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Résumé

Ce travail porte sur I'¢tude et la caractérisation de deux goudrons noirs obtenus par pyrolyse
traditionnelle du bois de deux arbres forestiers d'Algérie : le genévrier thurifeére (Juniperus
thurifera L.) et le pin d'Alep (Pinus halepensis Mill).

Une série d'analyses physicochimiques et biologiques a été déclenché. La séparation par
chromatographie sur colonne a permis d'isoler six fractions distinctes, dont la fraction principale
riche en composés phénoliques issus de la dégradation thermique de la lignine. L'analyse par
spectroscopie infrarouge (FTIR) a confirmé la présence de groupements phénoliques,
aromatiques, carbonylés et aliphatiques dans les deux échantillons, avec une richesse plus
marquée en composés phénoliques oxygénés pour le goudron de genévrier, et une influence
plus importante des résines et terpenes pour le goudron de pin. L'étude rhéologique a révélé que
le goudron de pin présente une viscosité et une élasticité plus élevées, reflétant une composition
en molécules plus lourdes et plus complexes. Sur le plan biologique, les deux goudrons ont
démontré une activité antimicrobienne notable contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus
et Candida albicans. Le goudron de genévrier s'est révélé le plus efficace, avec une zone
d'inhibition de 28 mm contre S. aureus. Concernant l'activité antioxydante évaluée par le test
DPPH, le goudron de genévrier a affiché un taux d'inhibition de 45,80 %, 1égerement supérieur
a celui du goudron de pin qui atteint 40,87 %.

Ces résultats valident scientifiquement leurs usages traditionnels et ouvrent la voie a des
recherches futures visant a isoler les molécules actives, étudier leurs mécanismes d'action et
développer de nouvelles applications thérapeutiques a partir de ces ressources naturelles locales

encore sous-exploitées.

Mots-clés : Goudron noir; Juniperus thurifera L.; Pinus halepensis Mill. ; Pyrolyse ;

Composés phénoliques ; Activité antimicrobienne ; Activité antioxydante.



Abstract :

This work focuses on the study and characterization of two black wood tars obtained by
traditional pyrolysis of the wood of two Algerian forest trees: the thuriferous juniper (Juniperus
thurifera L.) and the Aleppo pine (Pinus halepensis Mill.).

A series of physicochemical and biological analyses were performed. Separation by column
chromatography allowed the isolation of six distinct fractions, including the main fraction rich
in phenolic compounds resulting from the thermal degradation of lignin. Analysis by multi-
phase infrared spectroscopy (FTIR) confirmed the presence of phenolic, aromatic, carbonyl,
and aliphatic groups in both samples, with a greater abundance of oxygenated phenolic
compounds in the juniper tar and a greater influence of resins and terpenes in the pine tar. The
rheological study revealed that pine tar exhibits higher viscosity and elasticity, reflecting a
heavier and more complex molecular composition. Biologically, both tars demonstrated
significant antimicrobial activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Candida
albicans. Juniper tar proved the most effective, with an inhibition zone of 28 mm against S.
aureus. Regarding antioxidant activity, as assessed by the DPPH assay, juniper tar showed an
inhibition rate of 45.80%, slightly higher than that of pine tar, which reached 40.87%.

These results scientifically validate their traditional uses and pave the way for future research
aimed at isolating active molecules, studying their mechanisms of action and developing new

therapeutic applications from these still under-exploited local natural resources.

Keywords: Black tar ; Juniperus thurifera L. ; Pinus halepensis Mill. ; Pyrolysis ; Phenolic

compounds ; Antimicrobial activity ; Antioxidant activity.
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Introduction Générale

Introduction générale

L’extraction du goudron végétal est une pratique trés ancienne en Afrique du Nord et
dans le Sahara, transmise de génération en génération sans que I’on puisse en fixer précisément
I’origine. Elle repose sur des méthodes traditionnelles simples, consistant a chauffer le bois en
absence d’air (distillation séche), afin d’obtenir une substance noire, visqueuse et fortement
odorante [1, 2].

Selon les régions et les cultures, le goudron porte différentes appellations. Chez les
Touaregs, le terme « Kedran » est souvent utilisé pour désigner le goudron d’origine minérale.
Dans les milieux arabophones, les mots « El-qatran » ou « El-gedran » peuvent désigner aussi
bien le goudron végétal que minéral. On trouve également le terme « El-godron », influencé
par le frangais « goudron ». Dans certaines régions berbérophones, une appellation spécifique
comme « berkanda » est employée, témoignant de la richesse linguistique et culturelle autour
de ce produit [1].

En Algérie et plus largement au Maghreb, le goudron occupe une place importante dans
les pratiques traditionnelles. Il est utilisé pour ses propriétés thérapeutiques, notamment comme
antiseptique, antifongique et antiparasitaire, ainsi que dans le domaine vétérinaire [3, 4]. Il
intervient également dans certaines pratiques culturelles et rituelles. Malgré cet usage ancestral,
la composition chimique de ces goudrons reste encore partiellement méconnue, et leur
valorisation scientifique demeure insuffisante au regard de leur potentiel biologique [4].

Le goudron végétal est obtenu a partir de la distillation de différentes essences locales
telles que le genévrier, le pin d’Alep, le cédre ou encore le tamaris [5]. La nature de ces matieres
premicres influence directement la qualité et la composition du produit final. Ainsi, le goudron
végétal ne se limite pas & un simple produit utilitaire ; il constitue un élément du patrimoine
culturel, associant savoir-faire traditionnel, usages médicinaux et pratiques sociales [1].

Le procédé d’extraction traditionnel repose sur I'utilisation de fours artisanaux. Le bois
est soumis a une pyrolyse lente en absence d’oxygene, provoquant la décomposition thermique
des constituants lignocellulosiques et la formation de goudron, de gaz et de charbon [6-8]. La
température appliquée ainsi que la durée de chauffage influencent fortement le rendement et la
composition chimique du goudron obtenu [6].

Cependant, une question importante se pose : les différents types de goudron produits
dans ces régions présentent-ils les mémes caractéristiques physico-chimiques et
microbiologiques ? En réalité, plusieurs facteurs influencent la qualité et la composition du
produit final. Parmi eux, on peut citer la nature de la matiére premicre (espece végétale utilisée),

les conditions climatiques, la technique de distillation (température, durée, type de four) ainsi

1
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que les méthodes de stockage [6, 8]. Ces variations peuvent entrainer des différences notables
dans la composition chimique (teneur en phénols, hydrocarbures et composés aromatiques) et
dans les propriétés biologiques, notamment I’activité antimicrobienne et antioxydante [4, 9].

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail, dont I’objectif principal est
d’étudier et de caractériser les goudrons noirs issus de la pyrolyse de Juniperus thurifera et de
Pinus halepensis ; deux essences forestieres emblématiques des écosystemes méditerranéens et
largement présentes dans 1’Ouest Algérien [5, 10]. Pour ce faire, différentes méthodes
analytiques ont été mises en ceuvre : chromatographie sur couche mince (CCM),
chromatographie sur colonne, spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR),
spectroscopie UV-Visible, analyse thermogravimétrique (ATG-DSC) et spectroscopie par
résonance magnétique nucléaire (RMN 'H et 3C). Les activités biologiques, notamment
’activité anti-radicalaire (DPPH) et ’activité antimicrobienne, ont également été évaluées |9,
11].

Ce mémoire est organisé en quatre chapitres. Le premier chapitre présente une synthese
bibliographique sur les goudrons végétaux, les espéces utilisées ainsi que leur contexte
botanique et écologique. Le deuxiéme chapitre décrit les principales techniques d’analyse et
méthodes de caractérisation employées dans ce travail. Le troisiéme chapitre expose le matériel
végeétal utilisé, la station d’étude choisie ainsi que les méthodes expérimentales adoptées pour
la pyrolyse et les différentes analyses. Enfin, le quatriéme chapitre est consacré a la présentation
et a la discussion des résultats obtenus, avant de conclure par une synthése générale des apports

et des perspectives de ce travail.
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Chapitre 1: Les Goudrons Végétaux

1.1 Définitions des goudrons

Les goudrons se définissent par leur mode d’obtention. En effet, ils sont produits a partir
de combustibles portés a haute température. Il existe plusieurs types de combustibles tels que
les végétaux (pin, hétre, bouleau, cédre et cade), la houille ou le schiste (origine pétrolifere).
Ces différents combustibles donnent des goudrons de nature différente [1]. On peut les classer
plus précisément en 3 groupes :

*¢ Les goudrons de bois (goudron de pin, goudron de hétre, huile de bouleau, huile

décacdre, huile de cade) ;
¢ Les goudrons fossiliféres (goudrons de houille) ;

¢ Les goudrons sédimentaires (origine schisteuse, origine pétrolifére) [2].

Lorsque les combustibles sont portés a une température importante, différents gaz sont
produits et un liquide sombre et insoluble dans I’eau s’écoule, ¢’est le goudron. Les goudrons
ont pour caractéristiques une couleur brune, une densité importante une forte odeur aromatique
et une viscosité plus ou moins importante. Ils différent par leurs compositions, leurs procédés
d’obtention et leurs degrés de pureté [1].

On peut noter tout de méme des composés communs. Ainsi, les goudrons réunissent la
plupart des especes moléculaires fondamentales tels que des acides, des phénols, des
hydrocarbures paraffiniques ou aromatiques [3].

1.2 Les Goudrons végétaux

Les Goudrons végétaux se distinguent en plusieurs types tels que :
1.2.1 Le goudron de pin ou goudron de Norvege (pine tar)

Le goudron de pin est obtenu par distillation séche de bois résineux. C’est une
distillation per descenseur. Pour la réalisation de celle-ci, racines, troncs et copeaux de pins sont
utilisés.

On distingue le goudron de Norvege utilisé en pharmacie, du goudron des Landes. Le
goudron de Norvege est obtenu a partir de deux especes de pins : Pinus sylvestris et Pinus
ledebourii alors que le goudron des Landes est obtenu a partir de Pinus maritima [1].

Le goudron de pin a eu, au cours des siecles, de multiples applications. La premiére
utilisation du goudron de pin fut I’enduit et le calfeutrage des coques de bateaux. Il est ensuite
remarqué pour ces propriétés cicatrisantes ce qui amene a I’employer contre les démangeaisons
et la gale [4].

Sous forme d’eau de goudron, il est ensuite indiqué dans le traitement des bronchites

chroniques car il permet de fluidifier les sécrétions bronchiques. Il est également préconisé par
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extension contre la tuberculose pulmonaire. Il existe d’ailleurs des médicaments vétérinaires a
base de goudron de pin présentant des indications trés variées. Ainsi, Réducine Absorbent est
une pate externe destinée aux douleurs, engorgements des membres ainsi qu’aux « boiteries »
des chevaux, juments et poulains. Vet Onguent Noir Biototal et Argiletz Horse Onguent de
Pieds sont d’autres produits destinés a la cicatrisation des cornes et des sabots de pied des
chevaux [1].

