubilité: 2,84%
Delta. Tocophérol

Formule brute (Cy7H450,); Solubilité:
(45°c, 100 bar, 50 g/min)

‘oxiranylméthyle g

3-n-butylthiophene-1.1-dioxyde
Formule brute () ; Solubilité : 5.07%

Formule brute (CsHagO) ; Solubilité - 2,26%

g

gamma-Sitostérol
ule brute (C29H500); Solubilité: 1,§]
100 bar, 50 g/min)

P%

Figure 5.30: Profil d'acides gras des graines de Peganum harmala analysées par GC-MS

représenté par une carte.

Plantago ovaita

Acide 9.

ester

(60 °c, 200 bar, 50 g/min)

n-Propyl 9,12-octadecadienoat
Formule brute (€;;H50,); Solubilité : 20,73%
(40 °c, 200 bar, 50 g/min)

Acide hexadécanoique, ester méthylique
Formule brute (C17H3,0,); Solubilité: 13,79%
(50 °c, 300 bar. 50 g/min)

L'acide oléique

Palmitate de glycidyle (50 °c, 300 bar, 50 g/min)
Formule brute (C19H3603) ; Solubilité: 0,94%
(50 °c, 200 bar, 50 g/min)

Acide 9,12 octadécadiénoiique (Z,Z), ester méthylique
Formule brute (C19H3402) ; Solubilité: 4,14%
(50 °c, 200 bar, 50 g/min)

g
Glycérine
Formule brute (CIH803) ; Solubilité: 0,22%
(50 °c, 200 bar, 50 g/min)

Linoléate d'isopropyle
Formule brute (C21H3802) ; Solubilité: 1,33%
(50 °c, 200 bar, 50 g/min)

(60 °c, 200 bar, 50 g/min)

~—_

Acide eicosanoique, ester méthylique
Formule brute (C21H4002) ; Solubilité: 2.41%
(50 "¢, 300 bar, 50 g/min)

20-méthylhénéicosanoate de méthyle
Formule brute (C23H4602) ; Solubilité: 0,65%
(60 °c, 200 bar, 50 g/min)
T Squaléene =/ /
Formule brute (CsoHso) ; Solubilité : 0,76% Tricyclo[20.8.0.0(7,16)]triacontane, 1(22),7(16)-diépoxy
(40°c, 200 bar, 50 g/min) Formule brute (C30Hs202) ; Solubilité : 0,64%
~ (40 °c, 200 bar, 50 g/min)
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Acide oxir:

Acétate de linoléyle
Formule brute (C20H3602) ; Solubilité: 6.23%
(50 °c, 200 bar, 50 g/min)

Acide oxalique, ester cyclohexylméthyltridécylique
Formule brute (C22H4004) ; Solubilité: 0.70%
(60 °c , 200 bar, 50 g/min)

Campestérol

q
22.26%

~. & Formule brute (C15Hz50:) : Solubilité:

Formule brute (C18H3402) ; Solubilité: 0,59%

f) Acide 9-octadécénoique (Z)-, ester d'oxiranylméthyle .
Formule brute (C21H3803) ; Solubilité: 5,04%

1octanoique, 3-octyl-, méth
Formule brute (C19H3603) : Solubilité : 5,07%
(40 "¢, 200 bar, 50 g/min)

> (E)-

- N

Stéarate de méthyle
Formule brute (C,5H350,); Solubilité: 10.16%
(50 "¢, 300 bar, 50 g/min)

Formylméthylide de diméthylsulfoxonium
Formule brute (C4H802S) ; Solubilité: 4,66%,
(60 °c , 239 bar, 50 g/min)

gamma-Sitostérol

Formule brute (C29H500); Solubilité: 2,53%

(60.°c , 200 bar, 50 g/min)
T

Formule brute (C25H,50) ; Solubilité : 0.49%
(40 °c, 200 bar, 50 g/min)
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Figure 5.31: Profil d'acides gras des graines de Plantago ovata analysees par GC-MS

représenté par une carte.

Tableau 5.30: Propriétés physiques des constituants purs constituant I’huile de Peganum

harmala et Plantago ovata.

_ Vs » Factgur
Constituant T (K) (cm¥mol) Psat (bar) acen;tnrlque
308 292.465 7.016582E-09
313 293.603 1.378940E-08
Acide hexadécanoique, ester 318 294.753 2.640930E-08 0.9243
méthylique (C17H3405) 323 295.916 4.935371E-08 '
328 297.093 9.010565E-08
333 298.283 1.608970E-07
308 390.317 1.471074E-11
n-Propyl 9,12- 313 391.584 3.302419E-11
octadecadie}loate 318 392.863 7.194245E-11 0.924
(CatHsO5) 323 394.154 1.523100E-10
328 395.457 3.138054E-10
333 396.772 6.300063E-10
308 336.733 2.975530E-10
313 337.928 6.274437E-10
Acide 9-octadécénoique, ester 318 339.135 1.286433E-09 0.932
méthylique, (E)-(CigHz60>) 323 340.354 2.568028E-09 '
328 341.585 4.997798E-09
333 342.829 9.494031E-09
308 344.436 4.028225E-10
313 345.676 8.439707E-10
Methyl stearate 318 346.929 1.719580E-09 0.938
(C19H302) 323 348.195 3.411889E-09 '
328 349.474 6.600954E-09
333 350.766 1.246756E-08

5.7.2 Calcul du parameétre d’interaction kijet des solubilités des différents constituants
considérés dans les extraits issus des deux plantes

5.7.2a Calcul du parameétre d’interaction kij par optimisation

Le parametre d’interaction kja été calculé par le biais de la minimisation de la
fonction objectif F définie par 1’équation (5.9), utilisant la méthode Simplexe, et ce pour

chaque ligne de données :

F= lev(.Vexp - .VCalc)z (EQ-5-9)

AVEC V,yp €t Yeqc les solubilités expérimentales et calculées exprimées en fonction du

kijsujet a des ajustements.
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Une fois le kij déterminé, les solubilités peuvent étre aisément calculées et les

résultats sont montrés dans le tableau suivant:

Tableau 5.31: Parameétres d’interaction binaires et solubilités des composés purs constituant

I’huile de Peganum harmala.

Peganum harmala

T p

Solute 0 | (bar k;; Yerp(%) | Yearc(%) ki; = £(T)

Acide 35 200 1.337E-02 2.806E02 2.806E-02 ki = 7.912216 x 107*T?
hexadécanoique, 45 100 -6.648E-02 | 2.806E-02 2.806E-02 —5.035276
ester méthylique x 107IT

55 | 300 | 1.191E-02 | 2.708E-02 | 2.708E-02
(C17H3402) + 80.043820
n-Propyl 9,12- 35 | 200 | -1.743E-02 | 4.209E0-2 | 4.209E0-2 | k;, = 1.034554 x 10~°T7
octadecadiencate | 45 | 100 | “L-234E-01 | 4041F0-2 | 4.041E0-2 — 6.585397
(C21H3802) X 1071 x T
55 | 300 | “2-249E-02 | 347802 | 3.678E0-2 +104.674
Acide 9- 35 | 200 | "9-658E-03 | 4616E0-2 | 4.616E0-2 ky
octadécenoique, | o 150 [ L2101 | 4 456E0-2 | 4.456E02 | = 7316945 x 107°72
ester methylique, — 4.608139 x 1072T + 7.242414
(E)-(CiHs602) | 55 | 300 | "1-318E-02 | 3999r02 | 3.999E0-2
35 | 200 | O97EO 171302 | 1713E02 |
Methy! stéarate -8.156E-02 = 8.865356 X 107*T?
45 | 100 1.752E0-2 | 1.752E0-2 :
(C19H3802) —5.642868 x 107T + 89.711
55 | 300 | °-252E-03 | 464002 | 1.640E0-2

Tableau 5.32: Parametres d’interaction binaires et solubilités des composés purs constituant

I’huile de Plantago ovata.

Plantago ovata
T | P
Solute ) | (oar k;; Yerp(%) | Yeare(%) kij = £(T)
Acide 40 | 200 | 1.644E-02 | 2.540E-02 | 2.540E-02
hexadécanoiqu 50 300 | 1.217E-02 | 2.402E-02 | 2.402E-02 kij = 5.87059 x 107572
e, ester — 3.778122
méthylique | 60 | 200 | 1.965E-02 | 1.866E-02 | 1.866E-02 X 1072T
(C17H340,) + 6.090754
n-Propyl 9,12 | 40 | 200 | LO27E02 1 5 g76E02 | 2876E02 | kij =3.507309 x 107°T*
i — 2.350407
OCt?gzefﬁig‘Sate 50 | 300 | “2214E-02 | 345002 | 3.450E-02 x 1072 X T
60 | 200 | “2700E02 | 43176602 | 4.176E-02 +3.910658
Ad‘fid,e o 40 | 200 | 1.762E-03 | 3135F.02 | 3.135E-02 kij
octadécénoique =2.99824 x 1075T?
-1.262E-02 :
ester 50 | 300 3.762E-02 | 3.762E-02 2016352 x 10-2T
méthylique, -1.748E-02 + 3.372282
(E)(CasH0) | 90 | 200 4.083E-02 | 4.083E-02
Methyl stéarate | 40 | 200 | 1-854E-02 | 1155 02 | 1.155E-02

[143]




Chapitre V : Résultats et discussions

(C19H3802) 50 | 300 | 3287E-03 | 1642E-02 | 1.642E-02 kij
= 2.113629 x 1074T?2

—1.360155 x 107'T
+21.88491

60 | 200 | 3031E-02 | 713303 | 7.133E-03

Il peut étre constaté que la concordance entre les valeurs expérimentales et calculées,

pour les deux plantes, est parfaite d’ou la fiabilité¢ de la méthode de minimisation Simplexe.

Les valeurs de kij obtenues dans I’intervalle de température considéré peuvent étre
exploitées en les calant sur un polynéme du deuxiéme degré en termes de la température
pour obtenir la fonction ki; = f(T), ce qui permettra de calculer les solubilités du constituant
correspondant a différentes conditions opératoires dans I’intervalle considéré, d’ou une

optimisation selon les objectifs visés.

A titre d’exemple pour les extraits issus de Peganum harmala montré dans le tableau
5.28 et supposant que la pression est de 300 bar et que I’objectif ciblé nécessite plutdt une
faible présence du methyl stéarate. Dans ce cas d’apres les résultats il faut opérer a 55°C. La
disponibilité du kij a toute température dans I’intervalle fixé, permet de faire un balayage de
ce dernier avec des pas de températures méme assez réduits, ce qui permettra de localiser la

solubilité du methyl stéarate la plus faible, en faveur de 1’objectif assigné.

Par conséquent I’approche proposée mérite d’étre encouragée et pourrait constituer
un outil trés important permettant aussi d’envisager des extractions sur mesure pour des

applications bien définies.
5.7.2b Calcul du paramétre d’interaction Kij a partir de la méthode de Jaubert

Alternativement le paramétre d’interaction kij peut étre calculé selon une approche
de contribution de groupes congue pour 1’équation d’état de Peng-Robinson et qui est

exprimée comme suit:

Bl a;(T)
1N N 298.15. | 7771 Jai(T) J
—5 Ty Loy (i—aji) (au—aj) A (= )(“”" )—(b;i—T)z

/ Eq.5.10
ai(T)a]-(T) ( q )
2y

bibj

ki;(T) =

Avec T est la temperature, a; et bj calculés par les équations (5.10a & b) et Ng est le nombre
de groupes définis par la méthode, k et | sont deux groupes différents. aix représente la
fraction de molécule i occupée par le groupe k, Aw et Bu représentent les parameétres
d’interaction de groupes ou encore parametres de contribution de groupes et ajustés sur les

données expérimentales d’équilibre liquide vapeur de la littérature.
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La contrainte majeure pour cette approche est une disponibilité de paramétres
d’interaction Ak et By, trés réduite, concernant certains groupes seulement, ce qui en fait du
développement de la matrice de parametres d’interaction, une perspective. Cependant afin
de tester cette approche, I’ensemble de groupements fonctionnels : CHz C, CHaro, Caro, Cl €t
O, figurent sur la matrice des parametres d’interaction et donc sont disponibles d’ou la
sélection de cet ensemble pour générer par le biais de combinaisons un nombre de composés
dont certains ont été considérés comme solvants et d’autres comme solutés, comme montré

par les tableaux suivants:

Tableau 5.33: Composés sélectionnés comme solvants et leurs propriétés physiques.

Solvants | Th (K) | Tc(K) | Pc (bar) |
CoHs | 184.40 | 305.40 | 48.80 | 0.096
CoHs | 169.10 | 282.30 | 50.40 | 0.084
CoH> | 188.30 | 308.20 | 61.38 | 0.192
CsHs | 230.90 | 369.80 | 42.50 | 0.153
CsHs | 225.31 | 364.75 | 45.94 | 0.143
CCl; | 368.97 | 586.95 | 48.02 |0.210
CO2 194,54 | 304.15| 73.8 |0.229

CCIO | 351.21 | 550.95| 56.95 |0.313
CHsSH | 285.34 | 475.32 | 64.00 | 0.151
C.0, | 229.50 | 372.88 | 100.00 | 0.352
COCCI | 314.25 | 506.69 | 64.20 | 0.252
C2Cls | 399.00 | 620.69 | 46.66 | 0.280

Tableau 5.34: Composés sélectionnés comme solutés et leurs propriétés physiques.

Méthode Joback Constantinou
Soluté Tb (K) | Te (K) (E;’r) o | T | TeK) (;’acr) ®
Styréne 406 | 62042 | 3843 | 0282 | 42639 | 660.41 | 38.10 | 0.229
Naphtalene 474.06 | 71177 | 38.96 | 0.359 | 484.16 | 739.01 | 38.10 | 0323
Triphénylmethane | 713.92 | 982.43 | 24.005 | 0.645 | 601.10 | 826.27 | 21.97 | 0.564
Anthracene 58954 | 843.46 | 3243 | 0519 | 564.01 | 826,54 | 30.85 | 0.376

Afin d’éviter une discontinuité importante dans le texte, il a été jugé pratique de ne
présenter que deux échantillons de résultats concernant les solubilités de deux solutés tels
que le naphtaléne et I’anthracéne dans différents solvants tels que CO2, C202, CH3SH et
COCCI; a I’état supercritique, comme montré par les tableaux (5.35& 5.36). Tous les autres

résultats sont insérés en annexe.

Tableau 5.35: La solubilit¢ du Naphtalene dans CO2, C202, CH3SH et COCCI2

supercritiques.

Soluté Naphtaléne
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Solvant CO2 C202 CH3SH COCCI2
T(°C) 380 480 510 380 480 480 510
kij 0.114 0.118 0.120 0.0333 0.0712 0.0101 0.096
P (Bar) Solubilité Solubilité Solubilité

100 0.0038250 | 0.0315690 | 0.0558758 | 0.9398570 | 0.0461546 | Insoluble | Insoluble
110 0.0045415 | 0.0328227 | 0.0574787 | 0.9389696 | 0.0521132

120 0.0054396 | 0.0346531 | 0.0597087 | 0.9381124 | 0.0606017

130 0.0065554 | 0.0367029 | 0.0630345 | 0.9372896 | 0.0778913

140 0.0079277 0.0668379 | 0.9365014

150 0.0098897 0.0720509 | 0.9357452

160 0.0121305 0.0782560 | 0.9350176

170 0.0148795 0.0878034 | 0.9343263

180 0.0188910 0.1023431 | 0.9336587

190 0.0242274 0.9330259

200 0.0327878 0.9324211

Tableau 5.36 : La solubilité de I’anthracéne dans CO2, C20,, CH3SH et COCCI; supercritiques.

