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Introduction

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant
essentiellement des plantes, ils jouent un rble important dans le domaine
pharmaceutique, ils sont utilisés comme principes actifs pour la préparation
des médicaments. Les alcaloides sont utilisés soit tels quels, soit sous forme de
dérivés plus actifs, mieux tolérés par l'organisme, ou manifestant des effets

différents.

La caféine est un alcaloide de la famille de méthylxanthine, découverte par le
chimiste allemand Friedrich Ferdinand Ring en 1819, elle a été inscrite dans
différentes pharmacopées telles que la pharmacopée européenne et la British
pharmacopée, différentes formes galéniques ont vu le jour afin de s’adapter aux

besoins thérapeutiques.

La caféine est présente dans de nombreux aliments, boissons et médicaments. Elle
agit comme stimulant du systéme nerveux central et du systeme cardio vasculaire, la
connaissance de ses propriétés physico-chimiques de sa toxicité et de son

mécanisme d’action est importante.

Dans le cadre de ce mémoire nous nous sommes intéressés a I'étude de cette
substance active. L’objectif principal de notre travail était I'obtention de la caféine par
extraction liquide — solide (eau chaude et feuilles de thé) suivie d’'une extraction

liquide-liquide (phase organique et phase aqueuse).
Notre travail est organisé en deux parties :

1. Une partie bibliographique dans laquelle nous abordons des généralités sur

les alcaloides et une étude pharmaco-chimique et toxicologique de la caféine ;

2. Une partie expérimentale portée sur I'extraction, I'identification et le contrble

de la qualité conformément a la pharmacopée européenne.



Objectifs

Ce travail de fin d’études représente une étape importante dans notre parcours de
formation, il nous a permis d’appliquer les connaissances acquises et de toucher au

volet de contrdle de la qualité des matiéres premieres.

L’objectif principal de notre travail était 'obtention de la caféine par extraction, ainsi

que le controle de sa qualité.

Pour atteindre cet objectif principal, différents objectifs secondaires doivent étre

atteints a savoir :

Purification de la caféine extraite;

Identification et caractérisation de la caféine conformément a la monographie ;
Détermination de la teneur en principe actif ;

Recherche des impuretés ;

Amélioration des connaissances expérimentales en matiére de contrdle de la qualité

des matiéres premieres ;

Conclusion par rapport a la conformité de la substance active étudiée.
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1. Historique
Le termealcaloide a été créé en 1819 par un pharmacien De halle Wilhelm.

La connaissance et l'usage des plantes a alcaloides comme « Parrot a opium » ou «
l'aconit » sont trés anciens mais la caractérisation de leurs substances actives
remonte au 19éme siéecle.

Entre 1817 et 1820, deux pharmaciens francais, Pelletier et Caventou, ont découvert
une série de composés actifs : caféine, émétine (de l'ipéca), strychnine (de la noix
vomique), quinine et cinchonine (de I'écorce de quinquina) [1].

2.  Deéfinition
Le terme « alcaloide » signifié: Alcali = base Oide = méme forme.

Les alcaloides Sont des substances organiques le plus souvent d'origine végétale,
azotées basiques donnant des réactions de précipitation avec certains réactifs
(réactifs des alcaloides), sur le plan chimique, ils constituent un groupe trés
hétérogéne, possédant quelques propriétés physiologigues communes, ils portent
tous la terminaison « INE ».

Les alcaloides sont rencontrés chez de nombreux végétaux, ils peuvent étre
présents dans tous les organes.

Une plante renferme rarement un seul alcaloide, ils existent rarement a I'état libre
dans les plantes mais, le plus souvent sont combinés a des acides organiques ou a
des tanins. Leur teneur est trés variable, elle est comprise entre (0.1% a 3 %du poids
sec de la drogue) [2].

3.  Propriétés physico-chimiques

Les alcaloides sont des composés a caractere basique, ils donnent des sels avec les
acides.

3.1 .Solubilité

Leur solubilité dans les différents solvants varie en fonction du PH c'est a dire selon
gu'ils se trouvent a I'état de base ou a I'état de sel.

1. Sous forme de bases ils sont Solubles dans les solvants organiques non polaires
(chloroforme, benzéne), et dans les solvants organigues polaires (alcool), insolubles
dans l'eau.

2. Sous forme de sels: ils sont solubles dans les solvants organiques polaires,

insolubles dans les solvants organiques apolaires, et solubles dans I'eau [2].
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3.2. Réactions de précipitation

Les alcaloides donnent des réactions de précipitation avec certains réactifs
spécifiques appelés « réactif des alcaloides », ces réaction peuvent avoir lieux dans
un milieu légérement acide :

1. Avec le réactif de valser Mayer : donnent un précipité blanc.
2. Avec le Réactif de dragendroff : donnent un précipité rouge orangé.
3. Avec le réactif de bouchardat : donnent un précipité brun.

lls précipitent aussi avec les sels des métaux lourds, certains acides et les tanins.
Les alcaloides non oxygénés sont liquides & T° ordinaire (nicotine, spartéine).

Les alcaloides oxygénés se présentent sous forme de cristaux rarement colorés
(berbine) [2].

4. Propriétés pharmacologiques

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes qui peuvent agir a
différents niveaux :

1. Au niveau du systeme nerveux autonome: les alcaloides peuvent avoir un
effet sympathomimétique (éphédrine), sympatholytique (yohimbine, certains
alcaloides de l'ergot de seigle) ou bien parasympathomimétique, anti cholinergique
(atropine,hyoscyamine,scopolamine) et ganglioplégique (sparteine,nicotine). lls sont
aussi des inhibiteurs des cholinestérases ;

2. Au niveau du systeme nerveux central: ils peuvent avoir un effet dépresseur
ou stimulant ;
3. Les alcaloides peuvent avoir d’autres effets: curarisants, anesthésiques

locaux (cocaine), antifibrillants (quinidine), anti tumoraux (vinblastine,camptothécine),

antipaludique (quinine), amoebicides (émétine) [3].

5. Emploi

Ce sont pour la plupart des poisons végétaux tres actifs, dotés d'une action
spécifique.

Il est a noter que les alcaloides jouent, a faibles doses, le role d'anesthésiques

locaux (cocaine), d'analgésiques (morphine), d'antibiotiques, d'antiparasitaires,
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d'antipaludiques (quinine), d'anti-tumoraux (vinblastine) et d'amoebicides (émétine)

[4]

lls sont utilisés aussi dans lindustrie pharmaceutique, dans les préparations
galénigues (belladone, stramoine, jusquiame noir), utilisés comme matieres
premieres (par I'extraction des alcaloides qu’elles renferment morphine de la paille,

de pavot ou de I'opium).

Utilisées en hémi-synthése ou en synthese totale comme la codéine extraite a partir

de la morphine et les alcaloides de 'ergot de seigle [2].
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1. Structure chimique de la caféine

La caféine ou 1, 3,7-triméthylxanthine appelée aussi 1, 3,7-triméthyl-1H-purine-2,6-
dione, de formule chimique CsHi10N4O2, est un pseudo-alcaloide d’origine végétale
appartenant a la famille des bases purigues ou plus précisément des
méthylxanthines. Cette molécule est proche de la théophylline et de la théobromine.

Ces trois molécules (caféine, théophylline, théobromine) appartiennent au groupe
des méthylxanthines et possédent ainsi une analogie structurale [5].

AR

Figure 1: Vue tridimensionnelle de la caféine [6] Figure 2:Structure chimique de la caféine.

1. Les différentes dénominations de la caféine:
- 1, 3,7-triméthylxanthine.

- Méthylthéobromine.

2. Nom chimique selon 'lUPAC :
-3, 7-dihydro- 1, 3,7-trimethyl-1H-purine-2,6-dione [7].

2. Propriétés physico-chimiques de la caféine
2.1. Propriétés physiques

1. La caféine se présente sous forme de poudre blanche ayant un godt
extrémement amer ;

2. La masse molaire de la caféine est égale a : 194 g/mol ;
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3. Le pourcentage des différents composants est :

- Hydrogéne: 5, 16 %;

- Carbone: 49, 48 %j;

- Azote: 28, 86 %;

- Oxygene: 16, 50 %;
4. La température de fusion de la caféine est de 234 a 236,5 °C [8].
2.2. Propriétés chimiques

La caféine est stable dans les milieux acides et basiques, elle se présente sous
forme d’'une base faible et peut réagir avec des acides pour donner des sels,

cependant dans une solution aqueuse neutre, elle n'est pas ionisée.
Elle absorbe dans I'UV avec un maximum d’absorption a A= 274 nm.

La caféine sous forme protonée, est beaucoup plus stable que sous forme non

protonée (grace aux doublets libres de I'azote) [8].

3. Méthodes d’obtention de la caféine

3.1. Synthese de la caféine
3.1.1. Synthése chimique de la caféine

On définit la synthese chimique comme étant |'obtention d'une espéce chimique a
partir des composés simples. Le produit obtenu peut étre soumis, dans une étape
ultérieure, a une autre réaction, avec pour résultat une espéce chimique encore plus
complexe.

Des méthodes de synthése de la caféine ont été décrites dans la littérature et
remontent au 19é™e siécle.

En 1895, Emil Fisher (Prix Nobel de Chimie, 1902) décrit la premiére synthese de la
caféine a partir de l'acide urique (Kunz, 2002).

Par la suite, Fisher a rapporté la synthese de caféine par N-méthylation de la
théobromine avec CHI, en présence de NaOH comme base (Fischer, 1898). Plus
tard, Biltz et Damm décrivent la N-méthylation en utilisant de la théobromine et le
diméthylsulfate (Blitz, 1917).
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Récemment, la synthese de la caféine a partir de la théobromine a fait appel au
sulfate de diméthyle en présence d'alumine imprégné de KF dans l'acétonitrile
(Yamawaki,1981) [9].

3.1.1.1. Synthese chimique par substitution nucléophile

Dans les réactions de substitution nucléophile, un réactif nucléophile ayant au moins
un doublet d’électrons libres (Nu) ou portant une charge négative (Nu") attaque un
carbone lié a un groupe partant (nucléofuge) Y exercant un effet (-I) ou/et mésomere
(-M) source carbone.

Le doublet d’électrons du réactif nucléophile crée la liaison avec le carbone
tandisque le groupe partant (nucléofuge) entraine avec lui le doublet qui le liait au
carbone [10].

Substitution nucléophiled'ordre 2

> Mécanisme

Dans le mécanisme de cette réaction de substitution, le réactif nucléophile Nu,
chargénégativement ou non, attaque le carbone lié & Y de R-Y du coté opposé a Y,
c’est une attaguedorsale (une attaque du c6té de Y aurait été dite frontale) : le
nucléophile s'approche du carbone par le c6té opposé au nucléofuge, comme le

montre la figure 3 ci dessous.

etat de transltlon

inversion de Walden

Figure 3: Mécanisme de la substitution nucléophile d’ordre 2
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> Cinétique

Le mécanisme est donc concerté, il se fait en une seule étape et passe par un état
de transition correspondant a un état d’activation maximale de la réaction.