1.2.2 Le goudron d’hétre

Obtenu a partir du hétre, Fagus sylvatica, il est aussi appelé « beech tar ». Sa
composition est trés différente de celle des goudrons résineux. Le goudron de hétre pourrait
permettre de modifier une partie de la parakératose (phénoméne important chez les personnes
atteintes de psoriasis) en orthokératose (augmentation de I’orthokératose jusqu’a 19%) et de
diminuer I’afflux de sang au niveau des Iésions psoriasiques [5, 6].

1.2.3 L’huile de bouleau

Le bouleau appartient a la famille des Bétulacées (ordre des Fagales) et au genre Betula.
Ce dernier comporte a travers le monde une quarantaine d’espéces. Trois sont présentes en
France : Betula verrucosa, Betula nana et Betula pubescens. L’huile de bouleau, également
dénommeée essence blanche ou « birch tar oil », est produite a partir des especes Betula
verrucosa et Betula pubescens par distillation a la vapeur d’eau [7].

Autrefois, I’huile de bouleau était utilisée non seulement dans le traitement des cuirs
mais également en médecine, dans des préparations destinées au traitement de maladies de peau
telles que 1’eczéma et le psoriasis. Ces préparations €taient appliquées essentiellement sur le
cuir chevelu. L’un de ses intéréts résidait dans le fait qu’elle masquait 1’odeur d’autres
constituants [8].

1.2.4 L’huile de cédre

Le genre Cedrus regroupant les cédres appartient au groupe des coniferes. Il fait partie
de la famille des Pinacées (pins) et de la sous-famille des Abiétacées (sapins). Il existe quatre
espeéces de cedre dont le cédre du Liban (Cedrus libani), le cédre de 1’Himalaya (Cedrus
deodora), le cédre de Chypre (Cedrus brevifolia) et enfin le cedre de 1’ Atlas (Cedrus atlantica).
C’est ce dernier que I’on retrouve dans le bassin méditerranéen. Le goudron de cedre est obtenu
a partir du cedre de I’Atlas. L’huile de cedre, et elle, extraite du goudron. De par son odeur
moins prononceée, elle est souvent utilisée a la place de I’huile de cade [9].

1.2.5 L’huile de cade
L’huile de cade appelé également "Gatran" est obtenue par carbonisation du tronc et des

grosses branches des vieux cadiers, les jeunes ne donnant pas d’huile. Il faut distinguer 1’huile
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de cade vraie, de I’huile de cade dite vétérinaire qui se forme au cours de la préparation du
goudron de pin (liquide noiratre surnageant) [1].

L’huile de cade n’est pas le seul produit que 1’on peut tirer du cadier. Il existe des dérivés
de I’huile empyreumatique. Ce sont des produits obtenus par différents procédés.

Tout d’abord, le distillat moléculaire est récupéré en pulvérisant 1’huile de cade vraie
sur un corps chauffé a 80°C dans une enceinte soumise a une basse pression de 1’ordre de 3.10°
4 bar [10]. L’huile essentielle de cade, quant a elle, provient de I’entrainement a la vapeur d’eau
de I’huile de cade vraie. Elle renferme des ¢léments phénoliques de 1’huile de cade vraie [11].
1.3 Les Goudrons de Cade
1.3.1. Le genre Juniperus

L’origine étymologique du nom Juniperus est mal connue. En effet, Juniperus dériverait
des mots celtes gens, qui désigne un petit buisson et Prus signifiant apre. Selon une deuxiéme
hypothése, Juniperus viendrait du latin junior qui veut dire jeune et parére qui signifie enfanter.
En effet, certains genévriers étaient employés autrefois pour faciliter les contractions utérines
[7]

Les genévriers sont des résineux méditerranéens non cultivés. Ils appartiennent a la
famille des Cupressacées. Ce sont, d’ailleurs, les seuls représentants spontanés de cette famille.
Les genévriers se trouvent dans les régions méridionales de 1’Europe, du nord de I’ Afrique et
méme en Iran. Présents en Corse et dans le midi de la France, ils sont trés souvent associés aux
foréts de chénes verts, aux garrigues et aux maquis [10, 12,13 ,14].

1.3.2 Production du goudron de cade

Comme on I’a vu précédemment, il faut distinguer ’huile de cade vraie, d’huile de cade
dite vétérinaire qui se forme au cours de la préparation du goudron de pin (liquide noiratre
surnageant) [1].

1.4 Les fours

Autrefois, les fours étaient des constructions massives faites de pierres séches et
recouvertes de terre, ils ont été utilisés jusqu’au milieu du XXM siécle. L’intérieur du four était
constitué d’une grande fosse centrale d’environ deux métres de profondeur sur un metre de
diametre. Cette fosse était faite de briques et d’argile. Son fond avait une forme particulicre
d’entonnoir permettant de récupérer 1’huile de cade (figure 1.1). En arriére de cette fosse, se
trouvait la chambre de chauffe. C’est dans celle-ci que 1’on allumait un feu afin d’avoir un
chauffage maximal d’environ 250°C, cette température permettant une exsudation d’huile sans

que celle-ci ne s’évapore ni ne s’enflamme [15].
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Fig. I.1 : a : Anciens fours a cade, b : Coupe longitudinale d’un four a cade [13]

1.4 Espaces utilisées pour la production d’huile de cade

I1 existe plusieurs especes pour la production d’huile de cade, que 1’on citera ci-apres :
1.4.1 Le Cadier Juniperus oxycedrus

L’origine étymologique du nom Juniperus est mal connue. En effet, Juniperus dériverait
des mots celtes gen, qui désigne un petit buisson et prus signifiant apre. Selon une deuxieme
hypothese, Juniperus viendrait du latin junior qui veut dire jeune et parere qui signifie enfanter.
En effet, certains genévriers étaient employés autrefois pour faciliter les contractions utérines
[10].

Les genévriers sont des résineux méditerranéens non cultivés. Ils appartiennent a la
famille des Cupressacées. Ce sont, d’ailleurs, les seuls représentants spontanés de cette famille.
Les genévriers se trouvent dans les régions méridionales de 1’Europe, du nord d’Afrique et
méme en Iran. Présents en Corse et dans le midi de la France, ils sont trés souvent associés aux
foréts de chénes verts, aux garrigues et aux maquis [11]. Le genre Juniperus regroupe environ
une cinquantaine d’especes dans le monde.

1.4.2 Le Genévrier thurifére (Juniperus thurifera)
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Le genévrier thurifere (Juniperus thurifera) (figure 1.2) est un conifére de la famille des
Cupressaceae, caractéristique des régions méditerranéennes occidentales et des zones
montagneuses semi-arides. Cet arbre peut atteindre une hauteur de 6 a 12 metres et se distingue
par son tronc souvent tortueux, son écorce fibreuse de couleur brun-gris et son feuillage
persistant composé de feuilles écailleuses. Il est particulierement adapté aux conditions
climatiques rigoureuses, notamment la sécheresse, les vents forts et les sols pauvres, ce qui
explique sa présence dans les hauts plateaux et I’ Atlas saharien en Algérie [10, 16]

Du point de vue écologique, Juniperus thurifera joue un rdle important dans la
stabilisation des sols et la lutte contre la désertification. Il contribue également a la biodiversité
en offrant un habitat & de nombreuses espéces animales et végétales. Sa croissance lente et sa
longévité élevée en font une espéce fragile face a la surexploitation [19]. Sur le plan chimique,
le bois du genévrier thurifere est riche en composés aromatiques, notamment des terpenes, des
phénols et des huiles essentielles. Ces substances sont a I’origine de ses propriétés antiseptiques,
antifongiques et insecticides. Lors de la distillation séche, le bois produit un goudron appelé
communément « huile de cade », utilisé traditionnellement en médecine humaine et vétérinaire

pour traiter les affections cutanées [17, 18].

Traditionnellement, dans le sud et les zones steppiques d’Algérie, le bois de Juniperus
thurifera est utilisé dans des fours artisanaux pour produire du goudron. Cette pratique
ancestrale constitue une source de revenus pour les populations locales, bien qu’elle nécessite
aujourd’hui une régulation pour éviter la dégradation des peuplements naturels.

L.5 Généralités sur le Pin

Le genre Pinus appartient a la famille des Pinaceae et constitue I'un des groupes de

coniferes les plus importants en Algérie. Les especes de pin occupent principalement le nord

du pays, en particulier les zones montagneuses et sub-humides a semi-arides. Elles jouent un
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role écologique majeur dans la stabilisation des sols, la lutte contre 1’érosion et la restauration
des écosystemes forestiers dégradés [19, 20]. Les foréts de pins en Algérie sont dominées par
une espece principale largement répandue, accompagnée de quelques especes secondaires
localisées dans des conditions écologiques spécifiques. Grace a leur forte capacité d’adaptation
aux conditions climatiques difficiles, les pins constituent des ¢léments essentiels des
programmes de reboisement et de lutte contre la désertification [20].

I.5.1 Principales espéces de Pinus en Algérie

1.5.1.1. Pinus halepensis (Pin d’Alep)

Le pin d’Alep est I’espéce la plus répandue en Algérie. Il occupe de vastes superficies
dans les régions méditerranéennes, depuis les zones coti¢res jusqu’aux plateaux intérieurs. Il
est trés résistant a la sécheresse et aux incendies, ce qui lui permet de coloniser des sols pauvres
et dégradés [20].
1.5.1.2. Pinus pinaster (Pin maritime)

Le pin maritime est présent de maniére plus localisée, principalement dans certaines
zones coticeres et humides. Il est utilisé pour la fixation des sols sableux, la production de bois
et I’exploitation de la résine [21].
1.5.1.3. Pinus nigra (Pin noir)

Cette espece est moins fréquente et se rencontre surtout dans les régions montagneuses.
Elle est utilisée dans les programmes de reboisement en altitude en raison de sa bonne
adaptation aux climats froids.
1.5.1.4. Espéces introduites ou expérimentales

Certaines especes de Pinus comme Pinus canariensis ont été introduites a titre
expérimental dans des programmes forestiers, mais elles restent limitées en distribution et ne
constituent pas des peuplements naturels importants [22].

1.5.2 Le Pin d’Alep (Pinus halepensis)

Le pin d’Alep (Pinus halepensis) est un conifere appartenant a la famille des Pinaceae,
largement répandu dans le bassin méditerranéen. Il peut atteindre une hauteur de 10 & 20 métres
(figure 1.3) et se caractérise par un tronc droit, une écorce fissurée et des aiguilles fines
regroupées par deux. Cette espece est particulicrement résistante a la sécheresse et aux
incendies, ce qui lui permet de coloniser des milieux dégradés et des sols pauvres [16, 4]. En
Algérie, le pin d’ Alep constitue I’une des essences forestieres les plus importantes, occupant de
vastes superficies dans le nord du pays. Il joue un rdle essentiel dans la protection des sols
contre I’érosion et dans la régulation du climat local. De plus, il représente une ressource

économique importante grace a I’exploitation de son bois et de sa résine [23].
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Fig. 1.3 : L’arbre de Le Pin d’Alep

Le bois et la résine de Pinus halepensis contiennent une grande quantité de composés
organiques, notamment des terpénes et des acides résiniques. Lorsqu’il est soumis a la pyrolyse,
ce bois produit un goudron riche en substances antiseptiques et hydrophobes, utilisé¢ pour la
protection du bois, le traitement des maladies animales et certaines applications industrielles
[24].