Soluté Anthracene

Solvant CO2 C.02 CHsSH COCClI;

T (°C) 380 480 510 380 480 480 510
Kij 0.114 0.122 0.125 0.0204 0.0880 0.00476 0.125

P (Bar) Solubilité Solubilité Solubilité Solubilité
100 0.0003505 0.0051211 0.0100398 0.0046446 0.0074553 | 0.9297230 0.9524363
110 0.0004439 0.0054025 0.0103558 0.7977752 0.0082813 | 0.9260430 0.9491363
120 0.0005639 0.0057341 0.0107517 0.7926092 0.0092832 | 0.9224240 0.9459074
130 0.0007161 0.0061144 0.0113344 0.7874776 0.0106589 | 0.9188687 0.9427448
140 0.0009055 | 0.0065434 0.0119044 0.7824200 0.0122149 | 0.9153761 | 0.9396498
150 0.0011855 | 0.0070211 0.0125492 0.7774129 0.0141250 | 0.9119433 | 0.9366202
160 0.0014918 | 0.0075485 0.0132691 0.7724570 0.0164868 | 0.9085698 | 0.9336500
170 0.0018580 | 0.0081267 0.0140657 0.7675547 0.0198844 | 0.9052526 | 0.9307448
180 0.0022869 | 0.0087567 0.0149415 0.7627054 0.0240839 | 0.9019889 | 0.9278985
190 0.0027784 | 0.0096171 0.0158997 0.7579045 0.0316810 | 0.8987828 | 0.9251115
200 0.0033306 0.0104107 0.0169443 0.7531539 0.8946093 | 0.8956305 0.9223800
210 0.0039395 | 0.0112749 0.0180794 0.7484537 0.8914804 | 0.8925278 | 0.9197052
220 0.0045996 0.0122137 0.0193103 0.7438002 0.8883473 | 0.8894772 0.9170835
230 0.0053045 0.0132315 0.0209927 0.7391969 0.8853059 | 0.8864751 0.9145185
240 0.0063060 0.0143329 0.0225507 0.7346407 0.8823106 | 0.8835235 0.9120026
250 0.0071712 | 0.0155223 0.0242574 0.7301273 0.8793457 | 0.8806180 | 0.9095377
260 0.0080795 | 0.0171289 0.0261283 0.7256629 0.8764350 | 0.8777612 | 0.9071233
270 0.0090251 | 0.0186259 0.0286574 0.7212399 0.8735515 | 0.8749471 | 0.9047576
280 0.0100025 | 0.0202608 0.0311120 0.7168613 0.8707355 | 0.8721790 | 0.9024414
290 0.0110063 | 0.0220472 0.0338662 0.7125276 0.8679581 | 0.8694547 | 0.9001694
300 0.0124790 | 0.0244867 0.0377610 0.7082358 0.8652217 | 0.8667719 | 0.8979446
310 0.0136380 0.0268282 0.0424910 0.7039879 0.8624916 | 0.8641305 0.8957634
320 0.0148269 0.0294451 0.0494383 0.6997786 0.8598482 | 0.8615338 0.8936275
330 0.0160417 0.0332347 0.8920128 0.6956099 0.8572406 | 0.8589722 0.8915341
340 0.0178256 0.0378835 0.8899902 0.6914821 0.8546672 | 0.8564533 0.8894834

Les résultats obtenus montrent que dans I’intervalle de pression allant de 100 a 200

bar, a la température de 380°C, la solubilité du Naphtaléne dans le C,Osupercritique est

nettement meilleure, méme incomparable avec celle dans le CO; supercritique qui est le

fluide classique le plus souvent utilisé.
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Chapitre V : Résultats et discussions

Les résultats obtenus concernant 1’anthracéne montrent de trés grandes différences dans les
solubilités obtenues par le biais des fluides supercritiques issus des différentes combinaisons
des groupes sélectionnés, comparativement aux valeurs de solubilité dans le CO:
supercritique. Par conséquent 1’utilité et méme la nécessité d’avoir ce genre d’outils pour
pouvoir identifier de nouveaux fluides utilisés comme solvants dans [’extraction
supercritique et plus performants que le CO; a I’état supercritique dans des intervalles surtout
de pression et de température bien précis, est un facteur trés motivant et encourageant
méritant d’étre développé dans une large mesure. Cependant il faut noter que la sélection
finale d’un fluide dépend aussi d’autres facteurs qui peuvent étre d’ordre économique,

environmental ou autres.
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Conclusion générale

Conclusion générale

La stratégie de conception de nouveaux fluides a été baseé sur le concept de
contribution de groupes ce qui a permis de calculer toutes les propriétés physiques
nécessaires pour le calcul du parameétre clé qui est la solubilité du soluté dans le solvant
supercritique candidat et la résolution et la quantification de probleme combinatoire de

groupements fonctionnels sélectionnés au préalable.

La solubilité des composés considérés dans le fluide supercritique a été déterminée
a l'aide d'un modele thermodynamique basé sur le calcul d’un équilibre de phases a haute
pression, donc faisant intervenir une équation d’état couplée a une régle de mélange.
L'équation cubique de Peng-Robinson et la regle de mélange de van der Waals ont €té utilisée
de par leur fiabilité montrée dans la grande majorité des travaux menés et décrits dans la

littérature.

Le probléeme de la non disponibilité du parameétre d'interaction binaire kij dans
certains cas, a été résolu par optimisation par le biais de la méthode Simplex, dans laquelle
des correélations polynomiales prédictives ont été obtenues dans les intervalles considérés de

température.

Finalement la méthode a bien permis d’identifier certains fluides tels que CFg,
CF3CF3, CF3CHs, CH2NH:z et qui ont été testés comme solvant a 1’état supercritique en
calculant la solubilité de solutés donnés dont les résultats dans le CO2 sont disponibles dans
la littérature afin de pouvoir comparer les deux solvants critiques (nouveaux fluides et CO>).
Les résultats obtenus en considérant trois solutés (Climbazole, Irgacure et Triclocarbon) dont
les solubilités dans CO> supercritique sont rapportées dans la littérature, ont montré de nettes
différences en faveur des fluides issus de la méthode de conception moléculaire, ce qui est

trés encourageant pour développer encore plus cette stratégie.

Les résultats expérimentaux obtenus dans le cadre de cette étude permettent de
conclure que les deux plantes naturelles locales considérées, en 1’occurrence Peganum
harmala et Plantago ovata ont montré un potentiel important en tant que sources trés

abondantes de molécules bioactives a grande valeur thérapeutique.
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Conclusion générale

La méthode d'optimisation utilisant Box Benkhen en multi-réponse a été utilisée pour
les graines des deux Peganum harmala et Plantago ovata et a montré la capacité de
manipuler les conditions opératoires selon des objectifs bien ciblés, tels que des rendements

d’extraction significativement élevés.

Les résultats ont permis d'étudier les effets des conditions opératoires sur les
performances d'extraction de I'huile et la teneur en polyphénols des extraits sélectionnés, ce
qui a en effet permis de déterminer les conditions opératoires menant aux valeurs optimales
des rendements d’extraction pour chaque cas: une pression, température et taille de
particules de 300 bar, 328 K et 0.5 mm, respectivement pour les graines de Peganum
harmala et 239 bar, 333 K et 0.25 mm, respectivement pour les graines de Plantago ovata.
Ceci a permis de confirmer que généralement un effet significatif sur le rendement

d'extraction est observé de la part de la pression et de la taille de particule.

Concernant I'optimisation de la teneur en polyphénols et flavonoides, il a été observé
que des résultats optimaux étaient enregistrés a basse température et pression. Pour les
graines de Peganum harmala, les conditions sont: 0.9 mm, 308 K et 100 bar pour les
polyphénols, 170.7 bar pour les flavonoides. Pour les graines de Plantago ovata, les
conditions sont: 0.25 mm, 313 K et 100 bar pour les polyphénols, 0.75 mm, 219 K et 170.7

bar pour les flavonoides.

Les activités biologiques ont été évaluees sur les extraits de deux plantes, parmi
lesquelles I'activité antibactérienne et antifongique. A travers ce travail, I'impact sur la
qualité de I'huile extraite des conditions opératoires a été constaté avec des résultats variant
d'un extrait a l'autre. Les résultats obtenus a l'aide de I'extraction supercritique et ceux par
Soxhlet, ont été comparés, confirmant la contrainte due a I’utilisation de CO> supercritique
qui est un solvant non polaire, d’ou une affinité faible pour les composés polaires. Ceci
explique les déviations assez significatives entre les résultats obtenus par les deux méthodes,
ce qui se répercute sur les valeurs des rendements d’extraction et aussi les activités
biologiques. Ceci est un facteur motivant pour chercher des substituts au CO- ce qui conforte
I’initiative prise dans le cadre de ce travail pour la proposition d’une stratégie de conception
moléculaire et de test numériquement de nouveaux fluides a 1’état supercritique comme

agents d’extraction de substances bioactives a partir des plantes naturelles locales.
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Annexe A

Analyse par microscope electronique a balayage

Cas de peganum harmala

Peganum harmala d=0.25 mm (avant extraction)

4/6/2022 HvV det | mag HFW wWD spot 400 pm
11:45:57 AM | 7.00 kV [ LFD 200x |1.49 MM |10.5 mm| 3.5 CRAPC

[162]



Liste des annexes

4/6/2022
11:49:22 AM | 7.00kV |[LFD | 1 500 % [ 199 pm [10.5 mm | 3.5

4/6/2022
11:46:59 AM | 7.00 kV |[LFD |1 500 x [199 pm |10.5 mm | 3.5




Liste des annexes

4/6/2022 HV det |mag OO | HFW WD spot 30 um
11:49:50 AM | 7.00 KV [LFD [ 3000 x [99.5 um [10.6 mm CRAPC

[164]



Liste des annexes

4/6/2022
11:48:41 AM | 7.00KkV [LFD | 3000 x [99.5 um [10.5 mm| 3.5

4/6/2022
11:47:30 AM | 700 kV |LFD | 6 000 x |49.7 pm [10.5 mm| 3.5




Liste des annexes

4/6/2022
11:50:21 AM | 7.00 KV [LFD | 6 000 x [49.7 um |[10.6 mm | 3.5

Apres extraction

4/6/2022
11:52:52 AM | 7.00 kV | LFD 1.99 mMm|[10.3 mm| 3.5




Liste des annexes

4/6/2022
11:53:28 AM | 700 kV [LFD | 1 500 x | 199 um [10.5 mm | 3.5

4/6/2022
11:58:07 AM | 700 kV |[LFD | 1600 x | 186 pm ([10.1 mm | 3.5




Liste des annexes

4/6/2022 det |mag OO | HFW
12:06:42 PM | 7.00 kV |[LFD | 1 600 x [ 186 um [10.3 mm| 3.5

4/6/2022
12:00:21 PM | 7.00 kV [LFD | 3000 x [99.5 um [10.5 mm| 3.5




Liste des annexes

4/6/2022
11:54:29 AM | 7.00 kV |LFD | 6 000 x [49.7 um |10.5 mm| 3.5

4/6/2022
11:55:37 AM | 7.00 kV |LFD | 6 000 x |49.7 um|10.5 mm| 3.5




Liste des annexes

4/6/2022
12:00:59 PM | 7.00 KV [LFD | 6 000 x [49.7 um [10.5 mm| 3.5

4/6/2022 det |fmag O | HFW
12:04:04 PM | 7.00 kV |LFD | 6 000 x [49.7 pm|10.5 mm| 3.5




Liste des annexes

4/6/2022 det |mag OO | HFW
12:04:59 PM | 7.00 kV [LFD | 6 000 x [49.7 pm [10.5 mm | 3.5

4/6/2022
12:08:00 PM | 7.00 kV |[LFD | 6 000 x [49.7 um |[10.3 mm| 3.5




Liste des annexes

Cas de plantago ovata

Plantago ovata, 0.25 mm

4/6/2022 HV det | mag O HFW wD 500 pm
11:29:00 AM [10.00 KV |LFD | 180 x [1.66 mm|[10.4 mm CRAPC

4/6/2022 HV det | mag O HFW WD 500 pm
11:30:54 AM |10.00 kV|LFD | 200x [1.49 mm|10.5 mm CRAPC

[172]



Liste des annexes

4/6/2022
11:31:42 AM |10.00 kV|LFD | 3 000 x [99.5 um [10.4 mm| 3.5

<

4/6/2022
11:32:14 AM [10.00 KV |LFD | 6 000 x |49.7 um |10.4 mm | 3.5




Liste des annexes

41612022 HV |[det [mag O] HFW | WD e — s Y p—
11:33:12 AM |[10.00 kV|LFD | 1 500 x | 199 um [10.3 mm| 3.5 CRAPC
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4/6/2022
11:34:26 AM |10.00 kV|LFD | 3 000 x [99.5 um [10.2 mm| 3.5

4/6/2022
11:35:45 AM [10.00 kV|LFD | 3000 x [99.5 um |10.5 mm| 3.5

Plantago ovata 0.85 mm
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4/6/2022
11:37:11 AM |10.00 kV | LFD 2.49 mMm|[10.2 mm

4/6/2022
11:43:13 AM | 7.00 kV | LFD
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4/6/2022
11:43:51 AM | 7.00kV |LFD [ 1 500 x [ 199 pm |10.0 mm| 3.5

4/6/2022
11:39:04 AM [10.00 kV|LFD | 1 500 x | 199 um |10.3 mm| 3.5
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4/6/2022
11:44:21 AM | 7.00 kV |LFD | 3 000 x [99.5 um|10.0 mm| 3.5

4/6/2022
11:39:43 AM |[8.00kV |LFD | 3 000 x [99.5 um|[10.3 mm| 3.5
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4/6/2022
11:40:55 AM | 7.00 kV |LFD | 6 000 x [49.7 um |10.3 mm| 3.5

4/6/2022
11:41:57 AM | 7.00 kV |LFD | 3 000 x [99.5 um [10.1 mm | 3.5
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4/6/2022 HV det |mag OO | HFW WD spot 10 p
11:42:33 AM | 7.00 kV |[LFD | 6 000 x [49.7 pm |10.1 mm| 3.5
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Annexe B
Les différentes souches bactériennes et fongiques utilisées dans cette étude
B1. Les souches bactériennes utilisées :

B1.1 Staphylococcus aureus est une bactérie & Gram positif responsable de diverses infections
chez les humains, allant des infections cutanées mineures telles que les furoncles jusqu'a des

infections plus graves telles que les infections des voies respiratoires et les infections sanguines.

ATCC (American Type Culture Collection) est une organisation qui conserve et distribue des
cultures microbiennes pour la recherche scientifique. Le numéro 25923 est I'identifiant

spécifique attribué a la souche de Staphylococcus aureus conservée par ATCC.