Comme on peut le remarquer, seuls le réactif nucléophile et RY interviennent dans
cette réaction, et plus particulierement, dans I'état de transition, d’ou la dénomination
de biomoléculaire pour cette substitution.

Le réactif nucléophile et RY ont donc chacun un réle équivalent dans ce mécanisme,
Il s’ensuit que la réaction est du premier ordre pour chacun d’eux, on en déduit que

la cinétique de cette substitution SN2 est d’ordre deux.

> Facteurs influengant une SN2

1. Classe du substrat

Si le carbone est tertiaire, 'approche du Nu™ est rendue difficile en raison de
'encombrement stérique, I'état transitoire est alors difficile a atteindre. Par contre, si
ce carbone est nullaire, primaire ou secondaire, I'approche du Nu™ est facilitée, c’est
ce qui expligue que le mécanisme SN2 est spécifique des groupes R nullaires,

primaires et assez souvent, secondaires mais jamais tertiaires.

2. Nature du groupe partant

L’influence du groupe partant est la méme que dans une SN1: la réactivité du
substrat (dérivé halogéné) croit de R-F a R-I.

Les halogénes sont des excellents nucléofuges et leur réactivité varie en fonction de
leur taille: F << CI < Br<I.

A Tinverse, les dérivés oxygénés (—OR) sont de mauvais groupes partants. Leur
substitution n’est possible que par des nucléophiles forts (carbanions).

Pour substituer un OH, par exemple, il faudra un milieu acide fort.

3. Nature du réactif nucléophile

Dans un mécanisme SN1, la vitesse de réaction ne dépend pas du nucléophile, car
la nature de celui-ci n'a pas d'influence. En revanche, un mécanisme SN2 nécessite
au contraire un nucléophile puissant pour chasser le nucléofuge.

- Les nucléophiles chargés (anions: HO™, CN-, X  ...) sont plus forts que les
nucléophiles neutres (NH3, H20, ROH...).
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- Plus un anion est volumineux, plus ses électrons externes seront mobiles, plus sa
nucléophilie sera grande. Cela est attribué a la polarisabilité du doublet électronique.
Plus ce doublet est éloigné du noyau atomique, plus la nucléophilie sera grande [11].

4. Influence du solvant

Pour un nucléophile chargé Nu~, un solvant polaire protique diminue la vitesse de
SN2 en solvatant le nucléophile par établissement de liaisons hydrogenes diminuant
ainsi sanucléophilie.

En revanche, un solvant apolaire ou polaire mais aprotique (absence de liaisons
hydrogene) augmente la vitesse de SN2 en solvatant le cation du nucléophile. Celui-

ci restera alors libre dans le milieu, donc trés réactif.

3.1.1.2. Syntheése a partir de la théobromine

> La théobromine

Théobromine, anciennement connue sous le nom xantheose, est un alcaloide de la
plante de cacao. Elle se trouve dans le chocolat, ainsi que dans d'autres aliments,
comme les feuilles de thé et le cola.

Elle est classée comme un alcaloide de la famille des purines, ou plus exactement
des méthylxanthines.

Malgré son nom, le composé ne contient pas de brome, théobromine est dérivé de
Théobroma, le nom du genre de l'arbre de cacao, (qui lui-méme est constitué de:
théo grec «dieu» et broma «nourriture», qui signifie « nourriture de Dieu»
avec le suffixe -ine donné aux alcaloides et d'autres composés azotés basiques).

> Schéma réactionnel

La synthése de la caféine a partir de la théobromine se fait selon la réaction ci-

dessous:

o CHs 9 CH3

/U\ N/ H3C\N/U\/N/
HiN i CH,1 CH,ONa
L e s e st

]
H3C H3

théobromine caféine

Figure 4: Schéma réactionnel de la synthése de la caféine a partir de la théobromine.
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3.2. Extraction de la caféine a partir du thé vert

Le thé, obtenu par infusion des feuilles de théier ou Camellia sinensis, est aprés

'eau, la boisson la plus consommée dans le monde entier [12,13].

3.2.1. Les caractéres organoleptiques du thé vert
Il posséde une odeur faible et sa saveur est acre et astringente. La couleur de
'infusé est jaune pale. L’ardbme du thé vert provient essentiellement de la théanine,

un acide aminé, et des poly phénols non oxydés [14].

3.2.2. Définition selon la Pharmacopée francaise

< La partie utilisée du thé vert est constituée par la feuille, jeune, non fermentée,
soumise a une dessiccation rapide a chaud, puis séchée, de Camellia sinensis, et de
ses variétés cultivées. Le thé vert contient au minimum 2,0 pour cent de caféine,

calculés par rapport a la drogue desséchée > [14].

3.2.3. Composition chimique générale de la feuille du thé vert
Depuis longtemps, des chercheurs analysent la composition des feuilles de thé, ainsi
gue de leur infusion.
Parmi les principaux constituants de la feuille du thé, on trouve:
1. Les polyphénols: il s’agit d’'une classe trés vaste, regroupant plusieurs familles
chimiques:
v Les flavonoides : catéchines ou flavanols, flavonols;
v’ Les acides-phénols;
v’ Les tanins.
2. Les bases purigues:
v’ La caféine, le composant majeur de cette famille chimique;
v La théophylline et la théobromine en concentrations nettement inférieures;
3. Les acides aminés: sont au nombre de 19 dont la théanine, principal acide aminé
du thé.
D’autre part, on a pu isoler divers constituants, moins abondants.

4. Des vitamines: acide nicotinique, acide ascorbique et vitamines du groupe B;

11
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5. Des composés minéraux:
v Fluor;
v Potassium;
v Aluminium et autres.
6. Des glucides, de protéines et lipides;
7. Certains tri terpénes;
8. Des caroténoides [14].

Eaualcaline contenant: | Décantation
Caféme (sous forme base
Mélange nonionizée), Taning acides
Eau chaude iorises. Commosés ] .
S —— HISES, LOMposes Eau + Composes
alcaline minéraux, Theammne (AA
T . ———* | hydrosolubles et
s¢), Glucose o
The e hydrosoluble 10ISES
Dichloromethane +
: : — 1 | o~ e
Dichloromethane e Caféine

Figure 5: Schéma de I'extraction de la caféine a partir des feuilles de thé.

3.3. Autres voix d'acces ala caféine

3.3.1 Synthése de la caféine a partir d'uracile
C’est une méthode peu colteuse et originale, elle se fait en six étapes simples.

L'uracile est dans un premier temps converti en3-diméthyluracile, suivie d'une

12
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nitration, réduction et cyclisation pour donner la théophylline et enfin méthylation de

théophylline en caféine [15].

4. Propriétés pharmacologiques de la caféine

La caféine entraine de nombreux effets :

¢ Une action bradycardisante sur le coeur par un ralentissement du rythme sinusal de
la conduction auriculo-ventriculaire, expliquant son utilisation possible lors de

tachycardies;
e Une action vasoconstrictrice sur les artérioles afférentes glomérulaires;
¢ Une action broncho constrictrice uniquement chez I'asthmatique;

e Une action anticonvulsivante et sédative sur le systeme nerveux central ainsi,
gu’une diminution de la libération des neuromédiateurs. Ces effets sont bloqués suite

a la fixation de la caféine sur ce récepteur.

La caféine est une xanthine, ce qui explique son action antagoniste de I'adénosine
[16].

Concernant son mode d’action, elle est I'antagoniste des récepteurs de I'adénosine
qui est une hormone libérée localement et qui agit sur différents récepteurs pour
augmenter ou diminuer les concentrations cellulaires d'AMP cyclique. Les récepteurs
de l'adénosine se trouvent dans tout le corps, y compris le cerveau, le systéme

cardiovasculaire, respiratoire, rénales, gastro-intestinale et dans le tissu adipeux.

La caféine bloque les deux récepteurs de l'adénosine de facon compétitive et inhibe
l'action de l'adénosine chez les personnes consommant la caféine a partir de
sources alimentaires. L’adénosine agit pré-synaptiquement pour inhiber la libération
neuronale de l'acétylcholine, la noradrénaline, la dopamine,gamma amino-butyrique,
et de la sérotonine. La caféine libére donc la noradrénaline la dopamine et la
sérotonine dans le cerveau et augmente la circulation des catécholamines avec une
levée de l'effet inhibiteur de I'adénosine sur ces systémes [17]. La caféine stimule le
systeme nerveux central entrainant une diminution de la somnolence, une
augmentation de l'attention, une meilleure réflexion et une meilleure coordination

globale du corps [18].

13
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Elle agit aussi sur le systtme nerveux périphérique en provoquant la contraction du

muscle cardiaque [19].

Lorsque la caféine est consommée en grande quantité, elle peut causer des effets
secondaires tels que la nervosité, lirritabilité, I'anxiété, des tremblements, I'insomnie

et une tachycardie [20].
Pour un adulte, la dose |étale est estimée a 10g / jour (plus de 100 de café).

Méme si la dose létale n’'est pas atteinte, les effets secondaires néfastes de la
caféine peuvent survenir suite a une utilisation a long terme. Des études ont
démontré que l'utilisation a long terme de la caféine peut augmenter les risques de

crise cardiaque, de mort subite et d’arythmie [21].

5. Mécanisme d’action de la caféine

5.1. Action sur les récepteurs de I'adénosine

La caféine inhibe les récepteur A1 de I'’Adénosine présents au niveau du cerveau, du
cceur, de la trachée, du rein, et au niveau des cellules adipeuses, ces récepteurs
interviennent dans les échanges cellulaires de potassium et de calcium. lls
interviennent dans la régulation de la polarité des membranes cellulaires, de la
diurése, de la sécrétion de la rénine, des neurotransmetteurs et de certaines
hormones. Elle inhibe aussi les récepteurs A2 de I’Adénosine responsables de la

relaxation des muscles lisses [22].

Elle agit comme un antagoniste compétitif des récepteurs de I'adénosine, c'est-a-
dire quelle se fixe sur les mémes récepteurs que celle-ci, empéchant alors sa
fixation et bloquant son action (cf. figure n° 25). L’adénosine est un neuro-modulateur
gui exerce une action sur la libération des neurotransmetteurs; elle permet

notamment de limiter celle des neurotransmetteurs excitateurs [23].

14



Revue de la littérature chapitre Il: Etude pharmaco-chimique et toxicologique de la caféine

NH2
N ,* N Réc. ADO
& 9
N < Inhibition de la lipération
HO. O des neurotransmetteurs excitateurs
ol ADO
OH OH
Adénosine
i a4
| . ADO
Réc. ADO
N\/N \\//50 ] +
¢ K :
) T N - SRR ,
N \CHJ O net I eur ileu
CH 3/ o) CA}
Caféine

Figure 6: Caféine (CAF) et récepteurs a I'adénosine (ADO) [24].