La production de goudron a partir du pin d’Alep (figure 1.4) est moins fréquente que
celle du genévrier, mais elle reste pratiquée dans certaines régions rurales. Le procédé est
similaire, basé sur la distillation séche du bois, et permet d’obtenir un produit aux propriétés
proches de celles du goudron de genévrier, bien que sa composition chimique soit 1égérement

différente [26].

Fig. 1.4 : Le Pin d’Alep
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1.6 Taxonomie

» Lataxonomie de Junipérus thurifére est configurée comme suivant :

Embranchement : Tracheophyta (Plantes vasculaires)
Sous-Embranchement : Gymnospermes

Classe : Pinopsida (Gymnospermes)

Ordre : Pinales

Famille : Cupressaceae

Floraison : Pas de fleurs véritables (Gymnosperme)
Pollinisation : Anémophile

Dissémination : Zoochore (oiseaux) + gravité (chute des graines)
Genre : Juniperus

Espéce : Juniperus thurifera L

Nom commun : Genévrier thurifere

Nom vernaculaire : Arar (Je)Y)) / Genévrier

» Lataxonomie de Pin d’Alep est configurée comme suivant :

Embranchement : Tracheophyta (Plantes vasculaires)
Sous-Embranchement : Gymnospermes

Classe : Pinopsida (Gymnospermes

Ordre : Pinales

Famille : Pinaceae

Floraison : Absente

Pollinisation : Anémophile (vent)

Dissémination : Anémocorie (graines dispersées par le vent grace aux ailes
Genre : Pinus

Espéce : Pinus halepensis Mill

Nom commun : Pin d’Alep

Nom vernaculaire : Sanawbar halabi (>l n suall)
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I1.1 Chromatographie sur colonne

I1.1.1 Définition

La chromatographie sur colonne (figure I1.1) est une technique de séparation physico-
chimique largement utilisée en chimie analytique et en phytochemie. Elle repose sur la
distribution différentielle des constituants d’un mélange entre une phase stationnaire solide et

une phase mobile liquide [1].

Cette technique permet d’isoler, purifier et analyser les composés organiques présents

dans des extraits complexes, notamment les extraits végétaux [2].

O] ® ® ® ®

Fig. I1.1 : Chromatographie sur colonne

I1.1.2 Principe de séparation

Le principe de la chromatographie sur colonne est basé sur les interactions entre :

¢ Les molécules du mélange;

¢ La phase stationnaire (adsorption);
% La phase mobile (¢élution).
Les composés sont séparés selon :

KD

< Leur polarité;

7

% Leur taille moléculaire;

7

% Leur affinité chimique.

Les molécules les moins retenues par la phase stationnaire migrent plus rapidement, tandis

que celles ayant une forte interaction sont retenues plus longtemps [3]. Ce phénoméne est

appelé migration différentielle.
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I1.1.3 Composition de la colonne chromatographique

I1.1.3.1 Support (colonne)

La colonne est généralement un tube cylindrique en verre, permettant la séparation des
constituants du mélange. Sa taille dépend de la quantité d’échantillon a analyser [4].

I1.1.3.2 Phase stationnaire

La phase stationnaire est un solide adsorbant :
< Silice (Si0z) — la plus utilisée (polaire)
< Alumine (AL:Os)

< Gels polymériques (Sephadex)

Elle joue un role essentiel dans la séparation des composés en fonction de leur polarité [2].

11.1.3.3 Phase mobile

La phase mobile est un liquide (solvant ou mélange de solvants) qui traverse la colonne,
elle peut étre :

7

< Apolaire (Ex : hexane),

7

< Polaire (Ex : méthanol, éthanol).

Le choix du solvant influence directement I’efficacité de la séparation [5].
I1.1.3.4 Systéme de support

< Coton ou laine de verre en bas,

7

< Sable pour stabiliser la surface.

I1.1.4 Etapes de la chromatographie sur colonne

I1.1.4.1 Préparation de la colonne

La phase stationnaire est introduite dans la colonne sous forme de suspension dans un
solvant (méthode humide) afin d’éviter la formation de bulles d’air [1].

I1.1.4.2 Dépot d’échantillon

L’échantillon a analyser est déposé délicatement a la surface de la colonne pour éviter
le mélange avec la phase stationnaire [3].

11.1.4.3 Elution

La phase mobile est ajoutée en continu. Les composés migrent a différentes vitesses

selon leur interaction avec la phase stationnaire [4].
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11.1.4.4 Collecte des fractions

Les composés séparés sont récupérés dans différents tubes appelés fractions [2].
I1.1.5. Types de chromatographie sur colonne

I1.1.5.1 Chromatographie d’adsorption

Basée sur les interactions entre solide et liquide. Exemple : silice / composés organiques
[5].
I1.1.5.2 Chromatographie de partage

Basée sur la solubilité¢ des composés entre deux phases liquides [1].

I1.1.5.3 Chromatographie échangeuse d’ions

Sépare les molécules selon leur charge électrique [3].

I1.1.5.4 Chromatographie d’exclusion stérique

Sépare selon la taille des molécules (macromolécules) [2].
I1.1.6 Applications
La chromatographie sur colonne est utilisée dans :
< La séparation des composés organiques [1],
< L’analyse des extraits végétaux [2],
% La purification des huiles essentielles [4],

% La caractérisation des goudrons végétaux [5].

I1.2 Chromatographie sur Couche Mince (CCM)
I1.2.1 Définition

La chromatographie sur couche mince (CCM) (figure I1.2) est une technique analytique
rapide permettant la séparation, I’identification et le contrdle de pureté des composés chimiques
d’un mélange. Elle repose sur la migration différentielle des substances sur une fine couche de

phase stationnaire déposée sur un support solide [1].

(00000

Plusieurs taches

2 taches situées

A la méme hauteur

L ) = A B

Fig. I1.2 : Chromatographie sur couche mince
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I1.2.2 Principe de la CCM
Le principe de la CCM repose sur la répartition des composés entre :
< Une phase stationnaire (silice ou alumine),

< Une phase mobile (solvant ou mélange de solvants).

Les composés migrent différemment selon leur polarité et leur affinit¢ avec la phase
stationnaire [2]. Les composés les plus polaires sont retenus plus fortement, tandis que les
composés apolaires migrent plus loin avec le solvant [3].

I1.2.3 La plaque de CCM
11.2.3.1 Définition

La plaque de CCM est un support rigide recouvert d’une fine couche uniforme de phase
stationnaire, généralement la silice gel, utilisée pour la séparation des composés [1].

11.2.3.2 Composition de la plaque

Une plaque de CCM comprend :
< Support : verre, aluminium ou plastique [4],
< Phase stationnaire : silice, alumine ou cellulose [2],

< Liant : gypse ou polymere assurant I’adhérence [3].

I1.2.3.3 Caractéristiques

o Epaisseur de la couche : 0,1 4 0,25 mm,
< Surface homogeéne et stable,

< Plaques souvent fluorescentes (F254) pour détection UV [1].

11.2.4 Etapes de la CCM
I1.2.4.1 Dépot de I’échantillon

L’échantillon est déposé sous forme de petite goutte sur la ligne de base a I’aide d’un
capillaire [4].
11.2.4.2 Développement

La plaque est placée dans une cuve contenant la phase mobile. Le solvant monte par

capillarité [2].
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11.2.4.3 Séparation

Les composés migrent selon leur affinité avec la phase stationnaire et leur solubilité
dans le solvant [3].

11.2.4.4 Révélation

Les taches sont visualisées sous UV ou par pulvérisation de réactifs chimiques (iode,
ninhydrine) [1].
I1.2.5 Facteur de rétention (Rf)

[Rf = (distance parcourue par le composé) / (distance parcourue par le front du solvant)]

Le facteur de rétention (Rf) est un parameétre important permettant I’identification des
composés. Il varie entre 0 et 1 selon la polarité des substances [2].
I1.2.6 Applications
La CCM est utilisée pour :
< L’identification des composés organiques [1],
< Le contrdle de pureté des extraits végétaux [2],
< L’analyse des huiles essentielles et goudrons végétaux [3],

< Le suivi des réactions chimiques [4].

I1.3 Spectroscopie Infrarouge (IR)
I1.3.1 Définition

La spectroscopie infrarouge (figure I1.3) est une technique d’analyse qui repose sur
I’absorption du rayonnement infrarouge par les molécules, entrainant des transitions
vibrationnelles. Chaque liaison chimique posseéde une fréquence d’absorption caractéristique,

ce qui permet d’obtenir une véritable « empreinte digitale » moléculaire [6].

Fig. I1.3 : Spectroscopie infrarouge
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I1.3.2 Le rayonnement infrarouge

Le rayonnement infrarouge (IR) fut découvert en 1800 par Frédéric Wilhelm Hershel.
Ces radiations sont situées entre la région du spectre visible et des microondes.
Le domaine infrarouge s’étend de 12500 cm™ et 10 cm™’. 1l est divisé en 3 catégories :

% Le proche infrarouge : 12500-4000 cm’!,

< Le moyen infrarouge : 4000-400 cm™,

% Le lointain infrarouge : 400-10cm™ [7].

I1.3.3 Principe

La spectroscopie IR est basée sur l’interaction de la lumiére IR avec le nuage
¢lectronique des liaisons chimiques. Généralement dans la majorité des spectroscopies optiques
comme la spectroscopie de I’UV/visible, 1’absorption d’énergie permet a un électron d’une
liaison chimique de passer d’un état fondamental a un état excité. Dans le cas de la spectroscopie
d’absorption IR, le rayonnement émis par la source polychromatique n’est généralement pas
assez énergétique pour provoquer des transitions électroniques, mais il induit des transitions
entre les niveaux d’énergie vibrationnelle et rotationnelle. Ce qui va donc conduire a des
mouvements de vibration et de rotation au sein de la molécule [7].

Donc a chaque groupe d’atomes subissant ces mouvements il correspondra une bande
d’absorption caractérisé par un nombre d’onde (v) bien déterminé. Seules les vibrations qui font
varier le moment dipolaire de la molécule absorbent les radiations infrarouges. Les transitions
vibrationnelles nécessitent plus d’énergie que les transitions rotationnelles. Aussi la lumiere
excitatrice provoquera-t-elle, pour chaque transition vibrationnelle, une multitude de transitions
rotationnelles, qui vont donner au pic de transition vibrationnelle I’allure d’une bande
d’absorption. La majorité des applications se situe entre 4000 cm™ et 400 cm™ (IR moyen). Ce
domaine correspond aux transitions moléculaires de type vibration et rotation, lesquelles
conduiront a des absorptions. Les transitions entre niveaux de rotation apparaissent dans I’IR
lointain [7].