B1.2 Bacillus subtilis (ATCC 6633) est une espece de bactérie a Gram positif appartenant au
genre Bacillus. Elle est largement étudiée et utilisée en raison de ses caractéristiques bénéfiques

et de sa capacité a produire des enzymes et des composés d'intérét industriel.

Bacillus subtilis est un organisme ubiquitaire, ce qui signifie qu'il peut étre trouvé dans différents
environnements tels que le sol, I'eau, I'air et méme le tractus gastro-intestinal des animaux. Il est
capable de survivre dans des conditions extrémes et de former des spores résistantes pour se

protéger de I'environnement hostile.

Elle est largement utilisée dans Il'industrie alimentaire et dans la production d'enzymes et
d'antibiotiques. En raison de sa capacité a secréter des enzymes, il est utilisé dans la production

d'amylases, de protéases et d'autres enzymes utilisées dans divers processus industriels.

Elle est considérée comme un organisme généralement sans danger. Il est utilisé en tant que

probiotique et est présent dans de nombreux produits alimentaires fermentes.

B1.3 Escherichia coli (E. coli) est une bactérie Gram-négative qui fait partie de la famille des
Enterobacteriaceae. Elle est souvent utilisée comme organisme modéle en microbiologie et en
génétique en raison de sa facilité de culture et de son génome bien caractérisé. La souche
spécifigue ATCC 25922 se réfere a une souche de référence d'E. coli conservée dans la

collection de I'American Type Culture Collection (ATCC).
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E. coli est une bactérie commensale normalement présente dans le tractus intestinal des humains
et des animaux. Certaines souches peuvent cependant étre pathogenes et causer des infections

gastro-intestinales.

B1.4 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) est une espece de bactérie a Gram négatif,
appartenant au genre Pseudomonas. Elle est largement répandue dans I'environnement et peut
étre trouvée dans le sol, I'eau et les surfaces humides. Pseudomonas aeruginosa est connue pour
sa résistance naturelle & de nombreux antibiotiques, ce qui en fait un pathogene opportuniste et

un probleme majeur dans les infections nosocomiales.

Cette bactérie possede une résistance intrinseque a de nombreux antibiotiques. Elle peut
également acquérir des résistances par des mécanismes de transfert de génes, ce qui la rend

difficile a traiter dans les infections.

Pseudomonas aeruginosa est un pathogene opportuniste majeur, principalement associé aux
infections nosocomiales, telles que les pneumonies nosocomiales, les infections des voies
urinaires, les infections des plaies et les infections sanguines chez les patients immunodéprimés

ou ayant des conditions médicales sous-jacentes.
B2. Les Champignons utilisées :

B2.1 Fusarium oxysporum est une espece de champignon filamentous appartenant au genre
Fusarium. Il est couramment présent dans le sol et peut causer diverses maladies chez les

plantes, y compris la pourriture des racines, la flétrissure vasculaire et la pourriture des tiges.

B2.2 Fusarium nivale est une espéce de champignon filamentous appartenant au genre
Fusarium. Il est connu pour étre un agent pathogene des plantes, en particulier des céréales telles
que le blé, I'orge et le seigle. Fusarium nivale peut provoquer une maladie connue sous le nom

de fusariose des céréales d'hiver, qui peut entrainer des pertes de récolte significatives.

B2.3 Fusarium proliferatum est une espece de champignon filamentous appartenant au genre
Fusarium. Il est considéré comme un pathogene phytopathogéne et peut également produire des

mycotoxines nocives pour les plantes et les animaux.

B2.4 Fusarium solani est une espéce de champignon filamentous appartenant au genre

Fusarium. Il est largement répandu dans le sol et peut causer des maladies chez diverses plantes,
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y compris les cultures agricoles, les plantes ornementales et les arbres. Fusarium solani est un
pathogéne opportuniste capable de provoquer une large gamme de symptdmes, en fonction de

I'hbte infecté.

B2.5 Alternaria sp. désigne un groupe d'espéces de champignons filamenteux du genre
Alternaria. Le genre Alternaria comprend de nombreuses espéces qui sont courantes dans
I'environnement, notamment dans le sol, l'air et les plantes. Certaines especes d'Alternaria
peuvent étre pathogénes pour les plantes, tandis que d'autres sont considérées comme des
saprophytes, se nourrissant de matiére organique en décomposition.

B2.6 Aspergillus niger est une espéce de champignon filamentous appartenant au genre
Aspergillus. Il est largement répandu dans I'environnement, notamment dans le sol, l'air, les
aliments et les matiéres organiques en décomposition. Aspergillus niger est bien connu pour sa
capacité a produire des enzymes et des métabolites utiles, mais il peut également étre un

pathogéne opportuniste et provoquer des infections chez les personnes immunodéprimées.

B2.7 Candida albicans est une levure commensale qui fait partie de la flore normale de
nombreuses surfaces muqueuses du corps humain, telles que la bouche, le tube digestif et le
systeme génito-urinaire. Cependant, dans certaines conditions, Candida albicans peut devenir
pathogene et provoquer des infections fongiques, notamment les infections a levures, les

infections des muqueuses et les infections systémiques.

En tant que pathogéne, Candida albicans est capable de former des biofilms, de produire des
enzymes destructrices de tissus et de déclencher des réponses immunitaires. Les infections a
Candida albicans sont fréquentes chez les personnes immunodéprimées, les patients sous
antibiotiques a large spectre, les patients atteints de diabete, les femmes enceintes, les personnes

agées et celles ayant des dispositifs médicaux implantés tels que les cathéters.
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ANNEXE C

Courbes d’étalonnages
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0.90 y= 0,0044X
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0,30
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Absorbance 760 nm
9]

Y]

Concentration d'acide gallique en pg/mL
Figure 1C: Courbe d'étalonnage pour la détermination du TPC en utilisant l'acide gallique

comme étalon.
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Figure 2C: Courbe d'étalonnage pour la détermination du TFC en utilisant la quercétine
comme standard.
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0,90

0,80 y =0,0026x + 0,0301 |
0,70 R2=0,9944
0,60
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Absorbance 500 nm
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Concentration de catéchine en pg/ml

Figure 3C: Courbe d'étalonnage pour la détermination du TFC en utilisant la Catéchine

comme standard.
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Figure 4C: Evolution de I'activité antiradicalaire de la Quercetine en fonction de la

concentration (pg/ml).
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Tableau 1: Table de student

Annexe D
TEST DE STUDENT
BILATERAL

‘ H Risque 5 % HConfiance 95 %‘
v(DDL) t(crit) t(crit)

| 1 | 1270 || 6366 |
2 | 430 | 993 |
| 3 | 318 || 58 |
4 | 278 || 460 |
| 5 | 257 | 403 |
6 | 245 || 371 |
7 | 237 || 350 |
8 | 231 || 33 |
9 | 226 | 325 |
| 10 | 223 || 317 |
| 11 | 220 || 311 |
| 12 | 218 || 306 |
| 13 | 216 || 301 |
| 14 | 215 || 298 |
| 15 | 213 || 395 |
16 | 212 | 292 |
17 | 212 || 290 |
| 18 | 210 || 298 |
| 19 | 209 || 28 |
| 20 | 208 || 28 |

Analyse de la variance. Validation du modeéle linéaire.

L’analyse de la variance est appelé « Analysis of Variance » dans la littérature Anglo-Saxonne

; son appellation est couramment abrégée en ANOVA. Cette méthode doit son nom au fait qu’elle utilise

des mesures de variance afin de juger de la significativité des différences de moyenne mesurées entre

populations.

[186]



Liste des annexes

D’une fagon générale, en matiére de régression, le principe de I’analyse de la variance est de subdiviser
la variation totale en une composante factorielle relative a 1’équation de régression ou au modéle utilisé,
et une composante résiduelle, la premiére devant étre testée par rapport a la deuxiéme. Les composantes
factorielle et résiduelle serontmathématiquement représentées par des carrés moyens, c'est-a-dire des

variances.

En définitive, I’intérét de ’analyse de la variance est de pouvoir tester de maniere absolue I’influence

des facteurs sur les variations d’une réponse donnée.

On notera par la suite Y les réponses observées lors de la réalisation des expériences et Y la réponse
estimée a l'aide du modele linéaire. On notera, de méme, Y moy la moyenne des réponses. On définit alors

trois types de "variations"
1- Lavariation due a la liaison linéaire (a la régression ou au modéle) :
SCEL=X (Y& = Yoy)?
SCEL se lit : "somme des carrés des écarts dues a la liaison".
2- Lavariation résiduelle :
SCER=X (Y; - Y2
SCER se lit : "somme des carrés des écarts des résidus".
3- Lavariation totale :
STCE=SCEL+SCER
STCE se lit : " somme totale des carrés des écarts".

On définit de plus un "carré moyen" : CM, qui est le quotient d'une somme de carrés par son degré de
liberté.

SCEL aura (p- 1) degrés de liberté, SCER aura (n - p) degrés de libertés et SCET aura (n - 1) degrés de

liberté.
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Le tableau de I'analyse de variance se présente alors de la fagon suivante :

Somme des carrés |DDL | Carré moyen F
Variation due a
Liaison SCEL p-1 ZCTEI; = CML F°bs=§Mi;Lz R = scELysTCE
SCER -
Résidus SCER n-p fle" 1; ~ MR Wapusee =1 ((STCE//((r’ll —pl)))
=1—CMR/CMT
Totale SCET n-1 SCET = CMT
n—1
Tableau 3. TABLE DE FISCHER - SNEDECOR
; 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20
vy [
1/ | 161 199,5 2157 2246 230,2 234 236,8 239 240,5 2419 2439 245,9 248
2/ 18,5 19 19,16 19,25 19,3 19,33 19,35 19,4 19,38 19,4 19,41 19,43 19,45
3/ 10,1 9,55 9,28 9,12 9,01 8,94 8,89 8,85 8,81 8,79 8,74 8,7 8,66
4 7,71 6,94 6,59 6,39 6,26 6,16 6,09 6,04 6 5,96 5,91 5,86 58
50 6,61 5,79 541 5,19 5,05 4,95 4,88 4,82 4,77 4,74 4,68 4,62 4,56
6 5,99 514 4,76 4,53 4,39 4,28 421 4,15 41 4,06 4 3,94 3,87
7 5,59 4,74 4,35 4,12 3,97 3,87 3,79 3,73 3,68 3,64 3,57 3,51 3,44
8| 5,32 4,46 4,07 3,84 3,69 3,58 3,5 3,44 3,39 3,35 3,28 3,22 3,15
9 5,12 4,26 3,86 3,63 3,48 3,37 3,29 3,23 3,18 3,14 3,07 3,01 2,94
0 4,96 4,1 3,71 3,48 3,33 3,22 3,14 3,07 3,02 2,98 2,91 2,85 2,77
1 4,84 3,98 3,59 3,36 3,2 3,09 3,01 2,95 29 2,85 2,79 2,72 2,65
12 4,75 3,89 3,49 3,26 3,11 3 291 2,85 2.8 2,75 2,69 2,62 2,54
13 4,67 3,81 341 3,18 3,03 2,92 2,83 2,77 2,71 2,67 2,6 2,53 2,46
14 4,6 3,74 3,34 3,11 2,96 2,85 2,76 2,7 2,65 2,6 2,53 2,46 2,39
15[ 4,54 3,68 3,29 3,06 29 2,79 2,71 2,64 2,59 2,54 2,48 2,4 2,33
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16 4,49 3,63 3,24 3,01 2,85 2,74 2,66 2,59 2,54 2,49 2,42 2,35 2,28
17 | a45 3,59 3,2 2,96 2,81 2,7 2,61 2,55 2,49 2,45 2,38 2,31 2,23
18] 4,41 3,55 3,16 2,93 2,77 2,66 2,58 2,51 2,46 2,41 2,34 2,27 2,19
19 | 438 3,52 3,13 2,9 2,74 2,63 2,54 2,48 2,42 2,38 2,31 2,23 2,16
20| 4,35 3,49 3,1 2,87 2,71 2,6 2,51 2,45 2,39 2,35 2,28 2,2 2,12
21 | 432 3,47 3,07 2,84 2,68 2,57 2,49 2,42 2,37 2,32 2,25 2,18 2,1
2 43 3,44 3,05 2,82 2,66 2,55 2,46 2,4 2,34 2,3 2,23 2,15 2,07
23] | 428 3,42 3,03 2,8 2,64 2,53 2,44 2,37 2,32 2,27 2,2 2,13 2,05
24| | 426 3,4 3,01 2,78 2,62 2,51 2,42 2,36 2,3 2,25 2,18 2,11 2,03
25 | 424 3,39 2,99 2,76 2,6 2,49 2,4 2,34 2,28 2,24 2,16 2,09 2,01
26| | 423 3,37 2,98 2,74 2,59 2,47 2,39 2,32 2,27 2,22 2,15 2,07 1,99
27 | a2 3,35 2,96 2,73 2,57 2,46 2,37 2,31 2,25 2,2 2,13 2,06 1,97
28 | a2 3,34 2,95 2,71 2,56 2,45 2,36 2,29 2,24 2,19 2,12 2,04 1,96
29/ | a18 3,33 2,93 2,7 2,55 2,43 2,35 2,28 2,22 2,18 2,1 2,03 1,94
0 | a17 3,32 2,92 2,69 2,53 2,42 2,33 2,27 2,21 2,16 2,09 2,01 1,93
40| | 408 3,23 2,84 2,61 2,45 2,34 2,25 2,18 2,12 2,08 2 1,92 1,84
60| 4 3,15 2,76 2,53 2,37 2,25 2,17 2,1 2,04 1,99 1,92 1,84 1,75
120 | 392 3,07 2,68 2,45 2,29 2,17 2,09 2,02 1,96 1,91 1,83 1,75 1,66
infini | | 384 3 2,6 2,37 2,21 2,1 2,01 1,94 1,88 1,83 1,75 1,67 1,57

Tableau 4 : Analyse des résultats de variance pour les modeles quadratiques (Clso).

S F-Value P-Value
ource ICao (ng/ml)
Modelle 18.57 0.002
Linéaire 19.13 0.004
d 6.51 0.051
T 42.36 0.001
P 8.51 0.033
Quadratique 20.11 0.003
d*d 23.26 0.005
T 14.81 0.012
p*p 19.56 0.007
2-Way 16.48 0.005
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Interaction
a*T 38.63 0.002
d*pP 8.09 0.036
TP 2.72 0.160
R-sq (%0) 97.36
R-sq(adj) (%0) 92.61
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Annexe E

Tableau 1 : Composants phytochimiques (acides gras) identifiés dans les graines de Peganum

harmala par GC-MS.
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Tableau 2: Composés identifiés dans les graines de Peganum harmala par GC-MS (Protocole
2).