L’adénosine se fixe sur quatre types de récepteurs couplés a la protéine G : Al, A2A,
A2B et A3. Sa fixation sur A1 ou A2 entraine des effets opposés: la stimulation du
récepteur A1 inhibe I'adenylcyclase, entrainant une diminution du taux d’adénosine
monophosphate (AMP) cyclique intracellulaire conduisant a une ouverture des
canaux potassiques qui se traduira par une baisse de I'entrée du calcium dans la

cellule. A I'inverse, une fixation sur A2 provoque une activation de I'adenylcyclase.

La caféine a une affinité particuliere pour les récepteurs Al et A2A, mais ses effets
seront plus liés au blocage des récepteurs A1, ce qui permet la levée de l'inhibition

sur la libération des neurotransmetteurs excitateurs.

5.2. Action sur les phosphodiestérases

La caféine provoque la relaxation de la trachée et des bronches, c’est pourquoi la
caféine a un effet favorable sur la fonction cardiaque avec I'augmentation de flux

sanguin dans les artérescoronaires [22].
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5.3. Mobilisation du calcium intracellulaire

La caféine mobilise le calcium stocké dans le réticulum endoplasmique ce qui
entraine des modifications des fonctions des cellules nerveuses, de la sécrétion des

neurotransmetteurs et de la contraction musculaire.

En revanche, le mécanisme d’action de la caféine sur les sécrétions hormonales
n'est pas clair puisqu’elle stimule la sécrétion de corticostérone, de rénine, de
catécholamine et d’endorphines alors qu’elle diminue celle de la thyréostimuline de

’hormone de croissance et de la thyroxine [25].

5.4. Influence de la caféine sur les effets de certains médicaments

La caféine peut inhiber ou potentialiser les effets de quelgques médicaments mais

aussi protéger I'organisme contre les effets toxiques de ces derniers.

L’absorption des inhibiteurs de la monoamine oxydase au méme temps que la
caféine peut provoquer une hypertension artérielle et des céphalées. La
consommation d’'une quantité importante de caféine n’est pas recommandée lors de
traitement par des neuroleptiques, anxiolytiques ou bien des antidépresseurs et des
barbituriques. Elle potentialise la réponse de la rénine au traitement par le
diazoxide. A la dose de 300mg/j, la caféine réduit la clairance apparente de la

théophylline de 29% et son élimination de 31%.

Elle peut Augmenter a une forte dose le risque de neurotoxicité de théophylline

chez ’'homme [26].

6. Pharmaco cinétique de la caféine

6.1. Absorption digestive

Aprés son ingestion, la caféine est rapidement absorbée par l'intestin (80%), mais
aussi par I'estomac (20%), son absorption est complete chez 'homme ,99% de la
dose administrée est absorbée au bout de 45 min, le ralentissement de I'évacuation
gastrique est dl soit a la présence d’autres aliments énergétiques dans I'estomac,

soit a I'action frénatrice de certains médicaments prescrits.
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L’absorption digestive de la caféine varie aussi en fonction de son origine. Bien qu'il
a été suggéré que les polyphénols de thé retardent I'absorption de la caféine par

rapport a celle du café [27].
6.2. Distribution

Le pic plasmatiqgue maximum de la caféine est obtenu au bout de 15 a 20 min chez
’homme, la demi- vie de la caféine dépend de I'espéce et de la dose, chez ’'homme

recevant 1mg/kg de caféine, la demi- vie est de 2.5a 4.5 h.

La caféine est une molécule hydrophobe aprés sa liaison a I'albumine,, elle pénetre a
travers toutes les membranes cellulaires ainsi qu’a travers la barriéere hémato-

encéphalique contrairement a ses métabolite : les diméthylxanthines.

La caféine traverse la barriere foeto-placentaire, elle est présente dans tous les

fluides de I'organisme [28].

Elle peut étre dosée dans le sang du cordon ombilical, dans la bile et dans la salive
par des techniques chromatographiques ou sa concentration varie entre 65% et 85%

par rapport a celle du plasma,
6.3. Métabolisme

La caféine subit dans les microsomes hépatiques des démeéthylations successives et
une oxydation en C8.

La déméthylation donne lieu a la formation de diméthylxanthine comme lillustre le

schéma ci-dessous.
¢|-7H=
~N ~N o
< 1 s o
i " en,
HyC o

e g,

| iy oy
~N N o N N o ~ N o
< I <L I < T
/" | SCHs /"' ~H & CH,
HyC o HLC o H o
Paraxanthine Thécbromine Théophyne
(84%) (129%) (49%6)

Figure 7: Métabolisme de la caféine entrainant la formation de diméthylxanthine [29].
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Le métabolisme de la caféine aboutit a la paraxantine (84%) qui stimule la lipolyse, la
théobromine (12%) a un l'effet diurétique et permet la dilatation des vaisseaux
sanguins et la théophylline (4%) relaxe les muscles des bronches ; il s’agit ici d’'une
molécule qui est utilisée dans le traitement de I'asthme, celles-ci seront ensuite

métabolisées et excrétées dans les urines.

La 1- méthylxanthine est transformée en acide 1- méthylurigue par son oxydation
en C8 par la xanthine oxydase. Chez le fcetus et le nouveau-né, I'immaturité de
systeme enzymatique microsomal hépatique expliqgue la demi-vie de la caféine qui

est plus longue que chez I'enfant ou I'adulte.

La 3-méthyl déméthylation, premiere étape métabolique de la caféine chez 'homme,
conduit a la formation de paraxanthine qui représente 72 a 80% du catabolisme de la

caféine [30].

Le métabolisme de la caféine est influencé par de nombreux facteurs endogénes et

exogenes :

- Au cours de l'exercice physique qui induit une élévation de [lactivité des
cytochromes P-450 ;

-Durant la gestation : au cours du dernier trimestre, les activités du p-450 1A2 de la

xanthine —oxydase et de I'acétyl transférase sont diminuées ;

- La consommation du tabac accélere la déméthylation de la caféine en
diméthylxanthine et celle des diméthylxanthines en monométhylxanthine, I'activité de

la xanthine oxydase est diminuée chez les fumeurs ;

- Prise des medicaments.

6.4. Elimination de la caféine

La caféine est éliminée sous forme de diméthylxanthine (théophylline, théobromine,

para xanthine), de monométhyl-xanthine et des dérivés méthylés d’acide urique.

Certains médicaments modifient la pharmacocinétique de la caféine mais
inversement, la caféine peut diminuer ou accroitre les effets de certains

médicaments [31].
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Figure 8: Métabolisme de la caféine.
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7. Intérét thérapeutique et utilisation

La caféine est présente dans les trois boissons chaudes habituellement

associées a nos petits-déjeuners : café, thé, le chocolat, on la trouve aussi dans les
boissons industrielles comme les sodas de la série du « cola » [32].

Dans le domaine thérapeutique, on peut trouver la caféine sous forme de caféine
citrate qui est utilisée en néonatologie comme stimulant respiratoire centrale en cas
d’'une apnée du prématuré, car La caféine fait partie des stimulants respiratoires non
spécifiques agissant surtout au niveau du cortex [33].

La caféine est un antagoniste de I'adénosine qui est un neurostimulant du systéme
nerveux centrale, sa présence engendre un ralentissement de l'activité nerveuse,
donc la caféine exerce un effet opposé de ce dernier en provoquant une vigilance
[34].

Des études du Dr Solfrizzi en Italie ont montré que La consommation modérée
réguliere du café peut avoir un effet neuroprotecteur en s’opposant au
développement des plagues de protéine béta-amyloide, principal déclencheur de la

maladie d’Alzheimer.

Chez 'homme, la caféine améliore aussi la sensibilité a Il'insuline, ce qui est
intéressant pour le cerveau, car le diabéte mal équilibré peut influencer la mémoire
[35].

BN

La caféine induit également un léger effet diurétique proposé a des fins
amaigrissantes surtout, et provoque une augmentation des sécrétions gastriques.
La caféine va également agir en inhibant la phosphodiestérase (PDE), ce qui

bloquera la dégradation de 'AMPc (figure 8):

bt AL n Drantasms N imoias
Activation de |a Proteine Kinase

;

ATP aaenyoyoase AM PC lipolyse, N synthese glycogene et 2 de sa dégradation

Caféine==+=PDE “AMP Inactive

Figure 9: Action de la caféine sur la phosphodiestérase (PDE)
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Cette inhibition enzymatique explique 'augmentation de la thermogenese observée
chez ’'hnomme et I'effet lipolytique in vitro sur des adipocytes [36, 37].

Cliniguement, la consommation de caféine a raison de (100 a 400 mg/jour) augmente
la thermogenése et la dépense énergétique. Ces résultats sont plus marqués chez

les personnes minces qu’obéses [38].

e Sur le plan digestif

La caféine a une action relaxante sur les muscles lisses intestinaux, cette action
soulage un peu le syndrome de lintestin irritable qui est aussi nommé syndrome du
cblon irritable, il s’agit d’'un trouble digestif qui se caractérise par des malaises ou
des sensations douloureuses au ventre, ces malaises sont associés a la modification
de la vitesse de passage des aliments dans le c6lon, appelé aussi gros intestin [36],

et cela est du a une augmentation d’AMPc des cellules musculaires [37].

Par ailleurs chez certaines personnes, la prise d’'une tasse de café le matin permet

d’assurer une régularité intestinale.

Toutefois, la libération du calcium intracellulaire induite par la caféine provoque une

contraction bréve des cellules musculaires lisses [39].

. Sur le foie

Une corrélation positive entre la consommation du café et I'excrétion urinaire de
'acide D-glucarique a été constatée lors d’'une enquéte concernant 124 hommes
végétariens ne recevant pas de médicaments [39].

La caféine a la dose de 200 mg /| est considéré comme un inducteur des enzymes
microsomiales hépatiques, responsables de la stimulation de la voie de l'acide
glucuroniques du métabolisme des glucides.

Cet effet de la caffeine est utilisé en clinique pour tester l'activité du cytochrome
P448 hépatique , enzyme nécessaire pour les réaction de la déméthylation de la
caféine [40].

En revanche, la mesure des taux plasmatiques de la caféine ne constitue pas un bon
test de la fonction hépatique.
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o Sur l'appareil respiratoire

L’absorption de la caféine chez un adulte stimule la ventilation, cependant, I'intensité
de cette derniere varie en fonction de la quantité et de la fréquence de la

consommation du café [41].

Chez les sujets qui sont des buveurs occasionnels du café, la consommation d’'une

dose équivalente a 250 mg de caféine accroit la fréquence respiratoire de 20 %.

Des doses de caféine plus élevées de l'ordre de 300 a 500 mg, augmentent la
ventilation par minute (ou bien par jour) chez les malades qui ont une broncho-

pneumopathie chronique obstructive [42].
Caféine et asthme :

Selon une enquéte épidémiologique italienne concernant 72 248 sujets, la
prévalence de I'asthme est inversement proportionnelle a la quantité du café
consommeé, les auteurs de cette étude suggerent que la consommation du café a

long terme pourrait prévenir les manifestations cliniques de I'asthme.