¢ Transitions électroniques : ont lieu dans le domaine de I’UV-visible (spectroscopie

UVvisible).

¢ Transitions vibrationnelles : ont lieu dans le domaine du proche et du moyen

infrarouge.

¢ Transitions rotationnelles : ont lieu dans le domaine de I’infrarouge lointain et

microonde [7].
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I1.3.4 Instrumentation
Un spectrometre IR (souvent FTIR) comprend :
< Une source IR (Globar ou Nernst),
< Un interférométre (dans le cas du FTIR),
< Un compartiment échantillon,
< Un détecteur (DTGS ou MCT),

< Un systéme informatique pour le traitement du signal [8].

La technique FTIR (Transformée de Fourier) permet une acquisition rapide et une meilleure
résolution [9].

I1.3.5 Modes de vibration (Spectroscopie infrarouge)

En spectroscopie infrarouge (IR), les modes de vibration correspondent aux différents
mouvements oscillatoires des atomes au sein d’une molécule lorsqu’elle absorbe un
rayonnement infrarouge. Ces vibrations sont directement liées aux liaisons chimiques et
permettent 1’identification des groupes fonctionnels présents dans les matériaux [10].

Une molécule n’est pas rigide ; ses atomes vibrent en permanence autour de leurs
positions d’équilibre. Lorsqu’une radiation IR posséde une fréquence égale a celle d’une
vibration moléculaire, il y a absorption d’énergie, entrainant une transition vibrationnelle [11].
I1.3.6 Types fondamentaux de vibrations moléculaires

Les vibrations moléculaires se divisent en deux grandes catégories principales [10, 11]

I1.3.6.1 Vibrations de valence (stretching)

Elles correspondent a une variation de la longueur de liaison entre deux atomes.
> Vibration de valence symétrique : les liaisons s’allongent ou se contractent
simultanément de maniére symétrique.
> Vibration de valence asymétrique : une liaison s’allonge tandis qu’une autre se

contracte.

Ces vibrations apparaissent généralement dans la région des hauts nombres d’onde (4000
1500 cm™) [12].
11.3.6.2 Vibrations de déformation (bending)

Elles correspondent a une variation de I’angle entre les liaisons, sans modification

importante de leur longueur. On distingue plusieurs types [10, 11] :
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> Scissoring (cisaillement) : mouvement dans le plan, rapprochement et éloignement des
atomes.

> Rocking (balancement) : déplacement des atomes dans le méme sens.

> Wagging (balancement hors du plan) : mouvement simultané¢ hors du plan
moléculaire.

> Twisting (torsion) : rotation opposée des atomes hors du plan.

Ces vibrations se situent principalement dans la région 1500-400 cm™, appelée zone
d’empreinte digitale [12].
11.3.7 Préparation de I’échantillon en spectroscopie infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge repose sur l’interaction du rayonnement IR avec les
vibrations des liaisons chimiques. L’échantillon doit donc &tre préparé de maniére a assurer une
interaction optimale avec le faisceau incident tout en minimisant les phénoménes de diffusion
et d’absorption parasite.

11.3.7.1 Echantillons solides

Les solides constituent la majorité des échantillons analysés en IR. Plusieurs méthodes
de préparation sont utilisées :

I1.3.7.1.1 Méthode de la pastille de KBr

La technique la plus répandue est celle de la pastille de bromure de potassium (KBr).
Elle consiste a :
% Sécher soigneusement le KBr afin d’éliminer toute trace d’humidité (le KBr étant
hygroscopique),
< Broyer finement une tres petite quantité d’échantillon (quelques mg),
< Mélanger intimement 1’échantillon avec environ 100 fois son volume de KBr,
< Comprimer le mélange sous forte pression afin d’obtenir une pastille transparente aux

infrarouges.

Cette méthode permet d’obtenir un spectre de bonne résolution, mais nécessite une
préparation rigoureuse pour éviter les interférences dues a 1’eau ou aux impuretés [13].
I1.3.7.1.2 Technique de suspension (mull)

Dans cette méthode, 1’échantillon finement broyé est dispersé dans une huile minérale
(souvent le nujol). La suspension obtenue est ensuite déposée entre deux fenétres transparentes

en sel (NaCl ou KBr).
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< Avantage : méthode simple et rapide.
< Limite : présence de bandes d’absorption dues a I’huile utilisée (interférences possibles)
[13].
11.3.7.1.3 Réflexion totale atténuée (ATR)
La technique ATR (Attenuated Total Reflection) est une méthode moderne largement
utilisée en analyse IR :
< L’échantillon est directement déposé sur un cristal a haut indice de réfraction (diamant,
ZnSe, Ge),
% Le rayonnement IR pénétre 1égérement dans 1’échantillon (profondeur micrométrique),

< Aucune préparation complexe n’est nécessaire.

Cette technique présente 1’avantage majeur d’étre rapide, reproductible et non destructive,
ce qui la rend particuliérement adaptée aux matériaux polymeres, biologiques et aux goudrons
végétaux [11].

I1.3.7.2 Echantillons liquides
Les liquides sont généralement analysés sous forme de :
> Films minces obtenus entre deux plaques transparentes en sel (NaCl, KBr),
> Cellules liquides a épaisseur contrélée, permettant une meilleure reproductibilité des

mesures.

Le choix du solvant est essentiel : il doit étre transparent dans la région infrarouge et ne pas
interférer avec les bandes analytiques de I’échantillon (ex. tétrachlorure de carbone,
chloroforme, sulfure de carbone) [13].

I1.4 Spectroscopie UV-Visible (UV-Vis)

La spectroscopie UV-Visible (figure 11.4) est une technique analytique d’absorption
basée sur I’interaction entre la maticre et un rayonnement électromagnétique dans les domaines
de I'ultraviolet (200-400 nm) et du visible (400—800 nm). Elle permet 1’étude des transitions
¢lectroniques au sein des molécules et constitue une méthode fondamentale en analyse

chimique, en caractérisation des matériaux et en suivi cinétique des réactions [1].

22



Chapitre II : Les Techniques D’analyses

-

Fig. 11.4 : Spectrophotometre UV-Visible

I1.4.1 Principe

Dans une molécule, les transitions électroniques UV-Visibles mettent en jeu les énergies
les plus importantes de la chimie (160 a 665 kj-mol™). L’ordre de grandeur des énergies mises
en jeu est celui des énergies de liaison des molécules et ces rayonnements peuvent parfois
provoquer des ruptures de liaisons. Plus généralement, ils provoquent des transitions
¢lectroniques entre les différents niveaux d’énergie des molécules. L’absorption de photons se
traduit par des transitions d’électrons engagés dans les orbitales moléculaires (les électrons des
liaisons ¢ et m ainsi que les non liants n) de I’état fondamental et les niveaux non occupés des
états excités (o* et m*). Chaque transition est caractérisée a la fois par sa longueur d’onde Amax

et par son coefficient d’absorption molaire : €max a cette longueur d’onde (figure I1.5) [7].

Source polychromatique Cuve _Détecteur _Afficheur

Fente [

O—>: : ""_.D_|' >_ 0.024 A

szl_qngs,hygm_a,.tp_qr_ L_Echantillon LAﬂmﬁ_ﬁsat_e.u_'.

Fig. I1.5 : Principe de spectrophotometre UV-Visible

11.4.2 Domaine spectral
Dans une molécule, les transitions électroniques ont lieu dans la région de 1’ultraviolet (400-
10 nm environ) et du visible (800-400 nm).
%+ Visible : 800-400 nm,
¢ Proche-UV : 400-200 nm,
+»» UV-lointain : 200-10 nm,

L)

s Domaine UV utilisable en analyse : 190-400 nm. Donc le lointain UV n’est pas
accessible aux mesures dans ces conditions,

+ Domaine visible utilisable en analyse : 400-800 nm [7].

23



Chapitre II : Les Techniques D’analyses

I1.4.3 Les principales transitions observables en spectrométrie UV-Visible
11.4.3.1 Transitions 6—¢ *

Elle correspond au passage d'un électron d'une orbitale moléculaire (OM) liante ¢ a un
OM anti liante o*. Domaine spectral : UV lointain [7].
11.4.3.2 Transitions n—o¢*

Les composés constitués d’un ou plusieurs atomes (O, N, S, Cl) porteurs de doublets
¢lectroniques libres présentent ce type de transitions. Les énergies mises en jeu sont
généralement inférieures a celles des transitions 6 -6*. Elles correspondent a des longueurs
d’onde comprises entre 150 et 250 nm [7].
11.4.3.3 Transitions n —n*

Elle correspond au passage d'un électron d'un doublet a un OM antiliante n*. Elle se
produit dans le cas d'un doublé d'un hétéroatome dans un systéme insaturé. Exemple : le
groupement carbonyle >C=0 (270-280 nm) [7].
11.4.3.4 Transitions 1 —n*

Les composés qui possedent une double liaison éthylénique isolée conduisent a une
forte bande d'absorption vers 170 nm avec un coefficient d’absorption allant de 1000 a plus de
10 000 L mol! ecm™ [7].
11.4.3.5 Transition d—d

Elle concerne les métaux de transition ayant des électrons dans les (OM) d. Elles sont a
l'origine de la couleur de nombreux sels inorganiques [7].

11.4.4 Loi de Beer-Lambert

L’intensité de I’absorption est décrite par la loi de Beer-Lambert :

(A=c10]

Avec :

R/
0.0

A : absorbance,

B3

» € : coefficient d’extinction molaire (L-mol™-cm™),

B3

» 1: épaisseur de la cuve (cm),

.0

% ¢ : concentration de I’espece absorbante (mol-L™).

Cette relation est fondamentale pour les dosages quantitatifs en UV-Visible, car elle permet

de relier directement 1’absorbance a la concentration de ’analyte [1].
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I1.4.5 Instrumentation UV-Visible
Un spectrophotomeétre UV-Visible est généralement constitué de plusieurs éléments :

I1.4.5.1 Source lumineuse

% Lampe au deutérium (UV),

< Lampe tungsténe-halogéne (visible).

I1.4.5.2 Systeme de sélection de longueur d’onde

< Monochromateur (prisme ou réseau de diffraction).

11.4.5.3 Compartiment échantillon

< Cuves en quartz (UV et visible),

< Cuves en verre (visible uniquement).

11.4.5.4 Détecteur

< Photodiode ou photomultiplicateur.

Le signal détecté est ensuite converti en spectre d’absorption en fonction de la longueur
d’onde [2].
11.4.6 Préparation de I’échantillon en UV-Visible
La préparation d’échantillon est essentielle pour garantir la validité des mesures
spectroscopiques.