Peganum harmala

Extraction par Soxhlet Extraction par CO2 supercritique
Composés Tk Composés
1 Cyclopentanol (CsH100) 2.995 N.I 33.827

Acide palmitique (acide

2 hexadécanoique) CisHsOs 33.912 | Acide 9,12-octadécadiénoique, (z,z) | 36.223
9-octadécénamide,(z-
3 N1 35.027 )(oléoamide)CagHz:ON 39.044
Ester méthylique de I'acide 9,12- Ester dioctylique hexanedioique
4 octadécadiénoique (E,E) Ci9H340; 35731 Ca2H4204 39499
5 1,16-Hexadécanediol (C16H3402) | 36.393 N.I 40.584
. . ol Ester cyclohexylméthylnonylique de
6 Acide O!E'QU? (acide 9 36.623 | l'acide 1,2-cyclohexanedicarboxylique | 42.945
octadécénoique(z-)
C24H4204
Artefacts d'harmaline (dihydro) Adide 1,3-benzénedicarboxylique,
7 C1aH1sON; 37218 | octer de bis(2-éthylhexyle) CosHzOs | 13460
. Acide 1,2-cyclohexanedicarboxylique,
8 Harmaline C13H14ON; 37.673 ester de dinonyle CosHsO 43.831
Ester cyclohexylméthylnonylique de
9 Harmine Ci3H120ON> 38.218 | l'acide 1,2-cyclohexanedicarboxylique | 44.146
C24H4204
i . . ) Ester 2,5-dichlorophénylmonylique de
10 S-octadecénamide, (2 39.159 | l'acide 1,2-cyclohexanedicarboxylique = 44.541
)(oléoamide)C1sH3s0N
C23H3204Cl2
o 4 . s 2H-1-Benzopyran-6-ol,3,4-dihydro-
17 ESter %‘:gne(}rg"ﬂg’g’“&“%d acide ' 39 5g4 2,8-déméthyl-2-(4,8,12- 46.452
Gue L22Me20a triméthyl)CorHas02
12 N.I 40.469 / /
Oxyde de
13 triphénylphosphineCisH1sOP 41.240 / /
Oxyde de phosphine, diphényl(
14 phénylméthyl) CroH1,OP 41.950 / /
Adide 1,3-benzenedicarboxylique,
15 ester de bis(2-éthylhexyle) 43.691 / /
C24H3804
16 Cholesta-3,5-diéne CorHas 45,967 / /
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Annexe F

Tableau 1 :Composition en acides gras de I'huile de graines de Plantago ovata par GC-MS.
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Tableau 2 :Composes identifiés par GC/MS (Plantago ovata).

Plantago Ovata
Soxhlet CO2 supercritique
Composés Formule - Composes Formule -
1 L-Alanine CaHON 1574 | Acidehexadécanoique (acide | o oo 33909
palmitique)
2 Coumarine CoHeO, | 24843 | Acide 9'12'°?Ztage°ad'e“°'q“e CuHz0, | 36313
. ) . Acide 9-octadécénoique (acide
3 | Acide 3-désoxy-D-mannonique CeH1206 28.54 oléique) CigH3402 36.388
4 | Lactone 3-désoxy-D-mannoique CeH100s 29.220 Acide oct::jéZ$?:L?é§1ue (acide C18H360- 36.608
5 Heptadécane,3-méthyl CigHsg 31.006 13-Docosenamide, (2)- C2Hi30ON 36.858
Acide hexadécanoique, ester 9-octadécénamide, (z-)
6 méthylique Ci17H340, 33.357 (oléoamide) CisH3s0N 39.084
Acide hexadécanoique (acide Ester bis(2-éthylhexylique)
7 palmitique) Ci16H202 33.917 d'acide hexandioc C22H4204 39.489
8 Palmitate d'isopropyle C19H3302 34.717 N.I / 40.564
9 1,19-Eicosadiene CaoHag 35.262 N.I / 42.375
Ester méthylique de l'acide 9,12-
10 octadécadiénoique (z.2) C19H340- 35.693 N.I / 42.530
Acide 1,2-
11 13-Octadecenal,(z) C18H340 36.383 cyclohexanedicarboxylique, CasH5204 42.715
ester dicylique
12 Acide octadecanoique C1eH360 36.608 NI / 42795
(Acide stéarique) 18773672 : ' '
1,1°,3’,1’-tercyclopentane,2’- Acide 1,2-
13 R yeop ’ CarHso 36.848 cyclohexanedicarboxylique, | CasHiOs = 42.965
dodécyl- .
ester de dinonyle
14 Hexadecanal, 2-Méthyl C17H340 38.114 1-octanol,2,2-diméthyl CioH2,0 43.065
Acide 1,2-
cyclohexanedicarboxylique, 2-
15 N.I / 38.469 METHYL PRNT-3-YL Nonyl C23H4204 43.250
ester
Ester bis(2-éthylhexylique)
16 N.I / 38.624 d'acide 1,3- C23H4204 43.461
benzénedicarboxylique
17 N.I 38.799 / / /
18 9-octadécénamide, (2) CigHss0ON 39.059 / / /
19 N.1I 40.134 / / /
Acide octadécanoique,3-0x0-,
20 Ester méthylique C19H3603 40.390 / / /
21 N.I 40.600 / / /
Acide hexadécanoique, ester
22 éthylique de 2-hydroxy-1- C1gH3804 40.790 / / /
(hydroxyméthyle)
23 N.I / 42.810 / / /
24 N.I / 42.971 / / /
25 N.I / 43.081 / / /
26 N.I / 43.261 / / /
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Adide 1,3-
benzénedicarboxylique, ester de
bis(2-éthylhexyle)

Acide 1,2-
cyclohexanedicarboxylique, 2,5-
dichlorophényl nonylester
Acide 1,2-
cyclohexanedicarboxylique, ester
de dinonyle
Acide 1,2-
cyclohexanedicarboxylique, ester
de cyclohexylméthyl nonyle
N.I
Gamma-Tocophérol

Ca4H3304

Ca23H3204Cl>

CasHs804

Ca4H4204

/
/

43.451

43.546

43.626

43.851

44.186
48.548
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Annexe G
e Meéthodes de contribution de groupes

Tableau 1: CONTRIBUTION DU GROUPE JOBACK.

T, oV,
Mon-ring increments
—{CH3 00141  =00012 65
—CH2— (.0189 0 56
=CH— 00164 00020 41
=C= 00067 00043 27
={H2 0.0113 -00028 56
=CH— 0.0129 —0.0006 48
=i 0.0117 00011 38
=Aom L0026 00028 34
=CH 0.0027 -00O0}E 46
=0— 00020 0.oo1s 37
Ring increments
—CH2— 00100 0.0025 48
=>CH— 0.0122 0.0004 38
= 0,002 o0oos1 27
=CH— 0.0082 o1l 41
== 0.0143 (. [MNR 12
Halogen increments
—F 00111 =0.0087 27
— 0.0105% =} Y 5B
—Hr 00133 0.o057T M
—I 00068 —0.0034 97
Oxygen increments
—0OH {alcohol) 0.0741 ooz 28
—OH  ({phenal} 0.0240 001 -35
—0—-  (nohring) 0.0158 ;0015 18
—O— (ring) 00098 0.0048 13
=C=0 (nonring) 0.0380 D00} &2
>C=0 ({ring) 0.0284  0.0028 55
O=CH— (aldehyde) 0.037% 0.003 82
—COOH  (acd) 0.0751 0.0077 89
— 00— (ester) 00481 0.0005 82

=0 (except a5 above) 0.0143 0.0 36
Nitrogen increments

—NH2 0.0243 00109 38
=MH (nonring) 0.0295 0.06077 35
=MNH (ring) 0.0130 00114 29
>M— [nonring) 0.0169 0. 00rr4 g
—MN= {nooring) 0.0255  =0.0099
-ﬁ (ring) 0.0045 00076 34
O 00a%  -0.0101 91
—HNO2 0.0437 00064 D
Sulfur increments
—5H 0.0031 00084 A3
-5— (nonring) 0.0119 0.0049 54
—5— [ring) 00019 00051 M4
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Tableau2: CONTRIBUTION DU GROUPE LYDERSEN

Tl’ . . 'Pﬂ' V{f
—(CHj, —CH3z-- 0.020 0.226 55
—CHz— (ring} 0.013 0,183 44.5
>CH— 0.012 0,209 al
>CH— (ring) Nz 0.191 46
>C< 0.000 0.209 41
>C< (ring) —.007 {.153 31
=(CH,, —=CH— 0.015 0.19%7 45
= H-— (ring) 0.011 0.153 a7
>(=,=C= 0.000 0.1597 ab
>(C== (ring) 0.011 0.153 36
=(CH, =C— 00015 0.152 36
—F 0.015 0.223 18
—Cl 0.017 0.3258 49
— DB 0.0140 0.50 70
—I 0.012 .83 g5
—0— 0.021 0.16 20
—O— (ring) 0.014 012 8
—OH (aleohols) 0.082 0.06 18
—OH (phenols) 0.035 —0.02 3
>C0 00 0.2% 60
>C0 (ring) 0,033 0.2 50
—CHO (.045 0.33 73
—C0—0— 0.047 0.47 50
—COOH 0.085 0.4 80
—NH; 0.031 0.054 28
>NH 0031 0.134 a7
>NH (ring) 0.024 0.09 27
>N— 0014 0.17 42
>N— (ring) 0.007 0.13 32
>CN 060 (1,36 80
—5H, —5— 0.015 0.27 a3
—S8— {ring) 0.008 0.24 45
—g 0.003 0.24 47
—NOg 0.005 0.42 i
>8i< 0.03 0.54 --

>B— 0.03
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Tableau 3: CONTRIBUTIONS DU GROUPE FEDORS POUR Tc

Ay Values
—CHy L79
—CHp— 134
=CH— 045
{escept for adjecent pairs of >CH—. then, tor each) 0T
et 4 —0.22
=(Hz 1LE&
=CH— 1.4
I 05D
= 178
=i 2 4h
=== 103
—C0—0H 07z
—CO0—0—0C— fanhydride] 745
C0—0— 5.32
e O e O e (ernal b G25
— 00— 556
A= 1.56
O— {aromatic) 268
—0OH 533
—OH {aromeatic) 063
—CHO 5.48
—IC=N B4
=N {aromatic) .36
—MNHg 4,50
—NHg farormatic) )
—NH— S04
—NH— (gromatic) T
) - LI
M= [aromatic] 474
—h= 431
—5—5— R
—f 181
—&H 5348
—F 210
—F {arcmalic] iLda
—F {periluora) 05
= 4.2
1 [disubstituted) a7l
— 1 [brmdstifibed 317
—BFBr 558
e R
[ {aromatic) 1077
- membered ring 043
Semetnbered sing 133
Gemembered ring 264
heraroatonm i ving 1043
substiotion on earbos in a double bond {onaromatic) [
orrl b subsbibubion in a panzens Tirlg 114

comjugation, per doable bond nld
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Tableau 4: CONTRIBUTION DU GROUPE AMBROSE

T Fr 1,
Carbon ahoms in a byl groaps LR ES nIns B 1
Tt s
#CH— [eschl =i [ =K —H
et fiegaz hi = 1E =0 -7
dimshle bosvdi | ronssnmatiol L — S —gi
= — 2o =RIT — 40
hm‘t-—.l-tﬂf.' s | E el —mEa =iEEs f—
Aliphatic tenctionel growps
—i3— n 138 (=N T ]
=L OB [FE=5 (=]
—CHO o2 DUERD 55
—I0WH - ] 50 L]
— O — W — INE [UESw o 1R
— A i 530 k4T o
— My HEFD [ TE
—NHyg B0 L 30
—hH— 208 LYY 3
R it ] AT a0
=i 43 L]
—5— ] k2T b}
—&H LCFH] [LE ] 55
—=SiHy [u 200 [hAB 118
—iO—5HCHgly o ] — =
— (LS L LY 14
=i [uCES I EThY a9
—Hr i 800 ne
—1 e — By
Hal g . in aliph
cormgem s
F i jsrcssnit [ R f— —
F s absent, bt O3, Br, 1 L DES — —
-‘h:l]:-ll:fw Foumete 3 Foooes 4 H-]
Florg covim et im] iner essenls

tomly lisled whken d@lrenre

drom aliphstic veiae]

CH s o Ty aEED S
O in Fased risg EiF) v L L H A0S
derhle bondd —1 e — =13
— A 1 [HaT i}
—NH— €1 R _ -_—
—5 (xR 1= r] —_ ]

ArertmlEs cormpemd

= 02 nazd Froctncke 5
prridine LT 0 ASE
gy i Fused ap in maphethslene i 0 ghh a&Els
—F Ll h] 0 ieE
—i1 BT H] male
—Br LR O FlHE
—I DS S
] LNE —n02s

enrrreims For pen - b bogemsrad

skt braenis
First R o
wach pobeegeent LR 5] LR =
owtho pairs costaming —OH — — i

iighly Morimted iiphais - CE
a

m

—ALFe —CFp—, =0F— [LF= ) ] [FE ]
—Fy—, >CF— (i 0140 (B -1 ]
=A2F — i Fosed rioez | [FTa 5] —
—H STt — (LS =1, 5
vty be Fusaml] {jmacomr | i ) =015 S0
daritile borsd (rixg) — (L0 —
L bEr iFErETesTE al 1B

swnin Paori npledl commypasonds]
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Annexe H

Exemples de sommation de contributions de groupe (Joback)