Les données de la NHANES révelent que chez les personnes qui boivent
régulierement du café, le risque de présenter des symptdmes de la maladie

asthmatique est réduit de 29% par rapport aux non consommateurs.

La prise de la caféine a raison de 10 mg/kg provoque chez les jeunes asthmatiques
une dilatation des bronches qui survient dans un délai de 2 heures (3 tasses de café
= 450 mg de caféine = 200mg de théophylline).

L’augmentation de la production de la prostacycline par la caféine pourrait expliquer

son action préventive de la crise d’asthme,

En effet, la prostacycline provogue une vasodilatation bronchique et réduit
'augmentation du gradient thermique dd a I'exercice physique.
o Sur le systeme nerveux central

En ce qui concerne l'action de la caféine sur la mémoire, 'apprentissage et les
performances mentales : la mémoire n’est pas améliorée mais la réponse tend a étre

plus rapide et plus vive [43].
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Les performances intellectuelles comme la lecture et le calcul arythmique sont
légérement améliorés.

La caféine permet I'amélioration de la performance grace a la diminution de la
sensation de la fatigue [44].
L’éveil et la vigilance : La caféine a un effet anti hypnotique, on trouve également des
effets sur I'numeur et l'attention, dose-dépendants. Selon les individus et les doses,

la caféine peut étre un facteur favorisant le trac.

8. Effets indésirables de la caféine

8.1. Sur le systéme nerveux central

Les grands consommateurs de caféine ont des performances moins bonnes que les
plus faible consommateurs dans un test de raisonnement verbal (un test
psychologique qui a pour but d’évaluer la capacité de compréhension verbale, la
mémoire, la capacité de compréhension numérique aussi la capacité

de raisonnement déductif et inductif et motivation...).

La caféine peut induire des tremblements du bras et des mains observés apres
'administration de 300 & 900 mg de caféine [45].

Elle peut également aggraver les tremblements du bras et des mains observés dans
le cas de la maladie de parkinson ou au cours de traitement par le lithium [46].

Elle potentialise les effets de 'alcool et du tabac [47].

A des doses élevée: la caféine peut rendre lindividu: nerveux et peuvent produire
des effets anxiogénes significatifs et des perturbations du sommeil.
8.2. Sur le system cardiovasculaire

La caféine peut agir en synergie avec le stresse pour potentialiser ses effets sur le
systeme cardiovasculaire en particulier, sur la pression artérielle en augmentant la

résistance vasculaire systémique, et les concentrations plasmatiques du cortisol.

Elle entraine aussi une accélération du rythme cardiaque pouvant causer des

palpitations [48].
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Certaines personnes, génétiguement prédisposées, métabolisent la caféine
lentement, elles sont plus exposées aux troubles cardiaques que les personnes qui
la métabolisent rapidement. Cette particularité génétique dans la population pourrait
expliquer les résultats parfois contradictoires obtenus dans les études sur les effets
de la caféine [49, 50, 51].

8.3. Phénomene de dépendance et de sevrage

Chez les consommateurs habituels de caféine : la suppression de cette boisson
entraine des symptdbmes tels qu’'une sensation de fatigue, une faiblesse, une
somnolence, des maux de téte, tension musculaire accrue, des étourdissements, une
irritabilité, ces différents symptémes de Cette dépendance physique disparaissent

rapidement aprés I'absorption de la caféine [52].
8.4. Reflux et ulcére d’estomac

La caféine, en augmentant la production d’acide gastrique dans I'estomac, peut
aggraver le reflux gastro-oesophagien et les ulcéres d’estomac mais attention, le
café décaféiné peut aussi causer des problemes d'estomac, car d’autres composés
du café (méthylxanthines) augmentent également la sécrétion d’acide dans I'estomac
[53].

8.5. Déshydratation

Au-dela d’'une certaine quantité de caféine par jour, soit 225 mg (1 a 2 tasses de café
ou 5 a 6 tasses de thé), il y a une augmentation de la production d’urine, sans
toutefois mener a la déshydratation. Cet effet de la caféine peut s'avérer néfaste
chez les personnes souffrant d'incontinence urinaire ou d’'un probleme de prostate
[54].

8.6. Caféine, grossesse et allaitement

La caféine stimule le systtme nerveux de la femme et du feetus, ce qui peut
perturber le sommeil. La caféine peut augmenter le risque d’avortement spontané,

communément appelé fausse-couche [54, 55].
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8.7. Caféine et interactions alimentaires et médicamenteuses

Le jus de pamplemousse augmente la quantité de caféine circulant dans le sang, ce
qui résulte en une amplification des effets négatifs de la caféine, comme l’irritabilite,

les maux de téte et I'insomnie.

De méme, la prise concomitante de [l'alcool, des contraceptifs oraux et des

cestrogénes augmente aussi les effets négatifs de la caféine [53].

9. Consommation de caféine

L’évaluation de la consommation de caféine est difficile, En effet ses sources
alimentaires ou pharmaceutiques sont diverses, et ses concentrations sont variables

dans les différents aliments et boissons [54, 55].

Tableau | : Teneur en caféine dans les différents boissons et produits alimentaires [54, 55].

Volume(l) | Teneur en caféine (mg) | Référence
Produit ou Poids | marge  de | Moyenne

(kg) variation
Café torréfié et | 507 64-124 83 Burg (1975 a)
percolation 507 40-170 80 FDA(1984)
Café instantané 507 40-108 59 Burg (1975 a)

507 30-120 65 FDA(1984)
Sachet de thé 507 - 42 Burg (1975 a)

507 27-44 - FDA(1984)
Thé glacé 1207 67-76 70 45 FDA
Feuille de thé 507 30-48 41 Burg (1975 a)
Thé instantané 507 24-31 28 Burg (1975 a)

507 25-50 30 45 FDA

Barone Robert (1984)

Cacao 507 2-20 4 45 FDA
Chocolat en lait 107 1-15 6 45 FDA
Chocolat sucré 107 5-36 50 Zoumas et al (1980)
Chocolat noir mi 107 5-35 20 45 FDA(1984)
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sucré

Chocolat cuit 107 - 35 45 FDA

Cola décaféeine 607 traces - 45 FDA

Cola diététique 607 1-29 - 45 FDA

Orange, Citron, Biére, | 607 O-traces - National soft Drinks
tonic, gingenbre Association barone S Robert

9.1. Evaluation de la consommation de caféine

9.1.1 Evaluation mondiale

Selon grilbert en 1981-1982, la consommation mondiale de caféine provenant surtout

du café et du thé est resumé dans le tableau Il [56].

Tableau Il ; évaluation de la consommation mondial annuelle de caféine en 1981-1982

Source Total (tonnes) Consomation par personne
(ngfj)

Café 64 500 38

Thé 51 500 320

Autre 4 000 70

Total 120 000 428

9.1.2. Consommation individuelle
La consommation individuelle de caféine est tres variable selon les personnes.

Selon les études réalisées aux états unis et au canada par la méthode des
guestionnaires, la consommation moyenne de caféine chez l'adulte varie entre
186mg/j et 345 mglj.

En 1985 a New York, les femmes consommaient 423 mg/j de caféine et les hommes
382 mg/|.

Les boissons douces représentaient 50% de I'apport en caféine chez les adultes

ageés entre 18 et 24 ans [57].
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9.1.3. Consommation de caféine au cours des affections psychiatriques

La consommation de la caféine est accrue au cours de certaines affections
psychiatriques, elle a été estimée a 621 mg/j chez un petit groupe de 20 malades

psychiatriques anglais.

Les personnes atteintes d’anorexie mentale ou de boulimie doivent éviter tout abus
de boissons caféinées, une consommation de 750 mg/j de caféine a été constatée
chez 14.6% des 171 malades présentant des perturbations de leur consommation

alimentaire [58].
9.1.4. Consommation de caféine chez les fumeurs

L’augmentation fréquente de la consommation de caféine chez les fumeurs par
rapport a celle des non-fumeurs est constamment retrouvée au cours des enquétes,

qu’il s’agit des enquétes de consommation ou des enquétes épidémiologiques.

La concentration plasmatique de caféine augmente lorsque la consommation de

tabac cesse.

La consommation plus élevée de caféine chez les fumeurs est probablement due a
la diminution de la demi-vie plasmatique de la caféine secondaire a l'intoxication
nicotinique, cette augmentation de catabolisme de la caféine impligue donc une
augmentation de la fréquence et de I'importance de sa consommation pour maintenir

le taux sanguin de caféine désiré [59].
9.1.5. Consommation de caféine chez les buveurs d’alcool

Les remarques générales qui ont été faites au sujet de I'association de tabac et de

caféine sont également valables pour I'association alcool-caféine.

Bien que chez le rat la caféine diminue la consommation spontanée d’alcool, cet effet
n’a pas été démontré chez ’homme, la caféine potentialise certains effets nocifs de
I'alcool et inhibe d’autres chez le rat et la souris tandis que I'alcool potentialise les

effets toxiques de la caféine.

La cholécystokinine réduit chez le rat la consommation d’une solution d’alcool mais

ne modifie pas celle d’'une solution de caféine [60].
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10. Intoxication par la caféine ou caféinisme

Il est bien connu que la consommation excessive de caféine provoque des
symptémes

de nervosité, d’agitation, d’anxiété et d'insomnie.

La plupart des patients souffrant de caféinisme développent une variété des
symptdémes aussi bien nerveux que gastro-intestinaux ou cardiaques apres la
consommation des quantités variables de caféine mais, en générale supérieure a
250mg.

Le diagnostic du cafeinisme inclut des épisodes maniagues, une panique, une
anxiété et un hyperthyroidisme.

Chez 'adulte, la dose aigue létale de caféine semble se situer aux alentours de 5 a
10g par voie intraveineuse ou orale.

Des doses de 100 mg/ kg de poids corporel représentent un danger
d’empoisonnement observé chez les enfants.

Les signes d’empoisonnements observés sont: agitation, excitation, convulsions,
tachycardie, coma avec mort par: cedéme pulmonaire [61, 62, 63]

Des doses supérieures a 500 mg peuvent provoquer:

- Sur le tissu cutané et sur les muqueuses: des manifestations allergiques, il s’agit
le plus souvent d’eczéma hyperkératosique ou veésiculaire de la main ou I'eczéma
des régions génitales ou anales [64];

- Sur le tissu dentaire . la surface de I'émail des premiéres molaires est
insuffisamment minéralisée ce qui pourrait favoriser la survenue des caries dentaires
[65];

- Sur la fonction hypothalamo-hypophysaire: diminution de la sécrétion de TSH
[66];

- Sur l'appareil urinaire: la caféine peut aggraver les troubles d’évacuation de la
vessie [67];

- Sur l'appareil oculaire: des manifestations allergiques oculaires et diminution du
flux sanguin au niveau de la circulation maculaire [68];

- Sur le systeme cardio-vasculaire : chez les non consommateurs de café, la
pression artérielle s’éléve modérément (3 mm Hg) 15 a 90 minute aprés ingestion de

150 a 970 mg de caféine puis revient a sa valeur initiale 3 a 4 heures plus tard.
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Cette augmentation de la pression artérielle est due a I'action vasoconstrictrice des
artéres périphériques sous I'effet de 'adénosine [69];
- Sur le métabolisme des glucides: hyperglycémie chez les sujets obéses ou/et

diabétiques par une action inhibitrice directe sur les cellules béta du pancréas [70];

- Chez les femmes enceintes: la consommation de caféine doit étre modérée et

répartie dans la journée afin d’éviter:

-Un risque d’apnée du nouveau-né lors de sa naissance;
-Un risque de mal formation congénital;

-Risque d’avortement spontanég;

-Mort-né;

-Retard de développement et de croissance;

-Faible poids de naissance.