I1.4.6.1 Préparation des solutions

L’échantillon est généralement analysé sous forme de solution homogeéne :

< Dissolution compléete dans un solvant approprié,

R/
0.0

Choix d’un solvant transparent dans la zone UV-Visible,

B3

» Filtration pour éliminer les particules en suspension,

B3

» Ajustement de la concentration pour rester dans la zone linéaire de Beer-Lambert.

Une concentration trop élevée peut entrainer une saturation du signal, tandis qu’une

concentration trop faible diminue la sensibilité analytique [1].
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11.4.6.2 Choix du solvant

Le solvant joue un role déterminant et doit répondre aux critéres suivants :
< Transparence dans la région étudiée,
< Absence de bandes d’absorption interférentes,

< Stabilité chimique avec I’échantillon.

Les solvants les plus utilisés sont : eau distillée, méthanol, éthanol et acétonitrile [1, 2].

11.4.6.3 Cuves d’analyse

Les cuves utilisées doivent étre adaptées a la région spectrale :
< Quartz : indispensable pour les mesures UV (< 400 nm),

< Verre ou plastique : uniquement pour le visible.

La longueur du trajet optique est généralement de 1 cm, afin d’assurer une standardisation
des mesures [2].

11.4.6.4 Précautions expérimentales

Pour garantir la fiabilité des résultats :

Elimination des bulles d’air dans les cuves,

R/
0.0

B3

»  Nettoyage rigoureux des cuves,

*

< Utilisation de solutions fraichement préparées,

7
0.0

Stabilisation de la ligne de base (blanc du solvant).

I1.5 Analyse Rhéologique
I1.5.1 Définition
La rhéologie est la science qui étudie la déformation et I’écoulement des matériaux sous

I’action de contraintes mécaniques. Elle permet de caractériser le comportement viscoélastique
des fluides et des solides, en reliant les propriétés microscopiques (structure, interactions
moléculaires) aux réponses macroscopiques (viscosité, €lasticité, plasticité) [14].
I1.5.2 Principe

Le principe d’analyse rhéologique (figure I1.6) repose sur ’application d’une contrainte
(cisaillement, compression, traction ou oscillation) a un matériau, puis sur la mesure de sa
réponse en termes de déformation ou de vitesse d’écoulement :

> Matériaux newtoniens : la viscosité est constante, indépendante du taux de

cisaillement (ex : eau, huiles minérales).
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> Matériaux non-newtoniens : la viscosité varie selon le cisaillement (ex : polymeres
fondus, suspensions, pates alimentaires).

> Les essais oscillatoires permettent de distinguer la part ¢élastique (module de stockage
G’) et la part visqueuse (module de perte G").

> Les essais en température ou en fréquence révélent les transitions structurales

(gélification, vitrification, fusion).

Ainsi, la rhéologie fournit des informations essentielles pour la conception, la
transformation et 1’utilisation des matériaux [15].
I1.5.3 Fondements Théoriques

Les matériaux peuvent présenter un comportement newtonien (viscosité constante) ou non-
newtonien (viscosité¢ dépendante du taux de cisaillement). Les paramétres principaux sont :

% La viscosité dynamique n.

< Le module de stockage G’ (composante élastique).

% Le module de perte G"” (composante visqueuse).

< Le facteur de perte tan /00=G"/G’.

Ces grandeurs permettent de caractériser le comportement visco¢lastique et d’identifier des

phénomeénes tels que la thixotropie ou la gélification [16].

Fig. I1.6 : Rhéometre Brookfield RST-CPS
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Chapitre III : Matériels & Méthodes

I11.1 Objectif

L’objectif de notre travail est d’étudier la composition et les différentes activités
d’extrait nommé « Goudron noir » des especes Juniperus thurifera L. et Pinus halepensis Mill
obtenu par décomposition pyrolytique traditionnelle.
I11.2 Matériel végétal

Les goudrons végétaux nommés (Gatran) de Juniperus thurifera L. (figure 1. a) et Pinus

halepensis Mill (figure I11.1. b) ont fait I’objet de notre étude.

Fig. I11.1 : Espéces Juniperus thurifera L. (a) et Pinus halepensis Mill (b)

II1.3 Choix de station

L’échantillonnage de goudron noir des deux especes Juniperus thurifera L. et Pinus

halepensis Mill a été réalisé au niveau de la wilaya de Ghardaia (figure I11.2).

Fig. II1.2 : Carte géographique de zone d’¢tude [1].
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I11.4 Pyrolyse (Matériel végétal)
La décomposition pyrolytique, est lancer en absence d’O> sous l'effet d'une chaleur

intense (entre 300°C et 1000°C). Suite a cette opération, un liquide trés visqueux d’une couleur

noir est obtenu appeler goudron (figure I11.3).

LRl

Fig. I11.3 : Photos montrant goudron noir des deux espéces ;

a : Juniperus thurifera L., b : Pinus halepensis Mill.

IIL.5 Application et activité
IIL.5.1 Activité anti-radicalaire (méthode DPPH)

Le 2,2-diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) est défini comme un radical libre stable en
vertu de la délocalisation d’électron disponible, ce qui donne la couleur violette profonde, en
présence des composés anti radicalaire, le radical DPPH (figure I11.4) est réduit et change la

couleur de violette en virant au jaune [2].

0zM

.-MI
M

[

Ny

Fig. I11.4 : Structure chimique du radical libre DPPH

I11.5.1.1 Protocole expérimental

Ce test a été utilisé pour évaluer la capacité antioxydante de divers échantillons de
goudron noir. La méthode suivante a été décrite par Aljeldah [3]. On dissout 0,8 mg de DPPH
dans 20 ml de méthanol (0.004%). La solution préparée est rapidement conservée a +4°C a

’abri de la lumiére. En effet, la réaction d'un mélange de 3,750 mL de DPPH dans du méthanol
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et de 0,5 mL de solution de goudron noir préparée dans du méthanol a lieu a température
ambiante. Le blanc est constitu¢ de méthanol et le témoin négatif de DPPH, sans goudron noir.
La neutralisation efficace du radical DPPH entraine un changement de couleur du violet du
mélange vers le jaune, avec une diminution conséquente d'absorbance. Les expériences ont été
répétés en trois fois. La réduction du radical DPPH a été calculée en pourcentage d'inhibition a

5, 10, 15, 20, 25 et 30 minutes, selon la formule suivante :

I% = [(Abs Con = AbS Echan) /Abs Con] X 100 .......... (III.I)

Ou :

1% : pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’antioxydant,

Abs con : est I'absorbance de la réaction témoin (contenant tous les réactifs sans 1'échantillon a
tester),

ADS Echan : est 1'absorbance d'échantillon a tester.

IIL1.5.2 Activité antimicrobienne

Nous avons adopté une technique standard pour la détermination de la susceptibilité des
microorganismes (bactérie, levures, champignons, ....) aux agents antimicrobiens. Cette
technique est réalisée selon les recommandations d’institut de laboratoire standard et clinique
CLSI M02-A10 [4].

L’activité antimicrobienne de nos extraits contre différentes bactéries et levure a été
testé en appliquons la méthode de diffusion en puit décrite par [5]. Une suspension bactérienne
d’une culture jeune de 18 a 24 heures est ajustée a une turbidité standard 0.5 McFarland [6].
0,1 ml de cette derniére est étalé a la surface de gélose MHA (Muller Hinton Agar). Les puits
de 6 mm de diamétre sont remplis de 0,02 mL de Gatran. Apres 1 heure de conservation a +4
°C, les boites pétris sont incubées au 37 °C pendant 24 heures. Le Gentamicine est utilisé
comme témoin négative. Le pouvoir antimicrobien est estimé par la mesure de diametre
d’aréole au tour des puits. Les expériences ont été réalisées en triplicités.

I11.6 Caractérisation des goudrons noir
I11.6.1 Test de solubilité

Le test de solubilit¢ permet de déterminer la capacité d'une substance (soluté) a se
dissoudre dans un solvant pour former un mélange homogéne. Afin d’atteindre cet objectif,
quelques solvants polaire, apolaire et un mélange des deux (figure IIL.5) est utilisée pour

dissoudre les deux échantillons de Goudron.
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Fig. I1L.5 : Quelques solvants utilisés pour dissoudre les deux échantillons de Goudron

Pour cela, 1g de chaque variété du goudron noir est dissoute dans 10 mL du différents
solvant précédemment décrit (acétate d’éthyle, dichlorométhane, Hexane) dans un bécher
propre et sec. Apres une légere agitation, laisser reposer pendant 2 minutes puis enregistrer les
remarques.

I11.6.2 Procédure de séparation liquide-liquide (phase aqueuse et organique)

Le goudron noir a été dissous dans 1’acétate d’éthyle, ensuite, la solution obtenue a

ensuite été transférée dans une ampoule a décanter (figure I11.6), puis extraite avec une solution

aqueuse d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 5% (2x30mL).
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(NaOH) 4 5%
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b > L B> >

Fig. I11.6 : Etapes pour préparation s€paration liquide-liquide

Rotavapeur

Apres agitation et décantation, deux phases ont été obtenues :
» Une phase organique sombre contenant principalement les composés neutres et
hydrophobes.
» Une phase aqueuse alcaline contenant les composés phénoliques sous forme de

phénolates solubles.

La phase aqueuse basique a ensuite ¢€té acidifiée par addition d’une Solution d’acide
chlorhydrique jusqu’a atteindre un pH d’environ 2, conduisant a la reprotonation des composés
phénoliques et a la formation d’une phase organique jaunatre séparée.

Les fractions obtenues peuvent ensuite €tre extraites de nouveau avec ’acétate d’éthyle
(2x30mL) puis séchage sur Na>xSO4 anhydre. Finalement, 1’acétate d’éthyle a été éliminé au
Rotavapeur sous pression réduite (figure 6), puis la fraction obtenue a été analysée par CCM

(¢luant : Hexane/acétate d’éthyle (7/3 v/v)).
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I11.6.3 Chromatographie couche mince (CCM)
I11.6.3.1 Principe

La technique présentée ici est la chromatographie sur couche mince (CCM). Elle utilise
une phase stationnaire déposée sur une plaque d'aluminium. La phase mobile est entrainée par
capillarité vers le haut de la plaque [7].
111.6.3.2 Protocole

Dans ce travail, la CCM a été utilisée pour la séparation et la mise en évidence des
composés présents dans les deux extraits obtenus afin de vérifier leurs compositions.

Dans un premier temps, on introduire dans notre cuve (systeme chromatographique),
I’¢luant choisi. Ce dernier peut étre un solvant comme il peut étre un mélange de plusieurs
solvants. Pour notre cas, nous avons adopté 1’éluant suivant :

Premier éluant : acétate d’éthyle (10 mL).
Deuxiéme éluant : dichlorométhane (7 mL) + acétate d’éthyle (3 mL)

Troisieme éluant : Hexane (7 mL) + acétate d’éthyle (3 mL).