Exemples
CH3NCHF
CH3- -N= (nonring) -CH= -F
No of Group No of Group No of Group No of Group
property )
groups value groups value groups value groups value
Th 1 23.58 1 74.60 1 24.96 1 -0.03 123.11
Te 1 0.0141 1 0.0255 1 0.0129 1 0.0111 0.0636
Pc 1 -0.0012 1 -0.0099 1 -0.0006 1 -0.0057 | -0.0174
Ve 1 65 1 | - 1 46 1 27
F-CH2CH-(OH)2
-CH2- -CH< -OH -F
No of Group No of Group No of Group No of Group
property )
groups value groups value groups value groups value
T 1 22.88 1 21.74 2 92.88 1 -0.03 | 230.35
Te 1 0.0189 1 0.0164 2 0.0741 1 0.0111 | 0.1946
Pc 1 0 1 0.0020 2 0.0112 1 -0.0057 | 0.0187
Ve 1 56 1 41 2 28 1 27 180
CHO-CH2CH2CH=CHOH
-CH2- -CH= -OH CHO
No of Group No of Group No of Group No of Group
property )
groups value groups value groups value groups value
Th 2 22.88 2 24.96 1 92.88 1 72.24 260.8
Te 2 0.0189 2 0.0129 1 0.0741 1 0.0379 | 0.1756
Pc 2 0 2 -0.0006 1 0.0112 1 0.0030 | 0.013
Ve 2 56 2 46 1 28 1 82 314
OH-CH2-COOH
-CH2- -COOH -OH
property | No of groups | Group value | No of groups | Group value | No of groups | Group value )
To 1 22.88 1 169.09 1 92.88 284.85
T 1 0.0189 1 0.0791 1 0.0741 0.1721
P. 1 0 1 0.0077 1 0.0112 0.0189
Ve 1 56 1 89 1 28 173
CO=CH-NH-NH-CH2CH3
-CH3 -CH2- =CH- -NH =C= =0
prop | Noof | Group | Noof | Group No of | Group No of Group No of Group No of Group
group group group
erty | groups | value | groups | value | groups | value s value s value s value
T 1 23.58 1 22.88 1 24.96 2 50.17 1 26.15 1 -10.5 187.41
Te 1 0.0141 1 0.0189 1 0.0129 2 0.0295 1 0.0026 1 0.0143 0.1218
Pc 1 -0.0012 1 0 1 -0.0006 2 0.0077 1 0.0028 1 0.0101 0.0265
Ve 1 65 1 56 1 46 2 35 1 36 1 36 309
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CHO-CH2-CH2-CN
-CH2- -CHO CN
No of Group No of Group No of Group
property )
groups value groups value groups value
T 2 22.88 1 72.24 1 125.66 243.66
T 2 0.0189 1 0.0379 1 0.0496 0.1253
Pc 2 0 1 0.0030 1 -0.0101 0.0071
Ve 2 56 1 82 1 91 285
F-N=0O
-F =N- =0
No of Group No of Group No of Group
property )y
groups value groups value groups value
To 1 -0.03 1 74.60 1 -10.5 64.07
Te 1 0.0111 1 0.0255 1 0.0143 0.0509
Pc 1 -0.0057 1 -0.0099 1 0.0101 0.0055
Ve 1 27 1 | - 1 36
NF2-OF
-F -O- -N<
property No of Group No of Group No of Group z
groups value groups value groups value
Tb 3 -0.03 1 24.42 1 11.74 36.07
Tc 3 0.0111 1 0.0168 1 0.0169 0.067
Pc 3 -0.0057 1 0.0015 1 0.0074 -0.0082
Ve 3 27 1 18 1 9 108
CHCOF
CH= -C= -O- -F
No of Group No of Group No of Group No of Group
property )
groups value groups value groups value groups value
Tb 1 9.20 1 27.38 1 22.42 1 -0.03 58.97
Tc 1 0.0027 1 0.0020 1 0.0168 1 0.0111 0.0326
Pc 1 -0.0008 1 0.0016 1 0.0015 1 -0.0057 | -0.0034
Ve 1 46 1 37 1 18 1 27 128
CF3-O-NF-CF3
>C< -F -O- -N<
No of Group No of Group No of Group No of Group
property )
groups value groups value groups value groups value
To 2 18.25 7 -0.03 1 22.42 1 11.74
Te 2 0.0067 7 0.0111 1 0.0168 1 0.0169
Pc 2 0.0043 7 -0.0057 1 0.0015 1 0.0074
Ve 2 27 7 27 1 18 1 9
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CH3NFCH2F
-CH3 -CH2- -F -N<
property No of Group No of Group No of Group No of Group
groups value groups value groups value groups value
To 1 23.58 1 22.88 2 -0.03 1 11.74
Tc 1 0.0141 1 0.0189 2 0.0111 1 0.0169
Pc 1 -0.0012 1 0 2 -0.0057 1 0.0074
Ve 1 65 1 56 2 27 1 9
CH2=0
CH2= =0
property | No of groups | Group value | No of groups | Group value |
Ty 1 18.18 1 -10.5
Te 1 0.0113 1 0.0143
Pc 1 -0.0028 1 0.0101
Ve 1 56 1 36
F-CCH
CH= -C= -F
No of Group No of Group No of Group
Property
groups value groups value groups value
Tb 1 9.20 1 27.38 1 -0.03
Te 1 0.0027 1 0.0020 1 0.0111
Pc 1 -0.0008 1 0.0016 1 -0.0057
Ve 1 46 1 37 1 27
F-O-F
-O- -F
property No of groups Group value No of groups Group value
Tb 1 22.42 2 -0.03
Tc 1 0.0168 2 0.0111
Pc 1 0.0015 2 -0.0057
Ve 1 18 2 27
NHF2
-NH< -F
property | No of groups | Group value | No of groups | Group value | X
Tb 1 50.17 2 -0.03
Tc 1 0.0295 2 0.0111
Pc 1 0.0077 2 -0.0057
Ve 1 35 2 27
FNCO
=C= =0 -N= -F
property No of Group No of Group No of Group No of Group
groups value groups value groups value groups value
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Tb 1 26.15 1 -10.5 1 74.60 2 -0.03
T. 1 0.0026 1 0.0143 1 0.0255 2 0.0111
Pc 1 0.0028 1 0.0101 1 -0.0099 2 -0.0057
Ve 1 36 1 36 1 | - 2 27
CH3CF2CH3
-CH3 >C< -F
No of Group No of Group No of Group
property
groups value groups value groups value
Tb 2 23.58 1 18.25 2 -0.03
Te 2 0.0141 1 0.0067 2 0.0111
Pc 2 -0.0012 1 0.0043 2 -0.0057
Ve 2 65 1 27 2 27
CF2CHSCH3
-CH3 =C< =CH- -F -S-
No of Group No of | Group | Noof | Group | Noof | Group | Noof | Group
property groups value | groups | value | groups | value | groups | value | groups | value
Tb 1 23.58 1 24.14 1 24.96 2 -0.03 1
Tec 1 0.0141 1 0.0117 1 0.0129 2 0.0111 1
Pc 1 -0.0012 1 0.0011 1 -0.0006 2 -0.0057 1
Ve 1 65 1 38 1 46 2 27 1
CH2NCF3
>C< CH2= -N= -F
No of Group No of Group No of Group No of Group
property groups value groups value groups value groups value
Tb 1 18.25 1 18.18 1 74.60 3 -0.03
Te 1 0.0067 1 0.0113 1 0.0255 3 0.0111
Pc 1 0.0043 1 -0.0028 1 -0.0099 3 -0.0057
Ve 1 27 1 56 1 | - 3 27
CHF20CCLF2
>CH- >C< -O- -F -CL
Noof | Group | Noof | Group | Noof | Group | Noof | Group | Noof | Group
property groups | value | groups | value | groups | value | groups | value | groups | value
Tb 1 21.74 1 18.25 1 22.42 4 -0.03 1 38.13
T 1 0.0164 1 0.0067 1 0.0168 4 0.0111 1 0.0105
Pc 1 0.0020 1 0.0043 1 0.0015 4 -0.0057 1 -0.0049
Ve 1 41 1 27 1 18 4 27 1 58
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Annexe |

Tableau 1 : La solubilité du Naphténe dans CO; et Ethane supercritique.

Naphténe (Solubilité Y)

COz(Solvant) Ethane(Solvant)
Pression 313°C 323°C 333°C 313°C 323°C 333°C

(bar) Kij=0.0941 Kij=0.0925 Kij=0.0913 Kij=0.0859 Kij=0.0861 Kij=0.0862
100 0.8199725 0.0048576 0.0025768 0.0254819 0.0227834 0.0181207
110 0.8181548 0.8434485 0.0047071 0.0301035 0.0285547 0.0246510
120 0.8163267 0.8417471 0.0103865 0.0341957 0.0346848 0.0317932
130 0.8145015 0.8400666 0.8625111 0.0391879 0.0414428 0.0408184
140 0.8126718 0.8384585 0.8610394 0.0445218 0.0500879 0.0541448
150 0.8109348 0.8368369 0.8595413 0.0503924 0.0643668 0.8548715
160 0.8091052 0.8352825 0.8581374 0.0580599 0.8283593 0.8533657
170 0.8074279 0.8336909 0.8567045 0.0718733 0.8267747 0.8518670
180 0.8057496 0.8321759 0.8553773 0.7957068 0.8250816 0.8502946
190 0.8040839 0.8306696 0.8540342 0.7938027 0.8234822 0.8489428
200 0.8024329 0.8291234 0.8526758 0.7919800 0.8218133 0.8475334
210 0.8008008 0.8276771 0.8513867 0.7900597 0.8202504 0.8461236
220 0.7990998 0.8262439 0.8501110 0.7884453 0.8186738 0.8446995
230 0.7975264 0.8248239 0.8488549 0.7865723 0.8170692 0.8434324
240 0.7959671 0.8234268 0.8475564 0.7848448 0.8156437 0.8420302
250 0.7944260 0.8220446 0.8463613 0.7830889 0.8140746 0.8407958
260 0.7928967 0.8206851 0.8451774 0.7815251 0.8126626 0.8395507
270 0.7913883 0.8192641 0.8440147 0.7797881 0.8110894 0.8382038
280 0.7899010 0.8179575 0.8428696 0.7779880 0.8097306 0.8370212
290 0.7884283 0.8166686 0.8417420 0.7764859 0.8083569 0.8358383
300 0.7869762 0.8153962 0.8406346 0.7749332 0.8068010 0.8346683
310 0.7855410 0.8141419 0.8395469 0.7732013 0.8055012 0.8333732
320 0.7841240 0.8129030 0.8384798 0.7717031 0.8041969 0.8322732
330 0.7827255 0.8116826 0.8374292 0.7701914 0.8028947 0.8311787
340 0.7813443 0.8104845 0.8363993 0.7684596 0.8016022 0.8300974
350 0.7799794 0.8092975 0.8353882 0.7670215 0.8003247 0.8290284
360 0.7786322 0.8081328 0.8343986 0.7655743 0.7989023 0.8279787
370 0.7773071 0.8069843 0.8333556 0.7641311 0.7976899 0.8269426
380 0.7758781 0.8058527 0.8324073 0.7626944 0.7964823 0.8259254
390 0.7745893 0.8047399 0.8314735 0.7612680 0.7952902 0.8247869
400 0.7733152 0.8036448 0.8305633 0.7596536 0.7941096 0.8238265

Tableau 2 La solubilité du Naphténe dans Ethyléne et Ethyne supercritique.

Naphténe (Solubilité Y)
Ethyléne(Solvant) Ethyne(Solvant)
Pression 313°C 323°C 333°C 313°C 323°C 333°C

(bar) Kij=0.0154 Kij=0.0149 | Kij=0.0146 Kij=0.0854 Kij=0.0852 Kij=0.0851

100 0.8207586 0.0087260 0.0062638 0.8176768 0.8434584 0.0152661

110 0.8189011 0.0213540 0.0107901 0.8157847 0.8416473 0.8642890

120 0.8171308 0.8422071 0.0231846 0.8138760 0.8400069 0.8626746

130 0.8153514 0.8405721 0.8627439 0.8120651 0.8383172 0.8611923

140 0.8135815 0.8389006 0.8612840 0.8101862 0.8366317 0.8597032

150 0.8118095 0.8373799 0.8598145 0.8084038 0.8350163 0.8582233

160 0.8101278 0.8357961 0.8583771 0.8065188 0.8333614 0.8567449

170 0.8084511 0.8342777 0.8570399 0.8047979 0.8317963 0.8553448

180 0.8067331 0.8327148 0.8556259 0.8030797 0.8302391 0.8538919
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190 0.8051084 0.8312492 0.8543230 0.8013712 0.8286291 0.8525481
200 0.8034996 0.8297915 0.8530216 0.7996833 0.8271309 0.8512064
210 0.8019035 0.8283489 0.8517344 0.7978845 0.8256471 0.8498813
220 0.8003306 0.8269311 0.8504095 0.7962598 0.8241754 0.8485059
230 0.7986779 0.8254720 0.8491850 0.7946443 0.8227265 0.8472485
240 0.7971629 0.8241084 0.8479724 0.7930471 0.8212950 0.8460019
250 0.7956618 0.8227608 0.8467821 0.7914622 0.8197871 0.8447726
260 0.7941781 0.8214290 0.8456064 0.7898977 0.8184152 0.8435641
270 0.7927083 0.8201163 0.8444524 0.7883528 0.8170591 0.8423736
280 0.7912574 0.8188229 0.8433163 0.7868233 0.8157179 0.8412014
290 0.7898268 0.8175476 0.8422041 0.7853131 0.8143981 0.8400540
300 0.7884097 0.8162930 0.8411092 0.7838222 0.8130940 0.8389235
310 0.7870126 0.8150562 0.8400371 0.7823481 0.8118095 0.8377219
320 0.7856335 0.8138406 0.8389187 0.7808958 0.8105412 0.8366440
330 0.7842758 0.8126402 0.8378968 0.7794572 0.8092948 0.8355862
340 0.7829323 0.8114609 0.8368869 0.7779010 0.8080661 0.8345433
350 0.7816079 0.8102242 0.8358961 0.7765096 0.8068528 0.8335186
360 0.7802969 0.8090911 0.8349229 0.7751328 0.8056615 0.8325145
370 0.7790068 0.8079691 0.8339698 0.7737748 0.8044864 0.8315264
380 0.7777343 0.8068693 0.8330319 0.7724349 0.8033299 0.8305562
390 0.7764776 0.8057831 0.8321141 0.7711077 0.8021886 0.8296051
400 0.7751443 0.8047150 0.8312114 0.7698004 0.8010705 0.8286719
Tableau 3 La solubilité du Naphténe dans Propane et Propene.
Naphtene (Solubilité Y)
Propane(Solvant) Propéne(Solvant)
Pression 380 °C 480 °C 510 °C 380 °C 480 °C 510 °C

(bar) Kij=0.0456 Kij=0.0530 Kij=0.0560 Kij=0.0254 Kij=0.031 Kij=0.033
100 0.9385371 pas de pas de solubilité 0.9391038 pas de solubilité | pas de

110 0.9376154 solubilité 0.9381945 solubilité
120 0.9367265 0.9373245

130 0.9358732 0.9364858

140 0.9350531 0.9356439

150 0.9342641 0.9348761

160 0.9334575 0.9341395

170 0.9327438 0.9334336

180 0.9320577 0.9327587

190 0.9314031 0.9321112

200 0.9307779 0.9314970

210 0.9301816 0.9309105

220 0.9296168 0.9303527

230 0.9290773 0.9298260

240 0.9285680 0.9293263

250 0.9280890 0.9288514

260 0.9276349 0.9284071

270 0.9272079 0.9279888

280 0.9268103 0.9275972

290 0.9264402 0.9272322

300 0.9260936 0.9268950

310 0.9257720 0.9265776

320 0.9254810 0.9262897

330 0.9252105 0.9260256

340 0.9249656 0.9257842

350 0.9247475 0.9255700
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360 0.9245528
370 0.9243823
380 0.9242346
390 0.9241113
400 0.9240099

0.9253796
0.9252113
0.9250671
0.9249433
0.9248440

Tableau 4 : La solubilité du Naphtene dans CCl4, CCI20 et C2Cl4; supercritique.

Naphtene (Solubilité Y)

CCl4(Solvant) CCI20(Solvant) C2Cl4(Solvant)
600 °C 560 °C 600 °C 625 °C
Kij=0.185 Kij=0.143 Kij=0.210 Kij=0.367

pas de solubilité

pas de solubilité

pas de solubilité

pas de solubilité

Tableau 5 : La solubilité de 1’ Anthracéne dans CO2 et Ethane supercritique.