Selon une étude réalisée au Costa Rica, I'absorption quotidienne de caféine par les
femmes au cours de la grossesse induit une réduction de I'hémoglobine et de
’hématocrite par rapport a des femmes non consommatrices de caféine, ces
résultats montrent que la consommation maternelle de caféine pourrait interférer

avec la mobilisation du fer hépatique vers les sites d’hématopoieses. [71,72,73].
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PARTIE EXPERIMENTALE 1 Matériel et méthodes

Dans cette partie, nous allons traiter I'extraction et la caractérisation de la caféine

obtenue a partir du thé :

- L’extraction, les réactions chimiques, les tests de coloration, de limpidité, de
solubilité ainsi que la perte a la dessiccation ont été réalisés au niveau du laboratoire
de chimie thérapeutique du département de pharmacie de la faculté de médecine de

'université Mouloud Mammeri de Tizi ouzou

- L’analyse par HPLC, par spectrophotométre UV, le test d’acidité et la CCM ont été

réalisés au niveau du laboratoire de chimie analytique de la méme faculté.

- L’analyse par spectroscopie infrarouge a été réalisée au niveau du laboratoire de

controle physico-chimique de 'unité Saidal de gué de constantine a Alger .

- La détermination du point de fusion a été faite au niveau du laboratoire de chimie
pharmaceutique au département de chimie de la Faculté Mouloud Mammeri .

1. Matériel et méthodes

1.1. Matériel
1.1.1. Appareillage

Tableaulll : Appareils utilisés pour I'extraction, la caractérisation et lidentification de la
caféine

Appareil Spécifications

Balance analytique ABT220-5DM,KERN

Machine a glace Machine a glace

Plague chauffante STUART-HEAT-Stir/SB162

Agitateur magnétique STUART-HEAT-Stir/SB162

Hotte KOTTERMAN.
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Hotte

KOTTERMAN.

Rotavapeur

ROTARY EVAPORATOR.HS-2005V

Pompe a vide

NEUBERGER LABOPORT

ULTRA-SONS Fisher Brand
Point de fusion Stuart
Spectrophotométre UV-Visible Perkin Elmer

Spectrophotométrie infrarouge

PerkinElmer SPECTRUM TWO

HPLC

HPLC SHIMADZU

Chambre de migration

En gel de silice

Lamp UV Vilbert lourmart
ETUVE BINDER
Chauffe ballon Eurosmart

1.1.2. Verrerie et autres

Tableau IV: Verrerie et matériel utilisés pour I'extraction de la caféine :

Verrerie Autres

- fiole -Pissette
-micropipette -Spatule

- cristallisoirs -Papier filtre
- Béchers -Poire
-Verre de montre -portoirs
-Pipette graduée , jaugée -porte ballon

-Burette

-Eprouvette

-Ballon a fond rond
-Réfrigérant a reflux
-Pince en bois

- ampoule a décanté .

-pince a ballon et pince a burette
-pince en bois
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1.2 Méthodes

1.2.1 Extraction de la caféine

o Réactifs utilisés pour I’extraction de la caféine

Tableau V : Réactifs utilisés pour I'extraction de caféine

Réactifs Provenance Données physico- | Précautions
chimiques
Préparée avec
le distillateur -formule brute : H,O
Eau distillée -N cas : 7732-18-5
LAB-TECH -Mr :18g/mol
-Pf:0°C a 1 bar
-Pe:100°C

-densité: 1g/cm 3

Dichlorométhane

-formule brute : CH, Cl;
-N cas : 75.09-2

-Mr :84.39g/mol

-Pf :-95.1°C

-Pe:39.6°C

-densité: 1.326g/cm 3

-formule brute : CaCL;
-N cas : 10043-52-4

Chlorure de -Mr :110.98g/mol
calcium -Pf :772°C
-Pe:1935°C
-densité: 2.15g/cm 3
-formule brute : CH,HsOH
-N cas : 64-17-5
Ethanol SIGMA-ALDRICH -Mr :46.07g/mol @
-Pf :-114°C
-Pe:79°C
-densité: 0.79g/cm 3
Carbonate de | SIGMA-ALDRICH
calcium -formule brute :CaCOs3

-N cas : 207-439-9
-Mr :100.087g/mol
-Pf :825°C (decomposition)
-Pe:décomposition
-densité: 2.9g/cm
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PARTIE EXPERIMENTALE 1 Matériel et méthodes

> Protocole d’extraction

o Préparation du mélange : il s’agit d’une extraction solide-liquide
o 1¢"¢méthode :

- Préparer un montage de chauffage a reflux simple comportant : un chauffe ballon,
un ballon a fond rond, un réfrigérant a reflux qui limite la perte de matieres sous
forme de vapeurs ;

- Introduire 15g de feuilles de thé, 8g de carbonate de calcium et 150ml d’eau dans
un ballon a fond rond de 250ml ;

- Ajouter quelques pierres ponces et porter a ébullition pendant 30min ;

Figure 10 : Montage du chauffage a reflux.

-Laisser le mélange se refroidir dans un bain de glace pendant 5 a 10min ;

-Filtrer les feuilles de thé en les pressant pour enlever tout le liquide qu’elles
contiennent, le mélange est destiné pour la décantation ;

Figure 11 : Filtration et élimination des déchets.
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. 2éme méthode

Dans un bécher de 250ml, verser 150ml d’eau et quelques pierres ponces ,chauffer
sur plague chauffante pendant 30min a 150 °C.

Figure 12: Chauffage de I'eau distillée.

-Introduire 4 sachets de thé (2g pour chacun) dans le bécher et laisser pendant
5min ;

-Enlever les sachets de thé en les pressant pour récupérer tout le liquide qu’elles
contiennent ;

-Verser 2g de carbonate de calcium dans le mélange et laisser pendant 5min.

Figure 13: Infusion du thé dans I'eau chaude.
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- Laisser le mélange se refroidir dans un bain de glace pendant 5 & 10min.

Figure 14: Refroidissement du thé préparé.

-Le mélange est destiné pour la décantation.
o Réle du carbonate de calcium

Dans un milieu basique, le carbonate de calcium permet d’ioniser les composés
possédant des fonctions acides (dans ce cas les tanins) et vont rester dans la phase
agueuse alors que la caféine passe dans la phase organique selon la réaction :

2ArOH (tannins)  + 2 CaCo3 ---> (ArO)2 Ca + Ca(HCO3)2
. Roéle des pierres ponces

Elles n'ont pas de rdle chimique, elles jouent un réle mécanique dont I'effet est de
réguler I'ébullition du mélange : cela permet d’éviter la formation des grosses bulles
qui projettent le milieu réactionnel sur les parois du ballon et du réfrigérent .

> Décantation : il s’agit d’une extraction liquide-liquide

La décantation est un procédé permettant la séparation de deux phases liquides non
miscibles de densités différentes ; afin de procéder a une extraction liquide-
liquide ,dans la majorité des cas, l'une des phases est aqueuse, l'autre est
organique, la phase organique étant souvent moins dense que la phase aqueuse,
excepté pour le cas des solvants halogénés.

Pour séparer les deux phases on utilise 'ampoule a décanter :

- Fixer un anneau al'aide d’une noix de serrage sur un support et placer 'ampoule a
décanter ;
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- Verser la solution a extraire dans I'ampoule puis ajouter le solvant d’extraction
(20ml de dichlorométhane), fermer avec un bouchon rodé pour éviter I'évaporation
du composé volatil ;

- Prendre 'ampoule avec les deux mains ;

- Renverser 'ampoule, l'orienter vers une paroi et ouvrir doucement le robinet afin
d’éviter les surpressions, agiter vigoureusement en laissant dégazer de temps en
temps, dans tous les cas, bien maintenir le bouchon avec le pouce ;

- Vérifier que le robinet est fermé puis replacer I'ampoule a décanter sur son
support et oter le bouchon ;

- Laisser les liquides non miscibles se séparer : les deux liquides non miscibles se
séparent progressivement, jusqu'a ce qu’on observe deux phases bien distincte ;.

Figurel5: Décantation du mélange réactionnel

- Récupérer la phase organique dans un bécher ;
- Recommencer I'opération deux fois ;

- Les phases organiques réunies sont ensuite séchées.

Figure 16: Phases organiques réunies.



PARTIE EXPERIMENTALE 1 Matériel et méthodes

. Séchage de la phase organique

Le séchage d’un composé organique liquide permet d’éliminer les traces d’eau que
contient le produit aprés sa synthese ou son extraction.

Les desséchants chimiques sont des solides inorganiques qui fixent I'eau lorsqu’ ils
sont ajoutés au milieu humide. lls sont choisis parmi des sels anhydres susceptibles
de s’hydrater : MgSOu (le plus efficace) Na2SO4, CaClz (pour les hydrocarbures et les
dérivés halogénes).

Le choix de desséchant tient compte des critéres suivants :

v Il ne doit pas provoquer de réaction chimique avec le liquide organigue a
sécher ;

Il doit avoir un pouvoir desséchant efficace et rapide ;

Il ne doit pas se dissoudre dan le liquide a sécher ;

v 1l doit étre aussi économique que possible.

v
v

Pour sécher la caféine extraite :

- Placer une pointe de spatule de desséchant (on utilise le CaCl2) dans un
erlenmeyer contenant le liquide, agiter doucement ;

- Continuer a ajouter le desséchant jusqu'a ce que les cristaux ne s’agglomeérent
plus et forment des cristaux trés fins ;

- Boucher I'erlenmeyer et agiter quelque minutes ;
- La solution apres séchage doit étre limpide ;

- Le desséchant hydraté est éliminé par filtration a I'aide d’'un entonnoir posé sur un
anneau et muni d’un papier filtre plissé ;

- Le liquide organique est recueilli dans un erlenmeyer sec

Figurel?7 : Séchage par le chlorure de calcium
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. Distillation de la phase organique et récupération de la
caféine

La distillation est une méthode de séparation basée sur la différence de température
d’ébullition des différents liquides qui composent un mélange.

Si on chauffe un mélange de liquides, c’est le liquide le plus volatil : celui qui a la
température d’ébullition la plus basse qui s’échappera le premier.