Au début de test, une ligne de dépot a été tracée a environ 1 cm du bord de la plaque ;
sur laquelle et a I’aide d’une micropipette 0,5 pL de chaque échantillon (Goudron noir) a été
déposée puis sécher rapidement. Une fois elle est préte, placé la plaque dans la cuve
chromatographique contenant le systeme €éluant et la recouvrir. Lorsque le front du solvant se
trouve a environ de 1 cm d’extrémité supérieur, arréter le test en retirant la plaque puis la sécher
a I’air libre. Une lampe UV est utilisée comme moyen de révélation des tches. Les positions
des taches (spots) colorées doivent €tre notées en les cerclant juste a la fin de la chromatographie
car certains produits disparaissent avec le temps. Enfin calculer le rapport frontal (Rf) pour

chaque spot par la relation suivante :

Distance parcourue par l'¢éluant

Distance parcourue par le constituant
[R f= P P ] ............ (I11.2)

Ou:
Rf : est le rapport frontal.

I11.6.4 Chromatographie sur colonne
Cette technique permet de séparer et purifier les différents constituants du goudron noir

en fonction de leur polarité. Et on utilise la chromatographie sur colonne cette technique
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exploite les différents d’affinité des composes vis-a-vis de la phase stationnaire (silice) et de

phase mobile (figure I11.7).
101

Fig. I11.7 : Etapes pour préparation de chromatographie sur colonne

I11.6.5 Spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)
La spectrométrie FTIR (IRTF Tensor 27 Platinium ATR Bruker) est utilisée pour les

deux échantillons pour permettre une identification qualitative.
II1.7 Méthodologie Expérimentale d’ Analyse Rhéologique

Les essais ont été réalisés a 1’aide d’un rhéométre a contrainte imposée, équipé de
géométries coOne-plan et plaques paralleles. Un systeme de régulation thermique (bain
thermostaté) a permis de maintenir la température a 25 °C [8].

Les échantillons ont été conditionnés afin d’éliminer les bulles d’air et
homogénéisés [9].
I11.7.1 Protocoles Expérimentaux

®

« Essai de viscosité : balayage en taux de cisaillement de 0,1 a 100 s™* pour déterminer la courbe
d’écoulement.
< Essai oscillatoire : balayage en amplitude pour définir le domaine linéaire

viscoélastique, puis balayage en fréquence (0,1-100 Hz) pour obtenir G' et G [10].
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Chapitre I'V : Résultats & Discussions

IV.1 Introduction

Les extraits nommé « Goudron noir » des espéces Juniperus thurifera L. (V1) et Pinus
halepensis Mill (V2) obtenu par décomposition pyrolytique traditionnelle ont fait 1’objet de
quelques essais afin de tester leurs potentiels antimicrobienne et antiradicalaire. Ces mémes
extraits ont été caractérisé par quelques techniques spectroscopiques et chromatographiques
afin de définir les déférents composés présents et qui responsables des activités testées au
paravent.
IV.2 Activité antimicrobienne des Goudrons noirs

Cette étude vise a évaluer l'activité antimicrobienne des deux Goudrons noirs des
especes Juniperus thurifera L. et Pinus halepensis Mill contre quelques souches bactériennes
et fongiques sélectionnées : Escherichia coli (Gram-négatif), Staphylococcus aureus (Gram-
positif), et Candida albicans (levure) en utilisant la méthode de diffusion en puits. 20
microlitres de chaque extrait ont été versés dans les puits.

Lors du ce test, on a noté que les deux extraits (Goudrons noirs) agisse différemment
vis a vis des souches testées. Les résultats relatifs aux diamétres des zones d’inhibition (en mm)

par effet des deux extraits et antibiotique sont représentés dans la figure I'V.1.

30
mE. coli

S, aureus
25

C. albicans

23
20

19

DZI (mm)
=
w

10

GEN Vi V2
ATB/GN

Fig. IV.1 : Résultats d’activité antimicrobienne

Nos résultats montrent que le Goudron noir de variété 1 (Juniperus thurifera L.) possede
une activité antimicrobienne plus que la deuxieme variété (Pinus halepensis Mill) et plus que
le témoin (antibiotique Gentamicine) (tableau 1), bien que cette activité varie considérablement
en fonction du type de micro-organisme ciblée. Les deux Goudrons ont démontré une efficacité

contre Staphylococcus aureus. Cependant, le Goudron noir de variété 1 étant le plus puissant
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(zone d'inhibition atteignant 28 mm) (tableau 1, b2), suivi d’antibiotique Gentamicine (Gent)

(zone d'inhibition atteignant 24 mm) (tableau 1, bl), puis de Goudron noir de variété 2 (zone

d'inhibition atteignant 20 mm) (tableau 1, b3).

Tableau 1 : Résultats d’activité antimicrobienne

Résultats d’activité¢ d’AB Résultats d’activité¢ d’AB Résultats d’activité¢ d’AB (Gent)

(Gent) contre E. coli (Gent) contre S. aureus contre C. albicans

Résultats d’activité de Résultats d’activité de Résultats d’activité de Goudron

Goudron (V1) contre E. coli | Goudron (V1) contre S. aureus (V1) contre C. albicans

Résultats d’activité de Résultats d’activité de Résultats d’activité de Goudron

Goudron (V2) contre E. coli | Goudron (V2) contre S. aureus (V2) contre C. albicans

Cet ordre d'efficacité suggeére que les composés actifs contre S. aureus, tels que les
phénols, les tanins et les flavonoides, sont plus abondants [1]. Ces résultats ont montré un effet
prometteur du goudron de pin sur quelques espéces pathogenes. De nombreuses publications
indiquent que le liquide de pyrolyse pourrait étre un fongicide efficace en agriculture [2]. Murat
Kizil et al. [1] ont testé le goudron de P. brutia, qui a présenté une activité ¢levée. Dans une
autre étude, le goudron de Juniperus thurifera L. a été utilisé contre 6 souches de Fusarium,

dont F. oxysporum. La croissance fongique a été complétement inhibée par le goudron. Cette
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activité antibactérienne démontre que ces extraits ont un effet plus inhibiteur sur les souches
gram positifs que les grams négatifs. Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité
des bactéries Gram (+) par rapport aux Gram (-) [3], Cette différence de sensibilité est due a
une mauvaise perméabilit¢ de la membrane cellulaire externe contenant des
lipopolysaccharides hydrophiles chez les bactéries Gram-négatives [4, 5].

En plus, Ce potentiel d’activité contre les bactéries Gram-positives est attribuée a la
capacité des composés phénoliques et des tanins a perturber les membranes cellulaires
bactériennes, a inhiber les enzymes vitales et a former des complexes avec les protéines
bactériennes ou la paroi cellulaire [6-8]. Gorniak et al., [9], ont montrés qu’a ce jour, les
flavonoides, ont ét¢ largement étudiés et souvent liés a leurs propriétés antimicrobiennes et
aussi liés aux interactions avec la membrane cellulaire chez les bactéries Gram positives et
Gram négatives. Rhayour ef al., [10] Ont expliqué la sensibilité des bactéries testées par la lyse
cellulaire suite a une action des extraits sur la paroi et la membrane des bactéries en provoquant
une augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires. D’autre étude,
démontrés par Cvetanovi¢ et al., & Bouhdid et al. [11, 12], ont justifi¢ la sensibilité des
bactéries par la destruction du matériel génétique, provoque la mort de la bactérie. D’autre part
les flavonoides possédent de mécanisme de toxicité par des interactions non spécifiques telles
que I’¢établissement des ponts hydrogenes avec les protéines des parois cellulaires des
microorganisme (les adhésines) [13].

En comparant l'efficacité des goudrons avec celle d’antibiotique de référence, indiquez
ici, les goudrons ont une activité nettement plus puissante mais restent prometteurs en tant que
source naturelle. Bien que les goudrons végétaux dépassent l'efficacité des antibiotiques
synthétiques, leur activité, souligne le potentiel des goudrons de Juniperus thurifera L. et Pinus
halepensis Mill comme source naturelle de composés aux propriétés antimicrobiennes. Ces
composés pourraient étre utiles dans le développement de nouvelles thérapies ou comme agents
adjuvants pour réduire la dépendance aux antibiotiques conventionnels. Ces résultats
confirment le potentiel pharmacologique des Juniperus thurifera L. et Pinus halepensis Mill et
justifient des recherches supplémentaires pour isoler et identifier les composés biologiquement
actifs responsables de cette activité, et éventuellement explorer leurs mécanismes d'action, dans
le but de développer de nouvelles thérapies naturelles.

IV.3 Activité antiradicalaire des Goudrons noirs

Le test DPPH est une méthode simple, rapide, populaire et peu coliteuse pour mesurer

l'activité antioxydante. Ce test consiste a convertir les radicaux du DPPH (violet intense) en

molécules stabilisées en présence d’un antioxydant [14, 15].
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L'activité antioxydante des deux variétés de Goudron noir des espéces Juniperus
thurifera L. et Pinus halepensis Mill a été évaluée par la méthode de DPPH. Les résultats sont

présentés sur le graphique (figure IV.2).
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Fig. IV.2 : Résultats d’activité antioxydante

Nos résultats d'absorbance obtenus lors du test DPPH a 517 nm pour les Goudrons noirs,
des deux especes Juniperus thurifera L. et Pinus halepensis Mill fournisse une évaluation
quantitative précieuse de leur potentiel antioxydant. Suite a cela, nous avons établi que le
goudron noir de la variété 1 (Juniperus thurifera L.) est le plus actif, avec une I % d'environ
45.80 %, suivi de pres par le goudron noir de la variété 2 (Pinus halepensis Mill) avec environ
40.87 %. De cela on peut dévoiler que l'activité antioxydante n'est pas strictement
proportionnelle a la quantité totale de ces composés. Cette divergence suggere que la nature
spécifique et la combinaison des polyphénols extraits, plutot que leur seule quantité, jouent un
réle prépondérant dans leur capacité a piéger les radicaux libres du DPPH. Les différences
observées peuvent étre attribuées a la composition chimique spécifique de chaque extrait
végétal, notamment en composés phénoliques qui sont connus pour leur forte activité
antioxydante [16].

La richesse en flavonoides d'extrait contribue également a son activité antioxydante,
comme le soulignent Turkmen et al. [17], qui notent que les flavonoides, en raison de leur
structure chimique idéale, agissent efficacement comme donneurs d'hydrogéne pour neutraliser
le radical DPPH. Ces auteurs ont par ailleurs établi une corrélation positive entre la présence de
composés antioxydants dans différentes plantes et leurs activités antioxydantes. Ainsi, les

flavonoides sont identifiés comme des agents potentiellement antioxydants, capables de
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séquestrer les especes radicalaires et les formes réactives d'oxygene. Le mécanisme sous-jacent
d'interaction entre ces antioxydants et le radical DPPH est influencé par la structure
conformationnelle d'antioxydant ainsi que par le nombre de groupes hydroxyles (OH) présents
sur les structures des flavonoides, qui modulent divers mécanismes antioxydants [18]. D’aprées
ces résultats, nous avons conclu que l'effet scavenger augmente avec l'augmentation de la
concentration des polyphénols dans l'extrait (Goudron noir). Ce qui suggere que l'effet
antioxydant d'extrait de plante est li¢ a la quantité de polyphénols présents. Cette hypothése est
confirmée par plusieurs chercheurs [19-21].