Anthracen (Solubilité Y)
CO2(Solvant) Ethane(Solvant
Pression 313°C 323°C 333°C 313°C 323°C 333°C
(bar) Kij=0.0944 | Kij=0.0921 | Kij=0.0902 | Kij=0.0879 | Kij=0.0885 | Kij=0.0892
100 0.0018102 0.0003598 0.0002042 0.0026023 0.0022328 0.0017755
110 0.0028977 0.0009124 0.0004170 0.0030393 0.0027826 0.0024065
120 0.0038869 0.0019708 0.0008060 0.0034513 0.0033072 0.0030286
130 0.0050984 0.0030072 0.0015584 0.0038408 0.0038079 0.0036349
140 0.0060362 0.0040535 0.0024395 0.0042098 0.0042860 0.0042225
150 0.0069211 0.0054245 0.0034399 0.0045597 0.0047427 0.0047901
160 0.0077570 0.0065491 0.0045030 0.0048920 0.0051786 0.0053371
170 0.0085474 0.0076492 0.0059987 0.0052074 0.0055950 0.0058638
180 0.0092950 0.0087200 0.0072617 0.0055071 0.0059925 0.0066000
190 0.0100016 0.0097584 0.0085390 0.0057918 0.0065919 0.0071237
200 0.0110883 0.0112559 0.0098177 0.0060623 0.0069802 0.0076292
210 0.0117742 0.0123273 0.0116605 0.0063193 0.0073522 0.0081167
220 0.0124248 0.0133685 0.0130748 0.0067816 0.0077085 0.0085864
230 0.0130405 0.0143782 0.0144864 0.0070292 0.0080493 0.0090387
240 0.0136229 0.0153547 0.0165180 0.0072647 0.0083755 0.0094739
250 0.0141727 0.0168843 0.0180596 0.0074888 0.0086872 0.0098922
260 0.0146908 0.0178778 0.0195990 0.0077016 0.0089853 0.0102942
270 0.0151780 0.0188389 0.0218918 0.0079037 0.0092697 0.0106801
280 0.0156351 0.0197659 0.0235775 0.0080956 0.0095412 0.0110503
290 0.0160633 0.0206572 0.0260850 0.0082776 0.0098001 0.0114051
300 0.0164637 0.0221804 0.0287278 0.0084501 0.0100468 0.0117453
310 0.0168367 0.0230723 0.0307830 0.0086134 0.0102817 0.0120707
320 0.0177288 0.0239271 0.0347430 0.0087680 0.0105053 0.0123821
330 0.0180752 0.0247430 0.0392761 0.0089139 0.0107178 0.0126795
340 0.0183957 0.0255205 0.5213780 0.0090518 0.0109196 0.0129638
350 0.0186908 0.0269895 0.5159705 0.0091817 0.0111112 0.0132349
360 0.0189615 0.0277452 0.5105494 0.0093042 0.0112929 0.0134934
370 0.0192092 0.0284589 0.5051376 0.0094193 0.0114650 0.0137398
380 0.0194344 0.0291303 0.4995706 0.0095274 0.0116276 0.0139742
390 0.0196374 0.0297580 0.4942292 0.0096288 0.0117813 0.0145461
400 0.0198199 0.0311017 0.4888119 0.0097237 0.0119265 0.0147701
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Tableau 6 : La solubilité de 1’ Anthracéne dans Ethyléne et Ethyne supercritique.

Anthracen (Solubilité Y)
Ethyléne (Solvant Ethyne(Solvant)
Pression 313°C 323 °C 333°C 313 °C 323 °C 333 °C
(bar) Kij=0.0161 Kij=0.0158 | Kij=0.0157 Kij=0.0797 Kij=0.0799 | Kij=0.0804
100 0.0011807 0.0006815 0.0005288 0.0052942 0.0024443 0.0008393
110 0.0020186 0.0013223 0.0009148 0.0066587 0.0038136 0.0018793
120 0.0030343 0.0021334 0.0015989 0.0079535 0.0055228 0.0030745
130 0.0041948 0.0031357 0.0024214 0.0091884 0.0069903 0.0043683
140 0.0058856 0.0043053 0.0034360 0.0108022 0.0084305 0.0061112
150 0.0075043 0.0060237 0.0046288 0.0120314 0.0098392 0.0076405
160 0.0092755 0.0077163 0.0064046 0.0132176 0.0117545 0.0091851
170 0.0118671 0.0096011 0.0081735 0.0143613 0.0132367 0.0112292
180 0.0148177 0.0123993 0.0106534 0.0154626 0.0146934 0.0129382
190 0.0177166 0.0156924 0.0131859 0.0165212 0.0166778 0.0146557
200 0.0219043 0.0197583 0.0168364 0.0181497 0.0182007 0.0169853
210 0.0290963 0.0258841 0.0215192 0.0192079 0.0197000 0.0188725
220 0.5095298 0.5538290 0.0312408 0.0202249 0.0211726 0.0207702
230 0.5034316 0.5480223 0.5875744 0.0212015 0.0233434 0.0234825
240 0.4976183 0.5421463 0.5821248 0.0221349 0.0248830 0.0263108
250 0.4916951 0.5363973 0.5764140 0.0236807 0.0270932 0.0286333
260 0.4855897 0.5304629 0.5709532 0.0245955 0.0286943 0.0319082
270 0.4797305 0.5250691 0.5654434 0.0254671 0.0302662 0.0355229
280 0.4741512 0.5193935 0.5599414 0.0262952 0.0326426 0.0406201
290 0.4682752 0.5136935 0.5544227 0.0270793 0.0342702 0.5423469
300 0.4623311 0.5082761 0.5491490 0.0278195 0.0367579 0.5364593
310 0.4568172 0.5025901 0.5436625 0.0292192 0.0393024 0.5305724
320 0.4512719 0.4972483 0.5384591 0.0299154 0.0419332 0.5245742
330 0.4453849 0.4919072 0.5332628 0.0305664 0.0446806 0.5186445
340 0.4399368 0.4865867 0.5278329 0.0311711 0.0475752 0.5129915
350 0.4344932 0.4810271 0.5227478 0.0317312 0.0516451 0.5072221
360 0.4290720 0.4758088 0.5176782 0.0322478 0.4527346 0.5013661
370 0.4236749 0.4706167 0.5126364 0.0327207 0.4467737 0.4959104
380 0.4183132 0.4654553 0.5076228 0.0331511 0.4407195 0.4899971
390 0.4125918 0.4603233 0.5026449 0.0335396 0.4343757 0.4844966
400 0.4073188 0.4552273 0.4977018 0.0338891 0.4282531 0.4789518
Tableau 7 : La solubilité de I’ Anthracéne dans Propane et Propéne supercritique.
Anthracen (Solubilité Y)
Propane(Solvant) Propéne(Solvant
Pression 380 °C 480 °C 510 °C 380°C 480 °C 510 °C
(bar) Kij=0.050 Kij=0.062 Kij=0.067 Kij=0.028 Kij=0.037 Kij=0.0413
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100
110
120
130
140
150
160
170
180
190
200
210
220
230
240
250
260
270
280
290
300
310
320
330
340
350
360
370
380
390
400

0.7887959 0.0323238
0.7828109 0.0481308
0.7766777 0.9204985
0.7707864 0.9167655
0.7649052 0.9130790
0.7590553 0.9094621
0.7532327 0.9058554
0.7474501 0.9023973
0.7417009 0.8989550
0.7357696 0.8954942
0.7301044 0.8921712
0.7244754 0.8888845
0.7188721 0.8856440
0.7133052 0.8824464
0.7077709 0.8792927
0.7022687 0.8761848
0.6968029 0.8731221
0.6913647 0.8700281
0.6859617 0.8670631
0.6805915 0.8641384
0.6752498 0.8612556
0.6699398 0.8584110
0.6646613 0.8556086
0.6594143 0.8528462
0.6541945 0.8501200
0.6490070 0.8474324
0.6438457 0.8447847
0.6387140 0.8421711
0.6336155 0.8395946
0.6285375 0.8370567
0.6238191 0.8345506

0.0425947
0.0559744
0.9455960
0.9424175
0.9392710
0.9362192
0.9332043
0.9302911
0.9273757
0.9245847
0.9218338
0.9191343
0.9164876
0.9138447
0.9113178
0.9088370
0.9064018
0.9040154
0.9016780
0.8993853
0.8971398
0.8949382
0.8927823
0.8906704
0.8886013
0.8865755
0.8845876
0.8826419
0.8807397
0.8787949
0.8769708

0.7948664
0.7892467
0.7836500
0.7780939
0.7725880
0.7671286
0.7617152
0.7563487
0.7509020
0.7456383
0.7404150
0.7352392
0.7301042
0.7250137
0.7199641
0.7149591
0.7099973
0.7050753
0.7001939
0.6953540
0.6905536
0.6857951
0.6810767
0.6763954
0.6717536
0.6671478
0.6625805
0.6580521
0.6535575
0.6491023
0.6446794

0.0293531 0.0406774
0.0453099 0.0540725
0.9211375 0.9458991
0.9174829 0.9427407
0.9138541 0.9396502
0.9103244 0.9366228
0.9068227 0.9336553
0.9033919 0.9307619
0.8999797 0.9279047
0.8966632 0.9251381
0.8933923 0.9224229
0.8901702 0.9197607
0.8869959 0.9171559
0.8838674 0.9145684
0.8807376 0.9120750
0.8777168 0.9096336
0.8747370 0.9072402
0.8718008 0.9048946
0.8689098 0.9025970
0.8660604 0.9003483
0.8632526 0.8981434
0.8604873 0.8959853
0.8577623 0.8938695
0.8550775 0.8917994
0.8524329 0.8897713
0.8498264 0.8877870
0.8472579 0.8858423
0.8447273 0.8839372
0.8422325 0.8820738
0.8397729 0.8802477
0.8373517 0.8784589

Tableau 8 :La solubilité de I’ Anthracéne dans CCl4, COCCL2 et C2Cl4 supercritique.

Anthracen (Solubilité Y)
CCl4(Solvant) COCCI2(Solvant) C2Cl4(Solvant)
Pression 600 °C 560 °C 600 °C 625 °C
(bar) Kij=0.265 Kij=0.203 Kij=0.302 Kij=0.532
100 pas de solubilité 0.9915687 pas de solubilité 0.0245860
110 0.9890063 0.0222361
120 0.9865301 0.0203986
130 0.9841421 0.0186280
140 0.9818377 0.0174454
150 0.9796413 0.0164387
160 0.9775032 0.0155691
170 0.9754444 0.0148085
180 0.9734620 0.0141368
190 0.9715516 0.0135385
200 0.9697151 0.0130015
210 0.9679487 0.0125166
220 0.9662499 0.0120762
230 0.9646212 0.0116743
240 0.9630557 0.0113058
250 0.9615536 0.0109668
260 0.9601161 0.0106536
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270
280
290
300
310
320
330
340
350
360
370
380
390
400

0.9587396
0.9574233
0.9561645
0.9549631
0.9538199
0.9527294
0.9516943
0.9507123
0.9497833
0.9489034
0.9480739
0.9472933
0.9465616
0.9458748

0.0103634
0.0100938
0.0098425
0.0096078
0.0093881
0.0091819
0.0089881
0.0088056
0.0086335
0.0084709
0.0081724
0.0080327
0.0079001

0.0077740

Tableau 9 : La solubilité de Styréne dans Ethyléene et Ethyne supercritique.

Styrene (Solubilité Y)
Ethyléne(Solvant Ethyne(Solvant)
Pression 313°C 323°C 333°C 313°C 323°C 333°C

(bar) Kij=0.0121 Kij=0.0118 Kij=0.0115 Kij=0.0656 Kij=0.0655 Kij=0.0655
100 0.9375382 0.9512935 0.9634283 0.9373088 0.9511570 0.9633587
110 0.9380516 0.9519194 0.9641737 0.9378173 0.9517911 0.9641024
120 0.9385898 0.9525866 0.9649560 0.9383584 0.9524603 0.9648932
130 0.9391427 0.9532897 0.9657820 0.9389355 0.9531636 0.9657202
140 0.9397586 0.9540085 0.9666449 0.9395449 0.9539031 0.9665875
150 0.9403983 0.9547877 0.9675378 0.9401590 0.9546583 0.9674875
160 0.9410673 0.9555915 0.9684770 0.9408368 0.9554719 0.9684160
170 0.9417701 0.9564321 0.9694495 0.9415434 0.9563145 0.9693952
180 0.9424997 0.9573041 0.9704571 0.9422821 0.9571925 0.9704062
190 0.9432597 0.9582065 0.9715000 0.9430476 0.9581003 0.9714524
200 0.9440534 0.9591429 0.9725794 0.9438484 0.9590416 0.9725350
210 0.9448724 0.9601088 0.9736875 0.9446738 0.9600126 0.9736500
220 0.9457203 0.9611084 0.9748334 0.9455268 0.9610159 0.9747987
230 0.9466012 0.9621388 0.9760139 0.9464152 0.9620509 0.9759806
240 0.9475071 0.9631984 0.9772242 0.9473289 0.9631148 0.9771948
250 0.9484412 0.9642900 0.9784667 0.9482681 0.9642136 0.9784397
260 0.9494063 0.9653997 0.9797376 0.9492373 0.9653373 0.9797194
270 0.9503815 0.9665514 0.9810497 0.9502350 0.9664928 0.9810298
280 0.9514007 0.9677331 0.9823896 0.9512565 0.9676763 0.9823726
290 0.9524480 0.9689417 0.9837602 0.9523088 0.9688888 0.9837472
300 0.9535201 0.9701802 0.9851609 0.9533892 0.9701301 0.9851533
310 0.9546209 0.9714470 0.9865942 0.9544912 0.9713991 0.9865842
320 0.9557434 0.9727400 0.9880574 0.9556226 0.9726968 0.9880490
330 0.9568939 0.9740642 0.9895508 0.9567770 0.9740232 0.9895418
340 0.9580706 0.9754128 0.9910707 0.9579592 0.9753760 0.9910658
350 0.9592720 0.9767883 0.9926229 0.9591658 0.9767603 0.9926178
360 0.9604983 0.9781948 0.9942001 0.9603959 0.9781662 0.9942002
370 0.9617494 0.9796233 0.9958093 0.9616544 0.9796013 0.9958103
380 0.9630277 0.9810822 0.9974492 0.9629366 0.9810610 0.9974489
390 0.9643248 0.9825673 0.9991156 0.9642426 0.9825470 0.9991139
400 0.9656487 0.9840749 0.9655744 0.9840600
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Tableau 10 :La solubilité de Styréne dans Propane et Propéne supercritique.

Styréne (Solubilité Y)

Propane(Solvant)

Propene(Solvant)

380 °C
Kij=0.059

380 °C
Kij=0.028

pas de solubilité

pas de solubilité

Tableau 11 : La solubilité de Styrene dans CO2 et Ethane supercritique.