Dans notre travail, nous avons utilisé un évaporateur rotatif et une plaque chauffante.
. Utilisation du rotavapeur

- Le rotavapeur permet I'évaporation du dichlorométhane et sa récupération dans le
ballon.

Figure 18: Distillation de la phase organique dans le rotavapeur.

- Apres évaporation du dichlorométhane, la caféine reste collés sur les parois du
ballon .
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Figurel9 : Caféine récupérée aprés distillation au rotarvapeur.

. Utilisation d’une plaque chauffante

Mettre le bécher contentant le mélange sur une plaque chauffante réglée a 100°C
jusqu'a évaporation compléte du liquide. La caféine reste dans le bécher.

Figure 20 : Caféine récupérée apres évaporation du dichlorométhane sur plague chauffante
. Purification de la caféine extraite par recristallisation

- Dissoudre le résidu solide (la caféine), restant au fond du ballon de distillation ou
dans le bécher dans 10ml d’éthanol absolu a chaud jusqu'a dissolution compléte.

»

Figure 21 : Caféine récupérée avant la recristallisation.
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-Refroidir le mélange dans un bain de glace.

Figure 22 : Caféine récupérée apreés la recristallisation.
o Filtration

-Réaliser une filtration sous vide afin d’éliminer I'éthanol absolu et récupérer la
caféine (sur le papier filtre).

Figure 23: Montage de la filtration sous vide.

Figure24: Caféine finale.
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. Calcul du rendement de I’extraction

-Le rendement est le rapport de masse expérimentale sur la masse théorique. Il est
exprimé en pourcentage (%) .

masse ex erimentale
RY% = P x 100

masse théorique

-Masse expérimentale : il s’agit de la masse de la caféine extraite a partir de 100g de
thé .

-Théoriguement 100g de thé noir contient 1.16g de caféine alors que 100g de thé
vert contient 0.96g.

TableauVIl : Teneurs en caféine dans les différents types de thé [74]

Darjeeling Sungma Noir Inde 80°C 3,5min 58 mg
Tai ping hou kui Vert Chine 5¢g 85°C 6 min 50 mg
Long jing shi feng Vert Chine 59 80°C 4,5min 48 mg
Assam banaspaty Noir Inde 5¢g 95°C  3,5min 22 mg
Darj. sungma d'automne** Noir Inde 59 95°C  3,5min 16 mg
Perles de dragon (jasmin) Vert Chine 59 85°C  3,5min 13 mg
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1.3. Caractérisation et identification de la caféine
1.3.1 Caracteres organoleptique et solubilité

a. Aspect et odeur

Nous avons vérifié I'aspect par une simple observation visuelle du produit extrait ; et
nous avons aussi vérifié 'odeur de ce dernier.

b. Test de solubilité

La solubilité d'un composé dans un solvant est la quantité maximale pouvant passer
en solution dans un volume donné, au-dela, la solution est saturée et le composé ne
se dissout plus, elle est exprimée en g/l ou en mol/I.

Tableau VIII: Tableau exprimant la solubilité d'une substance

Les termes | Volumes  approximatifs de solvant en ml/g de
descriptifs substance
Trés soluble Inférieura 1
Facilement soluble

de 1 a 10
Soluble

de 10 a 30
Assez soluble

De 30 a 100
Peu soluble

De 100 a1000

Tres peu soluble
De 1000 a 10000

Pratiquement
insoluble Plus de 10000
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2 Reéactifs utilisés
Tableau IX : Tableau des réactifs utilisés pour le test de solubilité

Réactifs Données physico- | Précautions
chimiques

Eau distillé
Formule brute :H,O

Masse molaire : 18 g/ mol

Moment dipolaire : 1.8546 D

pKa = pKe =14.0

T° fusion : 0°C a 1,013 25 bar

T° ébullition :

100 °C a 1,013 25 bar2, 100,02 °C+
0,043

Masse volumique :

1 000,00 kg-m-3 a4 °C

998,30 kg-m-3 a 20 °C

958,13 kg-m-3 a 100 °C (liquide)
726,69 kg-m-3 a 300 °C -

15,5 MPa2

Ether de pétrole Formule brute : CH2-(CH2)n-CHs
Point d'ébullition: 40-60 °C (1013
hPa)

Densité: 0,645-0,665g/cm?3 (20 °C)

Température de
stockage: Température ambiante

Point de fusion : <-80 °C

Dichloromethane
Formule brute : CH,Cl»

Moment dipolaire : 1,14 D2

Masse molaire : 84,933 + 0,005 g/mol
C 14,14 %, H 2,37 %, CI 83,48 %,
Masse volumigue : 1,33 g-cm-31

T° fusion : -95,1 °C1

T° ébullition : 40 °C1

Miscibilité : non miscible avec I'eau
point critique : 63,0

Ethanol liquide incolore, d’odeur agréable
miscible a leau et a de
nombreux solvants organiques.

Formule brute : CHs—CH:0H
Masse moléculaire : 46,07 g
Température de fusion :
-114,1°C

Température d'ébullition : 78,3 °C
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2.Mode opératoire

- Dans des tubes a essai, nous avons dissout 0,1g dela caféine extraite dans 2 ml
d'eau distillée a froid ,2 ml d’eau distillée a chaud, 2 ml d’éthanol a 96 %, 2 ml de
dichlorométhane 2 ml d’acétone et 2 ml d’éther de pétrole.- Refaire la méme chose
avec la caféine de référence.- Agiter a I'aide d’un vortex les différents tubes et noter

l'observation.

1.3.2 Caractérisation de la caféine par des réactions
colorimétriques

a.Réaction avec le réactif de Bouchardat

e Reéactifs utilisés

Tableau X : Réactifs utilisés pour la réaction avec le réactif de bouchardat.

Réactifs Donnés physico- | Précautions
chimiques

Eau distillée

Formule brute :NaOH
Hydroxyde de sodium N° cas :1310-73-2

Mr :40 g/mol

Pf :318 °C

Pe :1390 °C

Densité :2.1 g/cm-3

Formule brute : I2
NO cas :7553-56-2
Mr :234 g/mol
Pf:113.7°C

Pe :184.4°C

Densité : 4.93g/cm-3

Formule brute :Kl

NO cas :7681-11-10
lodure de potassium Mr :166 g/mol

Pf : 686°C

Pe :1330°C

Densité : 3.13 g/cm-2

Formule brute :HCI
N° cas :7647-01-0
Acide chlorhydrique Mr :36.46g/mol

Pf :—30°C

Pe :48°C

Densité :1.19 g/cm-3
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e Préparation des solutions nécessaires pour la réaction
colorimétrique

Solution d’iodure de potassium iodée : dissoudre 2g d'iode et 4 g d’iodure de
potassium dans 10 ml d'eau, aprés dissolution, compléter a 100ml avec l'eau
distillée ;

Solution d’acide chlorhydrique diluée : prélever 20g d’acide chlorhydrique qui est a

46.6 ml et compléter a 100ml avec de I'eau distillée.

Solution d’hydroxyde de sodium diluée : dissoudre 8.5g d’hydroxyde de sodium dans

'eau et compléter a 100ml avec le méme solvant.

Solution saturée de caféine : sachant que 1g de caféine se dissout dans 46ml d’eau

a 20c?, une solution de 22g/l est saturée en caféine.

Figure 25 :Solutions nécessaires a la réaction colorimétrique
e Méthode

- Dans un récipient propre, introduire 2ml de la solution saturée de caféine avec
0.05ml de solution d’iodure de potassium iodé et 0.1ml d’acide chlorhydrique ;

- Noter I'observation ;

- Ajouter quelques ml de la solution diluée d’hydroxyde de sodium (0.1M) et noter

I'observation.
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B- Réaction a la Murexide
. Réactifs utilisés

TableauXI : Réactifs utilisés pour la réaction a la murexide

Réactifs Donnés physico- | Précautions
chimiques

Peroxyde d’hydrogéne | Formule brute : H202 "
10% N° cas :7722-84-1

Mr :34.01 g/mol

Pf :-6 °C

Pe :102 °C

Densité :1.03 g/cm-3

Acide chlorhydrique

Ammoniaque - formule brute : NH3 (ag)
-N°cas: 1336-21-6

- Mr : 35.0658 g/mol

- Pf: -58°C

-Pe : 38 °C

- Densité : 0.88 g/cm?

Eau distillée

. Méthode

-Dans un verre de montre en pyrex, introduire quelques mg de caféine et ajouter 0.1
ml de solution concentrée de peroxyde d’hydrogene et 0.3ml de acide chlorhydrique

dilué (50%) ;

-Evaporer sur un bain de sable ;
-Noter I'observation ;

-Ajouter 0.1ml d’'ammoniaque diluée ;

-Noter I'observation.
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C — Réaction avec le diméthylaminobenzaldehyde

. Réactifs utilisés

TableauXIl : Réactifs utilisés pour la réaction avec le diméthylaminobenzaldehyde

Réactifs

Donnés physico-
chimiques

Précautions

Diméthylaminobenzaldehyde

Formule brute :
C9H11NO

N° cas :100-10-7

Mr :149.19 g/mol

Pf :74°C

Pe :176 °C

Densité :1.1 g/cm-3

Acétylacétone

Formule brute : CsHgO-
N° cas :123-54-6

Mr :100.11 g/mol

Pf :-23°C

Pe :140 °C

Densité :0.92 g/cm-3

Hydroxyde de sodium

Acide chlorhydrique

Eau distillé

o Mode opératoire

> Préparation des deux solutions A et D
- Solution A: contient 0.5 ml de l'acétylacetone , 5 ml de la solution
diluéed’hydroxyde de sodium ,chauffer le tout 7 min au bain marie a 80 °C et laisser

refroidir .

- Solution D : contient 0.2 g de diméthylaminobenzaldehyde , 4.5 ml d’eau
distillée et 5.5 ml d’acide chlorhydrique.

Figure 2: Solutions utilisées dans la Réaction avec le diméthylaminobenzaldehyde
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o Protocole proprement dit

- Ajouter & 0.25 ml de la solution A a I'aide d’'une micropipette a 10 mg de
caféine et laisser chauffer 10 minute a 80 °C au bain marin ;

- Laisser refroidir ;

- Ajouter 0.5 ml de la solution D et chauffer 7 minutes a 80°C ;

- Laisser refroidir ;

- Ajouter 10 ml d’eau distillée ;

- Noter I'observation.

Figure 27: Bain marie utilisé dans la réaction colorimétrique.

1.3.3. Identification spectrale de la caféine

A . Spectroscopie d’absorption dans lI'infrarouge

Il suffit de lever le bras et d’introduire quelques mg de notre poudre de caféine et le
remettre, On obtient le résultat sous forme de spectre.

Figure28 : Spectrophotométre infrarouge PerkinElImer SPECTRUM TWO
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B. Spectroscopie d’absorption dans I’'UV -VISIBLE

‘

Figure 29 : Spectrophotometre UV-VISIBLE Perkin ELmer a balayage lambda 25

. Méthode

> Préparation de la solution échantillon de la caféine

- Solubiliser 20mg de la caféine extraite dans une fiole de 100 ml contenant environ
80ml d'eau distillée.