Ce test renforce 1'idée que les goudrons noirs des deux especes sont une source tres
prometteuse d'antioxydants naturels. Notre travail met ainsi en lumiére non seulement le
potentiel antioxydant intrinséque de ces plantes, mais aussi sur le choix de plante a propriétés
bioactives finales remarquables.

IV.4 Test de solubilité du goudron noir

Le goudron noir est un mélange complexe de composés organique, leur solubilité varie
selon la nature du solvant utilisée. Les fractions insolubles correspondent généralement aux
impuretés minérales, aux matieére carbonés de haut poids moléculaire.

Le test de solubilité a été réalisé sur les deux échantillons de goudron noir pour les deux
especes Juniperus thurifera L. (V1) et Pinus halepensis Mill (V2). Les résultats obtenus ont

témoigné une solubilité identique pour les deux échantillons (tableau 2).

Tableau 2 : Résultats de test de solubilité

Produits Polarit¢ | Délutions | Solubilité
Vi V2
Petroleum éther (40-60c®) | Apolaire | Mauvaise | (-) | (-)
Cyclo hexane Apolaire | Parfaite | (-) | (-)
Dichlorométhane Polaire Parfaite | (+) | (+)
Acétate d’éthyle Polaire Parfaite (+) | (+)
Ethanol Polaire | Mauvaise | (+) | (+)

(+) : Soluble, (-) : No Soluble

Parall¢lement, des combinaisons composées de deux solvants dont le premier est polaire

et le seconde est Apolaire est testée. Quelques résultats obtenus sont présentés dans la figure 3.
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IV.4.1 Solvants polaires

Les goudrons noirs présentent une solubilité parfaite dans les trois solvants polaires testés,

a savoir le dichlorométhane (DCM), 1'acétate d'éthyle et I'éthanol. Ce comportement indique

que la majorité des composés constituant le goudron noir posséde un caractére polaire marqué :

» L'acétate d'éthyle (¢ = 6,02), de polarité intermédiaire, permet également une dissolution

compléte, témoignant de la présence de composés a polarité modérée (esters, lactones,

cétones) [22].

» L'éthanol (¢ = 24,55), solvant polaire protique, solubilise efficacement les composés

hydroxylés tels que les phénols, les acides organiques et les alcools qui sont

caractéristiques des produits de pyrolyse du bois [22].

» Dichlorométhane (¢ = 1,8), ne peut solubiliser que des hydrocarbures saturés apolaires.

Sa faible efficacité sur le goudron noir confirme la faible proportion de tels composés

dans la fraction majoritaire du goudron [23].
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Fig. IV.3 : Résultats de test de solubilité avec des solvants combinées

IV.4.2 Solvants apolaires

En revanche, le goudron noir montre une trés faible solubilité dans les solvants apolaires

dont I'é¢ther de pétrole (40-60°C) et le cyclohexane. Ces deux solvants n'ont pas réussi a

dissoudre de maniére satisfaisante 1'échantillon, laissant apparaitre un résidu important apres

agitation :

» L'éther de pétrole, composé principalement d'alcanes légers (e ~ 1,8), ne peut solubiliser

que des hydrocarbures saturés apolaires. Sa faible efficacité sur le goudron noir

confirme la faible proportion de tels composés dans la fraction majoritaire du goudron

[24].

» Le cyclohexane (e = 2,02), apolaire de référence, présente des résultats similaires a

I'éther de pétrole. Les fractions insolubles correspondent vraisemblablement aux

41




Chapitre I'V : Résultats & Discussions

matieres carbonées de haut poids moléculaire et aux impuretés minérales issues du

processus de pyrolyse [24].

IV.5 la chromatographie sur colonne

Cette derniere a été réalisée sur les deux échantillons de goudron noir (Genévrier et Pin)
a l'aide d'une phase stationnaire de silice (25 g) et d'une phase mobile constituée de
dichlorométhane (DCM) et d'acétate d'éthyle (AcOEt) en gradient de polarité croissante (figure
1v.4).

Fig. IV.4 : Image de chromatographie sur colonne

L'élution a été conduite successivement avec plusieurs systémes de solvants afin de
séparer les différentes familles de composés en fonction de leur affinité avec la silice.
IV.5.1 Observations macroscopiques

L'¢lution de la colonne a révélé une séparation progressive et visible des constituants du
goudron noir. Les premiéres fractions éluées avec le DCM pur (F1) présentent une couleur jaune
pale, indicatrice de composés peu polaires et faiblement retenus par la silice. La fraction (F2)
DCM/AcOEt (7:3) de couleur jaune-orangée, constitue la fraction principale en termes de
volume et d'intensité colorimétrique, suggérant la présence de composés phénoliques en grande
quantité. Les fractions F3 et F4 montrent une couleur brun foncé a tres foncé, caractéristique
de composés aromatiques polycycliques et de tanins trés polaires, fortement retenus par la phase
stationnaire. Les fractions F5 et F6, ¢luées avec le systéme hexane/ AcOEt, sont de faible
intensité, témoignant d'une fraction apolaire.

La chromatographie sur colonne du goudron noir de Genévrier et de Pin a permis

d'obtenir six fractions distinctes, caractérisées par des profils de polarité croissante. La fraction
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principale (F2, DCM/AcOEt 7:3) est riche en composés phénoliques issus de la dégradation de
la lignine, confirmant la nature essentiellement polaire et phénolique du goudron noir végétal.
IV.6 chromatographies sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) a été utilisée comme technique analytique
complémentaire a la chromatographie sur colonne, afin de contrdler la pureté des fractions
obtenues et d'évaluer qualitativement la composition du goudron noir. La phase stationnaire
utilisée est la silice (plaques CCM aluminium silice 60 F2s4). La révélation des taches a été

réalisée sous lampe UV a 254 nm et 365 nm (figure IV.5, IV.6 et IV.7).
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Fig. IV.5 : Résultat de CCM avec Acétate éthyle pure
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Fig. IV.6 : Résultat de CCM avec DCM/AcOEt 7:3
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Fig. IV.7 : Résultat de DCM pure
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L apparition de plusieurs taches avec des valeurs de Rapport Frontal Ry différentes (figure
IV.5, IV.6 et IV.7) montre que le goudron noir n’est pas une substance pure mais un mélange
complexe de composés organiques.

» Les taches présentant des faibles valeurs de Rf (= 0,30) correspondent a des composés

plus polaires [25] ayant une forte interaction avec la silice.

» Les taches présentant des valeurs de Rf intermédiaires (= 0,54) indiquent la présence de

composés de polarité moyenne [25].
» Les taches ayant des valeurs de Rf élevées (= 0,80) correspondent a des composés moins

polaires [25] qui migrent davantage avec 1’¢luant.

Ces résultats confirment que le goudron noir issu de la pyrolyse du genévrier et du pin
contient plusieurs familles chimiques, notamment des composés phénoliques, aromatiques et
résineux. La diversité des taches observées traduit la complexité de sa composition chimique,
ce qui est cohérent avec la nature du goudron végétal obtenu par distillation séche du bois.

La CCM a ainsi permis de vérifier I’hétérogénéité du goudron noir et de guider les étapes
ultérieures de séparation et de purification par chromatographie sur colonne.

IV.7 Caractérisation des goudrons noir
IV.7.1 Spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie FTIR est 1'une des méthodes les plus utilisées pour déterminer la
composition chimique et élucider la structure des composés. Grace a ses caractéristiques
spectrales spécifiques et a sa large applicabilité aux échantillons, la FTIR est devenue un outil
essentiel en analyse pharmaceutique ces dernieres années [26].

Les spectres FTIR dans la région infrarouge moyenne de 4000 4 400 cm™ des goudrons

noirs des deux espéces sont présentés dans la figure IV.8 et IV.9 de la présente étude.
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Fig. IV.8 : IRTF de goudron noir de Juniperus thurifera L.

Le spectre IRTF du goudron noir obtenu a partir de Juniperus thurifera (Figure IV.8)
présente plusieurs bandes caractéristiques correspondant aux différents groupements
fonctionnels présents dans la matrice organique du goudron. La large bande observée a 3409.9
cm™ est attribuée aux vibrations d’élongation des groupements hydroxyles (O-H),
caractéristiques des alcools et des composés phénoliques [27]. Cette bande indique la présence
importante de composés oxygénés issus principalement de la dégradation de la lignine. La
présence importante de la bande O—H traduit une forte proportion de composés phénoliques
dérivés de la dégradation thermique de la lignine. Ces composés sont généralement
responsables des propriétés biologiques des goudrons végétaux, notamment leurs activités
antimicrobiennes et antioxydantes.

Le pic observé a 2931.6 em™ correspond aux vibrations d’¢longation des liaisons C—H
des groupes méthyleéne (—CH,) et méthyle (—~CH,), révélant la présence de composés aliphatiques
et hydrocarbonés.

Le signal intense enregistré a 1697.2 em™ est attribué aux vibrations d’élongation des
fonctions carbonyles (C=0), caractéristiques des aldéhydes, cétones et acides carboxyliques
[28]. Les bandes observées a 1612.4 em™ et 1512.1 ecm™ correspondent aux vibrations des
doubles liaisons aromatiques (C=C), indiquant la présence de structures aromatiques
condensées. L apparition de ces bandes aromatiques confirme la contribution importante de la
lignine dans la formation du goudron. En effet, la lignine constitue le composant végétal le plus
riche en structures aromatiques et sa dégradation conduit a la formation de composés

phénoliques condensés.
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Cependant, le pic situé¢ a 1458.1 cm™ est attribué aux vibrations de déformation des
groupes méthyle et méthyleéne. Dans la région comprise entre 1373.2 et 1033.8 cm™, les bandes
observées a 1373.2, 1265.2, 1234.4, 1118.6 et 1033.8 cm™ sont associées aux vibrations des
liaisons C-O et C—O—C, caractéristiques des fonctions éther, alcool et composés phénoliques
méthoxylés [29]. La présence simultanée de ces fonctions carbonyles (C=0) et éthers (C—O—
C) montre que le processus de pyrolyse conduit également a la formation de composés oxygénés
secondaires issus des réactions de dépolymérisation et de réorganisation thermique.

Enfin, les bandes observées a 810 cm™ et 748.3 em™ correspondent aux vibrations hors
plan des liaisons C—H aromatiques. Par ailleurs, les bandes observées dans la région inférieure
a 1000 cm™ confirment le caractére aromatique substitu¢ du goudron obtenu. Ces résultats
obtenus montrent que le goudron issu de Juniperus thurifera posséde une composition chimique
complexe dominée par des composés phénoliques, aromatiques et oxygénés.