Styrene (Solubilité Y)

CO2(Solvant) Ethane(Solvant)
Pression 313°C 323°C 333°C 313°C 323°C 333°C

(bar) Kij=0.0959 Kij=0.0935 Kij=0.0916 Kij=0.1107 Kij=0.1106 Kij=0.1105
100 0.9373053 0.9511721 0.9633705 0.9361725 0.9505190 0.9630138
110 0.9378179 0.9518015 0.9641113 0.9367231 0.9511467 0.9637721
120 0.9383613 0.9524713 0.9648989 0.9372367 0.9518540 0.9645819
130 0.9389162 0.9531583 0.9657307 0.9378659 0.9525802 0.9654126
140 0.9395300 0.9539029 0.9665838 0.9385101 0.9533104 0.9663029
150 0.9401765 0.9546828 0.9674922 0.9391844 0.9541183 0.9672225
160 0.9408486 0.9554892 0.9684326 0.9398842 0.9549544 0.9681765
170 0.9415542 0.9563306 0.9694068 0.9405623 0.9558206 0.9691503
180 0.9422910 0.9572074 0.9704199 0.9413423 0.9567185 0.9701849
190 0.9430562 0.9581130 0.9714625 0.9421470 0.9576489 0.9712514
200 0.9438522 0.9590530 0.9725423 0.9429770 0.9585752 0.9723472
210 0.9446761 0.9600242 0.9736578 0.9438335 0.9595809 0.9734783
220 0.9455308 0.9610268 0.9747964 0.9447205 0.9606143 0.9746432
230 0.9464148 0.9620603 0.9759805 0.9456361 0.9616731 0.9758375
240 0.9473283 0.9631253 0.9771954 0.9465773 0.9627627 0.9770673
250 0.9482692 0.9642091 0.9784406 0.9475466 0.9638814 0.9783105
260 0.9492387 0.9653360 0.9797212 0.9485446 0.9650306 0.9796085
270 0.9502343 0.9664900 0.9810328 0.9495276 0.9662060 0.9809366
280 0.9512559 0.9676741 0.9823771 0.9505878 0.9674094 0.9822926
290 0.9523078 0.9688873 0.9837491 0.9516761 0.9686434 0.9836813
300 0.9533858 0.9701318 0.9851510 0.9527875 0.9699076 0.9850950
310 0.9544890 0.9714020 0.9865847 0.9539266 0.9711968 0.9865421
320 0.9556190 0.9726977 0.9880486 0.9550861 0.9725125 0.9880146
330 0.9567589 0.9740246 0.9895444 0.9562738 0.9738353 0.9895172
340 0.9579424 0.9753777 0.9910668 0.9574848 0.9752113 0.9910481
350 0.9591486 0.9767575 0.9926187 0.9587239 0.9766119 0.9926047
360 0.9603852 0.9781671 0.9942030 0.9599825 0.9780388 0.9941920
370 0.9616423 0.9796010 0.9958103 0.9612678 0.9794885 0.9958063
380 0.9629263 0.9810610 0.9974482 0.9625773 0.9809675 0.9974464
390 0.9642335 0.9825502 0.9991156 0.9639064 0.9824686 0.9991164
400 0.9655640 0.9840586 0.9652637 0.9839928
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Tableau 12 : La solubilité de Triphenylmethane dans Ethylene et Ethyne supercritique.

Triphenylmethane (Solubilité Y)
Ethyléne(Solvant) Ethyne(Solvant)
Pression 313°C 323°C 333°C 313°C 323°C 333°C
(bar) Kij=0.0288 Kij=0.0286 | Kij=0.0285 Kij=0.0878 Kij=0.0879 Kij=0.0881
100 0.0004935 0.0002829 0.0002015 0.0023614 0.0012873 0.0004813
110 0.0008752 0.0005511 0.0003889 0.0028986 0.0019319 0.0009228
120 0.0015322 0.0009188 0.0006695 0.0033869 0.0025546 0.0016271
130 0.0021891 0.0015597 0.0011471 0.0038309 0.0031454 0.0022652
140 0.0029241 0.0022153 0.0016996 0.0042342 0.0037006 0.0029075
150 0.0037213 0.0029650 0.0023660 0.0046002 0.0042189 0.0035373
160 0.0048812 0.0037941 0.0031362 0.0049313 0.0047004 0.0041453
170 0.0058954 0.0050112 0.0039984 0.0054919 0.0054220 0.0047259
180 0.0069595 0.0061083 0.0052836 0.0057845 0.0058738 0.0055787
190 0.0080618 0.0072800 0.0064604 0.0060474 0.0062906 0.0061549
200 0.0091913 0.0085142 0.0077350 0.0062826 0.0066736 0.0066985
210 0.0109410 0.0103483 0.0090964 0.0064915 0.0070242 0.0072090
220 0.0122516 0.0118577 0.0111848 0.0066764 0.0073433 0.0076854
230 0.0135745 0.0134237 0.0129238 0.0068383 0.0076324 0.0081281
240 0.0155632 0.0157683 0.0154882 0.0069791 0.0078931 0.0085375
250 0.0170230 0.0176181 0.0183555 0.0071002 0.0081268 0.0089142
260 0.0184710 0.0203400 0.0209368 0.0072028 0.0083348 0.0092594
270 0.0206535 0.0232710 0.0255593 0.0072886 0.0085186 0.0095737
280 0.0221728 0.0264721 0.0312867 0.0073584 0.0086797 0.0098588
290 0.0243835 0.0299991 0.3143977 0.0074138 0.0088191 0.0101152
300 0.0259063 0.0339088 0.3052950 0.0074556 0.0089386 0.0103450
310 0.0273552 0.0412729 0.2957258 0.0074850 0.0090392 0.0105487
320 0.0295215 0.2320927 0.2871648 0.0075028 0.0091223 0.0107282
330 0.0308606 0.2217800 0.2777339 0.0075102 0.0091890 0.0108845
340 0.0320841 0.2104683 0.2686180 0.0075078 0.0092405 0.0110189
350 0.0331867 0.2002506 0.2600178 0.0074964 0.0092777 0.0111328
360 0.0349827 0.1883277 0.2512718 0.0074770 0.0093017 0.0112273
370 0.0358546 0.1770646 0.2418585 0.0074501 0.0093136 0.0113037
380 0.0365895 0.1639854 0.2330025 0.0074164 0.0093141 0.0113630
390 0.0371963 0.1507235 0.2240809 0.0073764 0.0093044 0.0114067
400 0.0376782 0.1356564 0.2150934 0.0073310 0.0092850 0.0114353

Tableau 13 : La solubilité de Triphenylmethane dans Propane et Propéne supercritique.

Triphenylmethane (Solubilité Y)
Propane(Solvant) Propéne(Solvant)
Pression 380 °C 380 °C
(bar) Kij=0.0726 Kij=0.0413
100 0.6435769 0.6600432
110 0.6314771 0.6493561
120 0.6194839 0.6387834
130 0.6074742 0.6283271
140 0.5953783 0.6180022
150 0.5836771 0.6078035
160 0.5719700 0.5975391
170 0.5602766 0.5875949
180 0.5486028 0.5777671
190 0.5369479 0.5680577
200 0.5253041 0.5584673
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210 0.5136565 0.5489883
220 0.5019864 0.5396238
230 0.4907706 0.5303680
240 0.4791276 0.5212249
250 0.4674329 0.5121906
260 0.4556587 0.5032616
270 0.4443935 0.4944378
280 0.4325386 0.4860065
290 0.4211179 0.4774075
300 0.4091052 0.4689116
310 0.3974969 0.4605118
320 0.3852099 0.4522144
330 0.3733390 0.4440162
340 0.3606313 0.4359162
350 0.3483739 0.4279085
360 0.3358373 0.4199992
370 0.3229786 0.4121819
380 0.3097509 0.4044596
390 0.2960830 0.3968284
400 0.2818879 0.3892901

Tableau 14 : La solubilité de Triphenylmethane dans CO2 et Ethane supercritique.

Triphenylmethane (Solubilité Y')
CO2(Solvant) Ethane(Solvant)
Pression 313°C 323°C 333°C 313°C 323°C 333°C
(bar) Kij=0.093 Kij=0.0917 Kij=0.0905 | Kij=0.1174 | Kij=0.1178 Kij=0.118
100 0.0008334 0.0001425 0.0000686 | 0.0007311 | 0.0006582 0.0005427
110 0.0016504 0.0004398 0.0001642 | 0.0008434 | 0.0008149 0.0007377
120 0.0022731 0.0008989 0.0003645 | 0.0009444 | 0.0009584 0.0009240
130 0.0028344 0.0016485 0.0006903 | 0.0010976 | 0.0011607 0.0011736
140 0.0033391 0.0022904 0.0012609 | 0.0011875 | 0.0012932 0.0013553
150 0.0037919 0.0029154 0.0018555 | 0.0012688 | 0.0014149 0.0015252
160 0.0041969 0.0035095 0.0024957 | 0.0013423 | 0.0015263 0.0016833
170 0.0045583 0.0040664 0.0031511 | 0.0014087 | 0.0016282 0.0018301
180 0.0048796 0.0045836 0.0038021 | 0.0014684 | 0.0017212 0.0019658
190 0.0054692 0.0053903 0.0044355 | 0.0015221 | 0.0018059 0.0020910
200 0.0057452 0.0058795 0.0053913 | 0.0015701 | 0.0018828 0.0022062
210 0.0059874 0.0063283 0.0060467 | 0.0016129 | 0.0019525 0.0023120
220 0.0061985 0.0067375 0.0066698 | 0.0016509 | 0.0020154 0.0024088
230 0.0063808 0.0071081 0.0072573 | 0.0016845 | 0.0020720 0.0024972
240 0.0065367 0.0074422 0.0078073 | 0.0017139 | 0.0021227 0.0025776
250 0.0066679 0.0077406 0.0083188 | 0.0017395 | 0.0021680 0.0026506
260 0.0067770 0.0080058 0.0087912 | 0.0017615 | 0.0022081 0.0027165
270 0.0068650 0.0082394 0.0092249 | 0.0017802 | 0.0022435 0.0027758
280 0.0069344 0.0084432 0.0096206 | 0.0017959 | 0.0022745 0.0028290
290 0.0069862 0.0086191 0.0104193 | 0.0018088 | 0.0023013 0.0028762
300 0.0070225 0.0087687 0.0107714 | 0.0018191 | 0.0023242 0.0029181
310 0.0070441 0.0088941 0.0110860 | 0.0018269 | 0.0023436 0.0029549
320 0.0070528 0.0089968 0.0113642 | 0.0018325 | 0.0023596 0.0029869
330 0.0070496 0.0090783 0.0116080 | 0.0018361 | 0.0023724 0.0030143
340 0.0070355 0.0091406 0.0118189 | 0.0018377 | 0.0023824 0.0030377
350 0.0070117 0.0091848 0.0119980 | 0.0018375 | 0.0023898 0.0030570
360 0.0069792 0.0092124 0.0121479 | 0.0018357 | 0.0023946 0.0030728
370 0.0069387 0.0092249 0.0122698 | 0.0018323 | 0.0023970 0.0030851
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Liste des annexes

380
390
400

0.0068911
0.0068372
0.0067777

0.0092234
0.0092091
0.0091833

0.0123657
0.0124372
0.0124864

0.0018276
0.0018216
0.0018144

0.0023973
0.0023956
0.0023921

0.0030942
0.0031003
0.0031037
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Optimization of Supercritical Carbon Dioxide Extraction of Phenolic
Compounds from Algerian Plant (Peganum harmala Seeds) using Box-
Behnken Design

Sarra Melloul **, Raouf Zehioua® and Abdeslam-Hassen Meniait

1 Université Constantine 3 Salah Boubnider

* Corresponding authors: sarramelloul@live.fr; Tel.:+213793176164.
Abstract: The present study considered the extraction of phenolic compounds from seeds of a
natural local plant, known as Peganum harmala, by means of a supercritical carbon dioxide
extraction. A Box-Behnken statistical design was used to optimize the extraction yield, hence the
phenolic compounds, with respect to the operating parameters: pressure, temperature and particle
size at a fixed supercritical CO, flow rate of 50 g min™* and for an extraction time of 180 min. A
maximum total phenolic content (TPC) of 79.04 mg GAE/g E was obtained at 100 bar and 35°C
for a particle size of 0.9 mm.

Keywords: Carbon dioxide; Phenolic compounds; Box-Behnken.

1. Introduction

New bioactive compounds extracted from natural plants are regularly tested in traditional medicine.
Recently applications have been extended to pharmaceutical, cosmetic and food industries, due to
the development of oil extraction techniques, particularly those based on the use of a supercritical
fluid, avoiding organic solvents and their consequences towards the human health and the
environment[152]. Carbon dioxide at supercritical state is currently used due to obvious advantages
like its great availability, low cost, low critical properties, no environmental impact, etc. [153].

Therefore Peganum harmala a local natural plant from zygophyllaceae family was considered[28].
It is a growing plant highlypresent in Mediterranean, Asian, American and Australian countries [3-
5]. Its main interest lies in its alkaloids composition, hence its biological activities and properties
[4]. This has particularly encouraged the study and determination of the effects of the operating
conditions of pressure, temperature, particle size and a fixed CO; flow rate and extraction time on
the total phenolic compounds content of extracts obtained from Peganum Harmala L. seeds, via a
Box-Behnken statistical design.

2. Materials and Methods

2.1. Plant material

Peganum Harmala L. seeds were obtained from last spring harvest, in the east of Algeria. They
underwent a washing, drying, grinding into small particle sizes and sieving for a classification into
three classes of 0.5, 0.7 and 0.9 mm in diameter, respectively.

2.2. Chemicals and reagents
Air Liquide Algeria supplied 99.99% pure Carbon dioxide.
2.3. Methods

2.3.1.Supercritical CO; extraction
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The supercritical fluid extraction was performed by means of a machine purchased from Separex
(France). A mass of 50 g of crushed Peganum Harmala leaves in a 50 mL stainless steel cylindrical
was put into contact with the supercritical CO; for 3 hours, changing for each experimental run the
temperature and the pressure.

2.3.3. Experimental design

Box-Behnken design was applied to optimize the extraction yield of Peganum harmala oil. The
three considered factors were the particle size (x1), the temperature (x2) and the pressure (Xs), in
ranges of [0.5, 0.9 mm], [35, 55°C] and [100, 300 bar], respectively, as shown in the following
table:

Table 1: The level of variables chosen for the Box—Behnken design

Variables (coded) | xis (mm) | X2 (°C) | x3 (bar)
-1 0.5 35 100
0 0.7 45 200
1 0.9 55 300

3. Results and Discussion

Different oil extraction yield values were obtained for the different extracts, depending on the
adopted operating conditions. These results were used to optimize the objective function by means
of an experimental design to obtain the operating parameters values corresponding to the highest
value of the yield as well as the total phenolic content.

The obtained optimum operating parameters were 100 bar, 35°C and 0.9 mm, for the pressure,
temperature and particle size, corresponding to an optimum oil extraction yield value of 79.04 mg
GAE/g E%.

4. Conclusion

The present study has shown carbon dioxide supercritical extraction can be used to valorize natural
plants like Peganum harmala, present in abundance in nature, with no cost, no environmental
impact, etc. It may also be an important source of oil characterized by an important antioxidant
potential that can be exploited in many applications in the agro-food and pharmaceutical industrial
fields.
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Abstract

Algeria is a country rich in various plants of great medicinal value which are not well
exploited. This has encouraged the present work which considered the extraction of oil by
means of supercritical carbon dioxide extraction (SFE), from chosen local plants
characterized by the presence of many compounds of biological importance such as
phenolic and alkaloids. Experimental SFE had been carried out focusing on the
optimization of the oil extraction yield and the composition to meet specific goals in the
pharmaceutical or food industries. The antioxidant activity was measured basing on the
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) test. The results showed the obtention of very interesting
oil extraction yields with quite good composition and antyoxydant capacity, comparatively to
conventional extraction techniques, hence confirming the reliability of the SFE technique regarded

as a clean and green process.

Keywords: Carbon dioxide; high pressure; DPPH; antioxidant activity, extraction yield
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Supercritical carbon dioxide extraction of oil from Plantago psyllium husks and
seeds, and optimization using Box-Behnken design based multi-response analysis.