- Mettre aux ultra-sons pendant 15 minutes, puis compléter jusqu'au trait de jauge
avec le méme solvant ;

- Effectuer une dilution au 1 /10 de la solution mere dans une fiole de 50 ml ;
- Faire passer un blanc d'eau distillée et éliminer son absorbance ;

- Réaliser trois balayages pour la caféine extraite entre 200 et 700 nm.

51



PARTIE EXPERIMENTALE 1 Matériel et méthodes

1.3.4 Détermination du point de fusion

La température de fusion d’'une espéce chimique correspond a la température a
laquelle la derniére particule solide de la substance passe a I'état liquide. C’est une
constante sure, dont la détermination pourra permettre a la fois l'identification de la
substance ainsi que la confirmation de la pureté

. Méthode

-Allumer I'appareil et le chauffer & moins 5°C de la température de fusion de la

caféine c'est-a-dire a 227 °C ;

-Remplir les deux tubes capillaires avec la caféine extraite ainsi que la caféine de

référence environ un tiers de tube et faire chuter la caféine au fond en tapotant ;

-Noter la température de fusion lorsque I'appareil sonne .

Figure 30 : Appareil de point de fusion Stuart
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1.3.5 Deétermination de la teneur en principe actif par HPLC
(Chromatographie Liquide Haute Performance)

- R ﬂ/ J
Figure 31 : Appareil HPLC SHIMADZU
o Réactifs utilisés

Tableau XIII: Réactifs utilisés pour le dosage de la caféine

Reéactifs utilisés Propriétés physico- | Précaution
chimiques

Méthanol grade | Formule chimique :
HPLC CHsOH

Masse molaire: 32.04
g /mol

PE : 64.6 °C (1013HPa)
Densité : 0.79g/cm3(20
OC)

Point d’éclair : 11 °C
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b. Méthode :

o Préparation de la phase mobile

-Dans une fiole de 100 ml, verser 40 ml de méthanol grade HPLC ;
-Compléter avec de I'eau distillée jusqu’au trait de jauge ;

-Filtrer la solution préparée a I'aide du dispositif de filtration sous-vide en utilisant des
fitres SUPELCO, fermer la fiole aprés filtration afin d’éviter I'évaporation du
méthanol ;

-Verser la solution dans le réservoir de la phase mobile (40% méthanol / 60% eau
distillée ).

o Préparation de la solution échantillon (caféine extraite)

-Solubiliser 20mg du produit d’extraction dans une fiole de 100 ml contenant
environ 80ml d'eau distillée ;

-Mettre aux ultra-sons pendant 15 minutes, puis compléter jusqu'au trait de jauge
avec le méme solvant (eau distillée) ;

-Effectuer une dilution au 1 /10 de la solution mére dans une fiole de 50 ml ;
-Remplir les viols et passer a I'analyse par HPLC.

o La formule utilisée pour le calcul de la teneur en principe actif
Titre(%) = (Aire échantillon / Aire standard) X [standard] / [échantillon] X
Titre de la substance active (estimer a 100%).

C. Caractéristiques

o volume d’injection : 20 microlitres.
o débit d’injection : 1 ml/min.

Figure 32 : Pompe d’injection de 'THPLC SHIMADZU
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o colonne : C18 (figure33)

Figure 33 : Colonne C18 de 'HPLC SHIMADZU

e longueur d’onde : 283 nm(
e mode de détection spectrophotométrique : Ultra-violet Visible

Figure 35 : Serveur de communication de 'lHPLC SHIMADZU.

55



PARTIE EXPERIMENTALE 1 Matériel et méthodes

1.3.6 Recherche des impuretés par Chromatographie sur couche
mince (CCM)

e Réactifs utilisés :

Tableau XIV : Réactifs utilisé pour la CCM

Réactifs Données physico- | Précautions
chimiques

- formule brute :CH3;OH
Méthanol -N °cas: 67-56-1Mr :

32.0419 g/mol

- Pf:-98°C

-Pe: 65 °C
Densité :0.792g/cm?®

- formule brute :C3HsO
Acétone -N°cas: 67-64-1

- Mr :58.0791g/mol

- Pf:-94.6°C

-Pe :56.05°C

- Densité : 0.784g/cm?

- formule brute : NH3 aq)
Ammoniaque - N °cas: 1336-21-6

- Mr : 35.0658 g/mol

- Pf: -58°C

-Pe :38°C

- Densité : 0.88 g/cm?

- formule brute : C4H100
-N°cas: 71-36-3
-Mr: 74.1216 g/mol

- Pf: -90°C

-Pe 117 °C

- Densité : 0.81 g/cm

Butanol
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- formule brute :
-N °cas:

- Mr:

-Pf:

- Pe:

-Densité :

Dichlorométhane

o Préparation des solutions

-Solution témoin : dissoudre 0.2 mg de caféine de référence SCR dans un mélange
de 4 ml de méthanol et 6 ml de chlorure de méthyléne, compléter a 10 ml avec le
méme mélange de solvants.

-Solution & examiner :dissoudre de 0.2 mg de caféine extraite dans un mélange de
4 ml de méthanol et 6 ml de chlorure de méthyléne, compléter a 10 ml avec le
méme mélange de solvants.

- Phase mobile :est un mélange de 10 ml d’ammoniaque concentrée, 30 ml
d’acétone, 30 ml de chlorure de méthyléne et 40 ml de butanol.

o Mode opératoire
-Utiliser une plaque recouverte de gel de silice ;
-Saturer la chambre avec la phase mobile avant de passer a la migration ;

-Déposer 10 microlitre de la solution témoin et 10 microlitre de la solution a
examiner ;

-Développer sur un parcours de 15 cm ;
- Sécher la plaque a l'air libre ;

-Développer la plague sous la loupe UV.

Figure 36 : Chambre de migration et la plaque utilisé pour la CCM
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1.3.7 Test d’acidité

. Réactifs utilisés

Tableau XV : Réactifs utilisés pour le test d’acidité

Réactifs Données physico- | Précautions
chimiques

- formule brute :
C27H28Br20sS

Bleu de bromothymol -N°cas: 76-59-5

- Mr: 624.38g/mol

- Pf: 204 °C

- Densité : 1.25 g/cm?3

Ethanol

Eau distillé

Hydroxyde de sodium

o Mode opératoire
a-Préparation des réactifs utilisés

-Préparation de la solution d’hydroxyde de sodium 0.1 M (S): dans une fiole de
100ml contenant 10 ml d’eau distillée, dissoudre 400mg de NaOH, compléter le
volume jusqu’au trait de jauge avec le méme solvant ;

-Préparation de la solution d’Hydroxyde de sodium 0.02 M et 0.01M a partir de la
solution (S), on prépare deux dilutions consécutives ;

-Préparation de la solution de bleu de bromothymol : dans une fiole de 50 ml faire
dissoudre 25mg de bleu de bromothymol dans un mélange de 2ml de NaOH 0.02M
et 10ml de Ethanol 96%, compléter au trait de jauge avec de I'eau distillée ;

-Préparation de la solution de la caféine (solution A) : dans une fiole de 20 ml, peser
0.2g de caféine extraite Al et de référence A2, compléter au trait de jauge avec de
'eau distillée.

Figure 37 : Solutions utilisées dans le teste d’acidité
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b-Protocole de dosage

-A 10ml de solution A, ajoutez 0,05 ml de solution de bleu de bromothymol R1. La
solution est verte ou jaune ;

-Titrer par la solution d’hydroxyde de sodium 0.01M préalablement préparée ;
-Le point d’équivalence est déterminé par un virage de l'indicateur coloré (bleu de
bromothymol) de vert (ou jaune) vers le bleu.

1.3.8 Perte a la dessiccation

-Elle est déterminée en mettant de la caféine de référence et celle extraite dans
I'étuve a 105 % pendant une heure ;

-A l'aide d’une balance peser 0.3 g de caféine dans un verre de montre ;.
-Introduit dans I'étuve a 105 °c ;
-Refaire la pesée une heure apres.

e Détermination de la perte a la dessiccation:

La perte de poids par dessiccation est la perte de poids exprimée en pourcentage
p/p et déterminée par la méthode suivante :

T % =(Am/m) x 100 T % =[(p1+m-p2)/ m]x 100

m : Prise d’essai pour notre matiére premiere P1 : poids de verre de montre videP2 :
poids de verre de montre et la matiére premiére aprés une heure a 'étuve

Figure 38 : Détermination de la perte a la dessiccation.
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1.3.9 Aspect de la solution de caféine obtenue par extraction
a. Degré d’opalescence

= Réactifs utilisés
Tableau XVI : Réactifs utilisés pour le test d’opalescence.

Réactifs Données Précautions
physicochimiques

Sulfate d’hydrazine Formule brute : HsN204S
N° CAS : 10034-93-2

Mr :130.2 g/mol
PF:254 °C

p=1.37 g/cm-3

Hexaméthylénetétramine | Formule brute : CsHi12N4
(Methénamine) N° CAS : 100-97-0

Mr : 140.17g/mol
PF:>263°C

PE : 260 °C

p:1.33/cm-3

Eau distillée

= Préparation des solutions

-Solution S

Dissoudre 0,5g de caféine dans 50ml d’eau exempte de dioxyde de carbone
préparée a partir d’eau distillée. Laisser refroidir et compléter a 50ml avec le méme
solvant.

- Préparation de la solution de Sulfate d’hydrazine :

Dissoudre 1 g de sulfate d’hydrazine dans de I'eau, puis compléter a 100 ml avec le
méme solvant. Laisser reposer pendant 5h.
- Préparation de la solution d’héxaméthylénetétramine :

Dans une fiole de 100ml a bouchon rodé, dissoudre 25 g de
'hexaméthylénetétramine dans 25 ml d’eau.
- Préparation de la suspension-meére d’opalescence

Introduire 25 ml de la solution de sulfate d’hydrazine dans la fiole contenant la
solution d’héxameéthylénetétramine, puis mélanger et laisser reposer pendant 24
heures.

- Préparation de I'étalon d’opalescence

Prélever 15 ml de la suspension-meére d’opalescence et compléter a 1000 ml avec de
'eau. Cette solution est préparée au moment de I'utilisation.
- Préparation des solutions témoins

(s10}
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Les solutions témoins d’opalescence sont préparées comme le montre le tableau ci-
dessous

TableauXVII: Préparation des solutions témoins d’opalescence.

Témoin Témoin | Témoin Il Témoin Il Témoin IV

Etalon 5 10 30 50

d’opalescence

(ml)

Eau (ml) 95 90 70 50

= Méthode

- Comparer par la suite I'opalescence de la solution a examiner S aux cinq témoins
préparés a lumiére diffuse du jour et a I'eau distillée (Figure.39).