Le spectre IRTF du goudron noir obtenu a partir de Pinus halepensis (Figure IV.9) met
en évidence plusieurs bandes caractéristiques des composés organiques présents dans le

goudron noir.
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Fig. IV.9 : IRTF de goudron noir de Pinus halepensis Mill

La large bande observée a 3368.6 cm™ est attribuée aux vibrations d’élongation des
groupements hydroxyles (O—H), indiquant la présence de composés phénoliques et alcooliques
[27]. La présence de la bande O—H montre que le goudron contient une quantité importante de
composés phénoliques provenant principalement de la dégradation de la lignine. Cependant, le
pic observé a 2931.6 cm™ correspond aux vibrations des liaisons C—H aliphatiques des groupes

méthyle et méthyléne. Ce pic observé présente un intérét particulier puisque Pinus halepensis
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est une espece riche en résines et composés terpeniques. Ainsi, cette bande peut €tre associée a
la présence de dérivés hydrocarbonés issus des fractions résineuses du pin. La bande située a
2653.9 cm™ est attribuée aux composés carbonylés et aux fonctions acides produites pendant
la pyrolyse. Parallélement, le signal intense observé a 1697.2 em™ est associ¢ aux vibrations
des fonctions carbonyles (C=0) [29].

Les bandes enregistrées a 1612.4 cm™ et 1512.1 em™ correspondent aux vibrations des
structures aromatiques (C=C). Ces bandes aromatiques observées confirment la formation de
structures aromatiques condensées apres la pyrolyse du matériau lignocellulosique.

Dans la région comprise entre 1380.9 et 1033.8 cm™, les bandes observées a 1380.9,
1272.9,1188.1, 1118.6 et 1033.8 cm™ sont attribuées aux vibrations des liaisons C—O et C—O—
C. La présence de ces bandes indique également la formation de composés oxygénés
secondaires tels que les éthers et les dérivés méthoxylés [30]. Enfin, les bandes observées a
879.5 ecm™, 817.8 em™ et 756 cm™ sont associées aux vibrations hors plan des liaisons C—H
aromatiques. Enfin, ces bandes mettent en évidence la présence de noyaux aromatiques
substitués et confirment le caractére aromatique du goudron obtenu. Généralement, le spectre
du goudron issu de Pinus halepensis révele une composition dominée par des composés
aromatiques, oxygénés et résineux.

La comparaison des deux spectres montre que les deux goudrons possedent des
fonctions chimiques similaires : O—H, C-H, C=0, C=C aromatique et C—O, ce qui confirme
leur origine lignocellulosique commune. Cependant, le goudron de Juniperus thurifera présente
une proportion plus importante de composés phénoliques oxygénés, tandis que celui de Pinus
halepensis semble davantage influencé par les composés résineux et terpéniques
caractéristiques des espéces du genre Pinus.

IV.7.2 Analyse Rhéologique des goudrons noir

Les propriétés rhéologiques des hydrogels synthétisés ont été analysées a l'aide d'un
rhéomeétre oscillatoire dynamique Discovery (Hybrid HR-2). Les mesures ont été réalisées a
l'aide de plaques paralleles (plaque Peltier, Steel, 100261) d'un diamétre de 40 mm et d'un
¢cartement de 1 mm. Les expériences ont été réalisées a une température constante de 25 °C,
sur une plage de fréquences comprise entre 0,1 et 100 rad/s, avec une déformation de 1 %. Les
résultats obtenus sont illustrées dans la figure 17.

La figure IV.10.a représente I'évolution de la viscosit¢ dynamique 1 (en Pa‘s) en
fonction de la fréquence angulaire (en rad/s) des goudrons noirs des deux especes Juniperus

thurifera L. (V1) et Pinus halepensis Mill (V2). On remarque qu’a basse fréquence (o <1 rad/s)
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les deux échantillons présentent un comportement rhéofluidifiant ou la viscosité diminue avec
l'augmentation de la fréquence.

A moyenne et haute fréquence (de 1 & 100 rad/s) la viscosité se stabilise pour atteindre
un plateau newtonien ( =0.7 Pa‘s). Cela indique une structure moléculaire relativement
simple ou faiblement associative, qui s'oriente facilement sous l'effet du cisaillement, sans
opposer une résistance élastique majeure a haute fréquence.

A titre de comparaison, on remarque que I’échantillon V2 présente une viscosité
nettement plus €levée a basse fréquence, ce qui traduit que cet échantillon a une structure
beaucoup plus dense, visqueuse ou un réseau moléculaire (potentiellement di a une plus forte

concentration en composés lourds, phénoliques ou résineux selon la plante d'origine).
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Fig. IV.10 : Viscosité complexe (a), module de stockage G' (b) et module de perte G" (¢) en
fonction de la fréquence angulaire pour les goudrons de bois 1 et 2, mesurés a 25 °C sur une

plage de fréquences comprise entre 0,1 et 100 rad/s, avec une déformation de 1 %.
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A des fréquences plus élevées on observe une légére remontée de la courbe de
I’échantillon V2 (comportement rhéoépaississant ou shear-thickening). Ce résultat indique que,
les molécules ou microparticules du goudron V2 tendent a s'agglomérer ou a s'enchevétrer,
provoquant une résistance accrue a 1'écoulement.

La figure IV.10.b montre 1’évolution du module de stockage ou de conservation en
fonction de la fréquence de cisaillement G’ caractérisant la composante élastique (I'énergie
stockée par le matériau et restituée aprés déformation). Pour les deux échantillons, G' augmente
de fagon monotone avec la fréquence, ce qui est typique des fluides polymeres ou des
suspensions complexes. Le goudron V2 posséde un module G' systématiquement supérieur a
celui du goudron V1 sur I'ensemble de la gamme des fréquences. Cela confirme que la matrice
du goudron V2 est plus rigide et posséde une élasticité structurale plus forte que le goudron V1.
Le module de perte G" représenté sur la figure IV.10.c caractérise la composante visqueuse
(I'énergie dissipée sous forme de chaleur lors de la déformation). L'analyse croisée de G' et G"
permet de définir la nature physique des goudrons. Pour le goudron V1, a basse fréquence, G"
(autour de 0.4 Pa) est inférieur a G' (autour de 1.5 Pa). Le matériau se comporte initialement
comme un gel tres faible. Cependant, la pente de G" est tres raide. Vers (o= 20 rad/s), on observe
un point de croisement (crossover) ou G" devient supérieur 2 G'. A haute fréquence, le
comportement visqueux l'emporte nettement sur I'¢lastique (G" >> G'). C'est le comportement
signature d'un fluide viscoélastique. Pour le goudron V2 la courbe de G" reste relativement
plate et stable a basse et moyenne fréquence (3 a 10 Pa).

Si I'on compare les deux graphiques (b et ¢) pour I'échantillon 2, a basse fréquence (o= 10
rad/s), G'=4 Pa et G" = 5 Pa. Les deux modules sont trés proches. A haute fréquence (o> 100
rad/s), G' augmente drastiquement jusqu'a environ 500 Pa alors que G" ne dépasse pas 50 Pa.
On a donc G'>> G". Cela signifie qu'a haute fréquence, le goudron V2 subit une transition vers
un état hautement élastique/gel. Cela correle parfaitement avec la remontée de viscosité

observée sur la figure IV.17.a.
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% Conclusion possible

La plante ayant servi a produire le goudron V2 génére un goudron riche en composés de
forte masse moléculaire ou en entités fortement interactives (comme des groupements polaires
capables de créer des liaisons hydrogeéne ou des interactions n-m). Sous l'effet d'une sollicitation
rapide (o élevé), ces interactions se renforcent, rendant le milieu trés élastique. A l'inverse, le
goudron V1 provient d'une biomasse donnant des molécules plus légeéres ou moins
associatives, agissant comme un fluide viscoélastique standard qui s'écoule facilement dés que

la fréquence augmente.
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Conclusion générale

Ce travail avait pour objectif principal 1'étude et la caractérisation des goudrons noirs
issus via la pyrolyse traditionnelle des deux espéces forestieéres Algérien : Juniperus thurifera
L. et Pinus halepensis Mill.

Malgré un usage ancestral bien établi en médecine traditionnelle, la composition
chimique de ces goudrons restait partiellement méconnue et leur valorisation scientifique
insuffisante. Ce travail a permis de combler en partie cette lacune en mobilisant un ensemble
de techniques analytiques complémentaires.

Les résultats obtenus permettent de tirer les conclusions suivantes :

» Sur le plan chimique, les deux goudrons constituent des mélanges organiques
complexes a dominante phénolique et aromatique, issus principalement de la
dégradation thermique de la lignine. La spectroscopie FTIR a confirmé la présence de
groupements O—H, C=0, C=C aromatiques et C—O—C dans les deux échantillons. Le
goudron de Juniperus thurifera L. est plus riche en composés phénoliques oxygénés,
tandis que celui de Pinus halepensis Mill. est davantage influencé par les composés

résineux et terpéniques caractéristiques du genre Pinus.

» Sur le plan chromatographique, la CCM et la chromatographie sur colonne a confirmé
la complexité et I'hétérogénéité des deux goudrons, avec plusieurs familles de composés
de polarités différentes. La fraction principale (DCM/AcOEt 7:3) s'est révélée riche en

composés phénoliques.

» Sur le plan biologique, les deux goudrons ont démontré des activités antimicrobienne
et antioxydante prometteuses. Le goudron de Juniperus thurifera L. s'est montré le plus
actif, avec une zone d'inhibition atteignant 28 mm contre Staphylococcus aureus,
dépassant méme l'antibiotique de référence (Gentamicine, 24 mm). Cette activité est
attribuée a la présence de composés phénoliques, tanins et flavonoides capables de
perturber les membranes bactériennes. En ce qui concerne l'activité antioxydante, les
deux goudrons présentent une capacité de piégeage du radical DPPH appréciable, avec
respectivement 45,80 % pour J. thurifera L. et 40,87 % pour P. halepensis Mill., corrélée

a leur teneur en polyphénols.
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» Sur le plan Rhéologique, les deux goudrons présentent un comportement
viscoélastique différencié. Le goudron de P halepensis Mill. se distingue par une
viscosité et une élasticité plus élevée, traduisant une composition en molécules de plus

forte masse moléculaire ou en entités plus fortement interactives.

En définitive, ces résultats confirment le potentiel pharmacologique et biologique des
goudrons de Juniperus thurifera L. et Pinus halepensis Mill et justifient des recherches
supplémentaires pour isoler et identifier les composés bioactifs responsables des activités
observées. Des études complémentaires portant sur les mécanismes d'action, la toxicité et les
formulations thérapeutiques permettraient d'envisager le développement de nouvelles thérapies

naturelles issues de ces ressources locales encore sous-exploitées.
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