Sarra Melloull; Raouf Zehioual; Abdeslam-Hassen Meniqil
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Chemical Engineering, Environmental Process Engineering Laboratory (LIPE), Constantine,
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Abstract

The present study considered the oil extraction from husks and seeds of Plantago psyllium,
by means of a supercritical fluid extraction (SFE) using carbon dioxide. A Box-Behnken
statistical design based multi-response analysis was used to investigate the effect of
operating parameters like pressure (100-300 bar), temperature (40-60 °C), particle size
(0.25-0.85 mm) and time (30-180 min) at a fixed supercritical CO> flow rate.

The phytochemical tests were also carried out on the extracts, by qualitative
characterization reactions and quantitative analysis.

The adopted approach had the merit to consider two aspects: (i) an experimental work
based on the supercritical fluid extraction technology; (ii) a modeling and optimization part
based on a Box-Behnken statistical design to investigate the effect of the considered
operating.

Keywords:Carbon dioxide; Supercritical extraction; Box-Behnken statistical; multi-
response analysis; Optimization, phytochemical screening
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ABSTRACT

Supercritical fluid extraction (SFE) with carbon dioxide has shown to be an attractive non-
conventional separation method in the food industry due to several advantages
comparatively to conventional technigques based on the use of organic solvents.

Supercritical CO; extracts from local P. harmala seeds, were obtained at different operating
conditions and their antibacterial activity was determined evaluated in order to investigate
the effect of operating parameters like pressure (100-300 bar), temperature (35-55 °C),
particle size (0.5-0.9 mm) at a fixed supercritical CO; flow rate. The results were compared
with those obtained by the traditional Soxhlet method considering different
microorganisms.

The results showed that the considered herbs were a valuable source of compounds with a
good antibacterial activity, depending on the operating conditions.

KEYWORDS: Supercritical CO,; Conventional method; Antibacterial activity; Soxhlet;
P. harmala.
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Abstract Results
Supercritical CO2 extracts from local P. harmala seeds, were obtained at different operating conditions and their The anfibacterial activity of itial extracts is ized in fig 1. This study involves the use of seeds of peganum

antibacterial activity was determined evaluated in order to investigate the effect of operafing parameters like pressure harmala,

(100-300 bar), temperature ( 35-55 °C], particle size (0.5-0.3 mm] ata fixed supercritical CO 2 flow rate. The results were The tow bacterial strains showed different response to the supereritical extracts when used as antibacterial agent.

:‘:‘mm‘:m:l thu:ihm:i;:ned b’.;h'ﬁ;:“:m' Enxhlezm::hod Cnrlilt:erllludllfe;ent_rln’:cmn::nz::. teria i About 82,31 % from Supercritical extracts from the same plant extracted at different operating conditions (13 extracts) has

d: '“:;‘n ’;n :’;‘D a;nnE:::;;:;: erbs were a valuable source of compounds witha good antibterial activty, inhibited the growth of Bacilus subilis [ATCC 6833) bacterial strain , with inhibition diameters of 04,5 fo 12 mm. while, it
pencing on e operating - showed a lower percent (30,17 %) againstthe Escherichia col (ATCC 29922) baceri, it has inhibited the growth wih diameters

: (09 1o 13 mm). 'y
Introduction fan |y
Peganum harmala belongs to zygophyllaceae family made of about 27 genera and 285 species[1]. Itis a wild growing 0 . g ; ’ { ﬂ ’l m
flowering plant, highly present in North Africa, in Mediterranean, middle and far East countries like southern parts of wbn gOJMLLWLL BLILLLN
Iran, Pakistan and India [2], [3]. lts fame is mainly due to its exceptional composition in lkaloids and their various Are FAFIISFI G
interesting biological activities 2], [4]. - -v‘ﬁiﬁk"}f -v’i\v@?i\f&;’\?—.ﬁ? -f
oF P XL
al et RARCEEREN
pish
) ' o bl [RTCT G033 il cnl JATCE 2022
Materlfﬂs and MethOds Fig:2 Fig,1 The diameters of the zones of inhibition of the different
Supareritical CO2 eatracfion itical extracts of peganum harmala seeds

A supercritical fluid extraction machine (Separex-4219) supplied by Separex {Champigneulles, France] was used. For each
experimental run a mass of 50 g of crushed Peganum Harmala leaves were introduced into a 50 mL stainless steel cylindrical vessel Dlscussmn and COnc|us|°ns
the ends of which are protected by filter mesh sereens to prevent any particles entrainment by supereritical phase. The duration of

eath run was around 3 hours, using supercritical CO2 at different condifions of temperature and pressure. From this anfibacteial study, it can be observed that gram posiive bacteia (B. sublifs) i mar suscepible than

Anfibasterial assay gram negative bacteria, Gram negative bacteria, E. coli, which is already known to be mulfi-esistant to drugs.
The extracts obtained were tested o evaluate the antibactril activity. This test was evaluated by the diffsion disc method, against | | This study demonsirated the sgnificant effct of the supercrifcal exraction process, and this shows, according
two bactera (Bacillus subtiis (ATCC 6633) and Escherichiz coli (ATC 25922)These bacteria must be subcutured by the streak | | 1 these results, that here is  relafionship between the antibacterial activity and the operaing conditons used

method on Mueller Hinton agar, and then incubated at 37°C to obtain fresh colonies which wil be used to prepare the inoculum. in the extraction processes (fig! & 2). The resistance of bacterial strains differed according to the different
: [ operating conditions, where the highest value of inhibition was recorded at 0.5 mm, 55 °C and 200 bar for B.
1 subtilis, while the highest value was recorded at 0.5 mm, 35 “C and 200 bar for Escherichia coli (fig.1).
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Effect of supercritical extraction parameters on bioactive compounds.
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ABSTRACT

Introduction:

Researchers show great interest to the study of the natural bioactive regarding the possibility
of using them as an alternative to the synthetic compounds used to food and pharmaceutical
sectors.

The increasing evidence correlating diet and chronic illnesses, the limitation imposed on the
application of food additives produced from synthetic chemicals as well as their banishment in
some food products, made incorporation of natural food additives as one of the most important
trends in the food industry today

Objectives:

Supercritical CO2 was used, in order to investigate the effect of operating parameters like
pressure (100-300 bar), temperature (35-55 °C), particle size (0.5-0.9 mm) at a fixed
supercritical CO2 flow rate on the bioactive compounds.

Materials and Methods:

A supercritical fluid extraction machine (Separex-4219) was used. For each experimental run a
mass of 50 g of crushed seeds were introduced into a 50 mL stainless steel cylindrical vessel the
ends of which are protected by filter mesh screens to prevent any particles entrainment by
supercritical phase. The duration of each run was around 3 hours, using supercritical CO2 at
different conditions of temperature and pressure,and their bioactive compounds were identified
using GC-MS method.

Results:

The determined extraction conditions for an optimal extraction yield were a pressure of 300 bar,
a temperature of 55 °C and particle size of 0.5 mm.

Conclusion:

The results showed that the considered herb were a valuable source of bioactive compounds
with a good biological activity, depending on the operating conditions.

Keywords: Supercritical CO2; GC-MS; bioactive compounds; Fatty acid
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An increasing interest is currently shown by researchers to natural bioactive substances, exploring any possible use as alternatives to synthetic compounds usually involved in food, pharmaceutical and

cosmetic fields.

The clear evidence relating dietary modes and chronic illnesses, the limitations imposed on the use of food additives produced from synthetic chemicals as well as their banishment i some food products,

made the incorporation of natural food additives as one of the most important trends in the food industry, nowadays.

An ideal extraction method should be fast and easy to operate in order to lead to a quantitative and qualitative recovery without any compound degradation along with an easy separation of the extracts from
the solvent. The development and application of alternative green technology to replace conventional extraction methods with improved extraction efficiency and low environmental impact for the extraction
of substances from natural bicactive compounds is therefore very important. Supercritical fluid technology may offer features that overcome many limitations of conventional extraction methods [1].

Objective

Supercritical CO2 extraction was carried out |
investigating the effect of operating parameters like
pressure (100-300 bar), temperature (33-33 °C),
particle size (0.5-0.9 mm) at a fixed supercritical
CO2 flow rate, on various performance criteria like
the extraction yield from the bioactive compounds.

Materials and Methods

Fig.1 The Supercritical CO2 extraction pilot

The supercritical fluid extraction (Separex-4219)
machine shown in Figl was used. For each
experimental run a mass of 30 g of crushed seeds
were infroduced imto a 30 ml stamnless steel
cylindrical vessel the ends of which are protected
by filter mesh screens to prevent any particles
entrainment by supercritical phase. The duration of
each run was around 3 hours, using supercritical
CO2 at different conditions of temperature and
pressure, and their bicactive compounds were
identified using GC-MS method.

Yield %

0,5mm, 45 0,5mm, 45 0,9 mm, 45 0,5 mm, 45
*C,100 bar C.300 bar “C.100 bar °C.300 bar

Fig 2, Experimental results extraction yields

Table 1: Oil extracts composition by Ge-Ms

analyses (GC-MS),
0.5 mm, 05mm, 0.8mm, 0.5 mm,
45°, 45°, 45°c, 45°,
300 bar 100 bar 100 bar 300 bar
L] % % %
C16H3202 0.18 n.22 015 0.11
C20H420 - - 0.46
CI6H34D 0.17 0.23 -
C18H3602 0.21 - - 0.15
C17H3202 0.35 0.32 0.20 0.24
C17H3A02 15.29 14.48 10.49 1315
( C19H360 ) - - - 0.24
\l‘.:lﬂﬂzm./ 0.13 - 0.27 0.23
C15H2602 - 0.19 - -
C21HADDZ 0.23 - 0.20
C18H3602 0.25 0.21 - -
C21H4002 - - 109 -
C13H302 45.18 47.69 53,21 48.50
gﬂ:ﬂojg 38.03 3[4E 3060 3390
TIHIBOT - 297 - 3.30

* Effect of operating parameters

Different o1l extracts obtained by means of the supercritical carbon dioxide extraction are
shown in Fig2.

Generally, a pressure increase induces a significant increase in the oil extraction yield.
This is explained by the fact that a pressure increase of the supercritical solvent leads to
an increase of the solvent power and a better oil solubility in solvent, resulting in an
enhanced oil extraction yield [2]. In addition, It 15 clear that a small particle size provides
more mass transfer area than a larger one. This 13 well followed by the results of Fig. 2
where for a given temperature and pressure, the highest yield corresponded to the smallest
particle size. For instance for a particle size of 0.9 mm, a temperature of 45°C and a
pressure of 300 bar, the yield was 5,38 %, and at the same conditions but for particle sizes
of 0.5 mm, the corresponding yield values was 11,74%.

The chemical composition of the supercritical extracts of Peganum harmala was
determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry. Base compounds were
idenfified in the extracts, with only three major compounds. Table 1 shows the
composition of the oil changes according to the operating conditions used,

Conclusion

The present study has shown that carbon dioxide supercritical extraction can be used to
valerize natural plants like Peganum harmala, present in abundance in nature, with no
cost, no environmental impact, etc. It may also be an important source of oil characterized
by an important biological activities that can be exploited in many applications in the
agro-food, pharmaceutical industrial and cosmetic fields.
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Supercritical CO, extraction of bioactive compounds from local
Peganum Harmala plant seeds and optimization of the extraction
yield and the antioxidant activities
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: A great variety of natural plants provide an important source of bioactive compounds having
Carbon dixide interssting applications in sensitive felds like food, phamacentical and cosmetic industries,
Extraction yield particularly with the development of the superentical carbon dioxide extraction. Therefore the
Phenolic compounds prezent study focused on the study of this techrique to extract valuable bicactive substances from
Antiovidant activity seeds of a local natural plant known as Pezanum harmala. The properties of the extracts were also
Response surface methodology

considered, particularly msisting on the antioxidant activity potential. The extraction yield was
optimized and the corresponding operating conditions were determined. A Box-Behnken statiz-
tical design was uzed to investigate the effect of operating parameters like prezsure, temperature
and particle eize at a fived supereritical CO, flow rate of 50 £ min ! for an extraction time of 180
min. Furthermaore, the total antioxidant activity of the plant extracts was assezsed using the 2, 2-
diphenyl-1-pierylhydrazyl (DPPH) method whereas the Response surface methodology (RSM)
combined with Box-Behnken decign was used for the optimization of process key parameters. The
lughest extraction yield waz achieved at a pressure of 300 bar, a temperature of 55 °C and a
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Résumé

Le présent travail traite de I'utilisation de I'extraction par fluide supercritique pour obtenir des huiles a partir de
deux plantes naturelles locales choisies, a savoir les graines de Peganum harmala et de Plantago ovata. Le procédé
d'extraction a été réalisé dans différentes conditions expérimentales de pression, de température et de
granulométrie. En utilisant Box Behnken, le rendement optimal en graines de Peganum harmala a été de 15.001 %
a 300 bars, 55 °C et une granulométrie de 0.5 mm, alors que pour les graines de Plantago ovata, il a été de 11.109%
a 240 bar, 60°C et granulométrie 0.25mm. Les activités biologiques (antioxydante, antibactérienne et antifongique)
de ces extraits ont également été évaluées. Le piégeur de radicaux DPPH a été utilisé pour évaluer l'activité
antioxydante. Les valeurs optimales pour 11C50 et le TPC ont ét¢ de 172.99 pg/mL et 79.04 mg GAE/g E,
respectivement a une pression d'extraction de 100 bar, une température de 35°C et une granulométrie de 0.9 mm.
Cependant pour le TFC, une valeur optimale de 7.10 mg QE/g E a été obtenue & une pression de 170.7 bar mais
toujours & une température et une granulométrie de 35°C et 0.9 mm, respectivement, alors qu'aucune activité n'a
été enregistrée pour les graines de Plantago ovata, contrairement aux extraits obtenus par extraction Soxhlet au
méthanol, ou les résultats ont été estimés a 90 mg/ml et 35 mg/ml pour les graines de Peganum harmala et Plantago
ovata, respectivement. Quant a I'activité antibactérienne, la capacité de 15 extraits de graines de Peganum harmala
et de 15 extraits de Plantago ovata, a stabiliser 4 types de bactéries en plus de la levure candidate, a été testée.
Quant a I'activité antifongique, sept champignons ont été testés. Des résultats différents ont été obtenus selon les
bactéries et les champignons utilisés. De plus, les différents résultats ont été liés aux conditions expérimentales
adoptées. Les résultats obtenus par extraction Soxhlet ont été bien meilleurs que ceux extraits par le dioxyde de
carbone supercritique, malgré les avantages apportés par ce dernier. Cet inconvénient a encouragé le
développement d'une stratégie de conception moléculaire des fluides supercritiques, utilisant le concept de
contribution de groupe. Cing nouveaux fluides supercritiques (CF4, CF3CF3, CF3CH3, CH2NCF3 et
CF3CF2CH3), ont été testés et ont montré de bien meilleures solubilités de deux solutés choisis (Climbazole,
Irgacure) par rapport a celles dans le CO2 supercritique a des plages de pression et de température données,
contrairement & un troisiéme soluté (Triclocarbon) ou seul le CF3CF2CH3 proposé a montré légerement une
meilleure solubilité que dans le CO2 supercritique. Enfin une autre approche a été proposée pour optimiser la
composition de I'extraction en fonction d'un composé particulier directement lié a une activité de propriété ciblée
particuliére. Cela reste a affiner pour aboutir a un outil important pour I'obtention d'extraits sur mesure.
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