Figure.39 : Solutions du test d’opalescence
a. Degré de coloration

= Réactifs utilisés :
Tableau XVIII : Réactifs utilisés pour le test du degré de coloration.

Réactifs Données Précautions
physicochimiques

Chlorure ferrique Formule brute :
FeCls

N° CAS: 7705-08-
0

Mr:162.2 g/mol
PF : 306 °C
PE:315°C
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Chlorure de cobalt Formule brute :
COCl2

N° CAS : 7646-79-
9

Mr : 129.84 g/mol
PF : > 263 °C

PE : 1049 °C
p:3.36/cm-3

Formule brute :
Sulfate du cuivre CuSOq4

N° CAS : 7758-98-
7

Mr : 159.6 g/mol
PF: 110 °C

PE : 650 °C

p:3.6 g/cm-

Acide chlorhydrique Formule brute :
HCI

N° CAS: 7647-01-
0

Mr : 36.46 g/mol
PF:-30 °C

PE: 48 °C

p:1.19g/cm-

Eau distillée

a) Préparation des solutions

» Solutions primaires
¢ Solution jaune

Dissoudre 46g de chlorure ferrique dans 900ml d’'un mélange de 25ml d’acide
chlorhydrique et de 975mld’eau distillée, compléter a 100ml avec le méme mélange.

< Solution rouge

Dissoudre 60g de chlorure de cobalt dans 900ml d’'un mélange de 25ml d’acide
chlorhydrique et de 975mld’eau distillée, compléter a 100ml avec le méme mélange.

+¢* Solution bleue

Dissoudre 63g de sulfate de cuivre dans 900ml d’un mélange de 25ml d’acide
chlorhydrique et de 975mld’eau distillée, compléter a 100ml avec le méme mélange.
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» Solutions étalons

A partir des trois solutions primaires, nous procedons a la préparation des solutions
étalons qui sont au nombre de cing résumeées dans le tableau ci-dessous.

Tableau XIX : Solutions étalons du degré de coloration.

Volumes en millilitres

Solution Solution Solution
Solution jaune (ml) rouge (ml) bleue (ml) Acide
étalon chlorhydrique a

10g/l de HCI (ml)

B (brun) 3.0 3.0 2.4 1.6
JB (jaune- 2.4 1.0 0.4 6.2
brun)
J (Jaune) 2.4 0.6 0.0 7.0
JV  (jaune- | 9.6 0.2 0.2 0.0
vert)
R (rouge) 1.0 2.0 0.0 7.0

»  Solutions témoins

Les solutions témoins sont préparées a partir des solutions étalons comme le
démontre le tableau ci-dessous.

Solution témoin

Solution étalon B (ml)

Tableau XX : Les solutions témoins du degré de coloration

Solutions témoins B

Solution
chlorhydrique a 1%
P/V en HCI (ml)

75.0

25.0

50.0

50.0

37.5

62.0

25.0

75.0

12.5

87.5

5.0

95.0

2.5

97.5

15

98.5

1.0

99.0

Solution témoin JB

Solution témoin

Solution

(ml)

étalon

JB

Solution
chlorhydrique a 1%
P/V en HCI (ml)
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[iB1 100.0 0.0 |
JB2 75.0 25.0
JB3 50.0 50.0
1B4 25.0 75.0 i
JB5 12.5 87.5
JB6 5.0 95.0
JB7 2.5 97.5
Solution témoin J
Solution témoin Solution étalon JB | Solution
(ml) chlorhydrique a 1%
P/V en HCI (ml)
IJl 100.0 0.0 |
J2 75.0 25.0
J3 50.0 50.0
Ja 25.0 75.0
J5 12.5 87.5
J6 5.0 95.0
J7 2.5 97.5

Solution témoin JV

Solution témoin Solution étalon JV (ml) | Solution
chlorhydrique a 1%
P/V en HCI (ml)

25.0 75.0
15.0 85.0
8.5 91.5
5.0 95.0
3.0 97.0
1.5 98.5
0.75 99.25
Solution témoin Solution étalon JB | Solution
(ml) chlorhydrique a 1%
P/V en HCI (ml)
R1 100.0 0.0
R2 75.0 25.0
R3 50.0 50.0

R4 37.5 62.5
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R5 25.0 75.0
R6 12.5 87.5
R7 5.0 95.0

> Solution a examiner S

Dissoudre 0,5g de caféine dans 50ml d’eau exempte de dioxyde de carbone
préparée a partir d’eau distillée. Laisser refroidir et compléter a 50ml avec le méme

solvant.

= Méthode

- Dans des tubes a essai identiques, de verre neutre, incolores et transparents, a
fond plat, comparer la solution S aux solutions témoins de coloration ;

- Apprécier les nuances a la lumiéere diffuse du jour par examen dans 'axe du tube et

sur un fond blanc.

Figure 40 : Solutions primaires du degré de coloration.
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PARTIE EXPERIMENTALE 2- Résultats et Discussion

2 - Résultats et discussion
2.1- Rendement de I’extraction

masse ex erimentale
R% = P x 100

masse théorique

-Masse expérimentale : il s’agit de la masse de la caféine extraite a partir de 100g de
thé .

- Théoriguement 100g de thé noir contient 1.16g de la caféine alors que 100g de thé
vert contient 0.969.
a — Rendement de la 1°"® méthode en utilisant le thé vert
A partir de 15 g du thé nous avons récupéré 0.04 g de caféine.
Masse expérimentale : 0.04 g
o Calcul de la masse théorique de la caféine qui correspond a 15 g du thé vert
Théoriguement 100g de thé vert contient 0.96 g
Masse théorique : 0.96 g —— 100g
X —— 159
Masse théorique calculée = 0.14 g

0.04 B
R% = mx 100 = 28.5 %

B . Rendement de la 2™ méthode en utilisant le thé noir
a partir de 8 g (4infusions) du thé nous avons récupéré 0.07 g de caféine.

- Masse expérimentale : 0.07 g

o Calcul de la masse théorique de la caféine qui correspond a 8g du thé.
Théoriguement 100g de thé noir contient 1.16 ¢

100g —— 1.16g

8g — —* X
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Masse théorique calculée = 0.09

0.07 _
R% = leOO—??B %

La 1ére méthode a donné un rendement trés faible moins de 30 % par contre la
2éme méthode a donné un excellent rendement supérieur a70 %

2.2. Identification et caractérisation physico-chimique de la caféine
extraite

2.2.1. Aspect et odeur

Le produit que nous avons extrait est une poudre cristalline blanche Inodore, ce

résultat est conforme aux spécifications de la pharmacopée européenne.

Figure 41 : Aspect de la caféine extraite.

2.2.2 Solubilite

-La caféine extraite est facilement soluble dans le dichlorométhane , pratiquement

insoluble dans I'éther de pétrole ;

- Elle est peu soluble dans I'Ethanol a 96% ;
- Dans I'eau distillée a froid : assez soluble et a chaud, elle est facilement soluble ;

Ces résultats répondent aux exigences de la pharmacopée européenne.
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A:Test de solubilité de la caféine d'extraction
dans le dichlorométhane.

B: test pour la caféine de référence .

A:Test de solubilité de la caféine d'extraction dans l'eau
distillée a froid .

B:Test de solubilité de la caféine de réference dans lI'eau
distillée a froid .

Figure 42 ; Test de solubilité
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2.2.3. Température de fusion
Les température de fusion obtenues avec la caféine ( extraite et de référence ) sont
Caféine de référence : 222.8 °C

Caféine extraite : 222.4°C

Figure 43 : Température de fusion.

Les températures de fusion de la caféine extraite et de référence sont proches de la

valeur exigée par la pharmacopée européenne.

2.2.4. Identification par des réactions colorimétrique

2.2.4.1 Réaction avec le réactif de bouchardat

- La solution saturée de caféine en présence d’iodure de potassium dans un milieu
acide a donné un préecipité brun.
-Le précipité brun se dissout aprés neutralisation par la solution diluée d’hydroxyde
de sodium.

Ce résultat est conforme aux exigences de la monographie.
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Caféine référence

Figure 44 : Réaction avec le réactif du bouchardat
2.2.4.2 Réaction ala Murexide

La réaction a la murexide avec la caféine extraite et la caféine de référence a donné
une coloration jaune-violet aprés I'ajout de 'ammoniaque diluée ce qui est conforme
aux exigences de la pharmacopée européenne

Figure 45 :Réaction a a la murexide
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2.2.4.3 Réaction a la diméthylaminobenzaldehyde

La réaction de la caféine extraite et la caféine de référence avec le
diméthylaminobenzaldehyde a donné une coloration bleu intense ce qui est

conforme aux exigences de la pharmacopée européenne .

Figure 46 : Réaction avec le diméthylaminobenzaldehyde .
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2.2.5 Identification spectrale de la caféine

2.2.5.1- Identification par spectrophotométrie d’absorption dans

IUV-visible
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Figure 47 : Spectre d’absorption dans I'UV-visible de la caféine extraite.

Le spectre d’absorption dans 'UV de la caféine obtenue par extraction montre que

cette derniere absorbe dans I'UV. Le maximum d’absorption caractéristique de la

caféine est retrouvée (~275nm).
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Figure 48 : Spectre d’absorption dans 'UV-visible de la caféine référence .

Le spectre d’absorption dans I'UV de la caféine référence, montre que cette derniére
absorbe dans I'UV. Le maximum d’absorption caractéristique de la caféine est

retrouvee (~275nm).

Les spectres d’absorption dans 'UV de la caféine obtenue par extraction et la

référence ont la méme allure et le méme maximum d’absorption.
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2.2.5.1 Analyse par spectroscopie d’absorption dans L’infrarouge

La figure ci-dessous représente le spectre d’absorption dans I'lR de la caféine
extraite.

Figure 49 : Spectre d’absorption dans l'infrarouge de la caféine extraite
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Le spectre IR de la caféine obtenue par extraction montre les principales bandes

d’absorption de cette derniére dans I'|R comme le montre le tableau XXI .

Figure 50 : Spectre d’absorption dans linfrarouge de la caféine extraite (en rouge) et la
caféine référence (en noir ).

Le spectre IR de la caféine obtenue par extraction est superposable au spectre IR de

la caféine référence avec les mémes bandes d'absorption.

Tableau XXI : Principales bandes d'absorption de la caféine dans I'IR

Bandes d'absorption (cm-1)
Liaisons Bandes d'absorption (cm-1) Caféine de référence
Caféine obtenue par extraction

C-H 3111,17 3111,01
2952,56 2952,58
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C=0 1692,98 1692,36
1644,67
1647.,6
C=C 1599,05
1598,15 1548,93
1546,08
C-N 1325,86
1325,59

2.2.6 Chromatographie sur couche mince

Aprés migration, la plague CCM a été développée sous la lampe UV

Figure 51 : Plague CCM sous la lampe UV

Nous avons obtenu une seule tache de migration pour la caféine extraite ainsi que
pour la caféine de référence, cette tache correspond au principe actif (caféine),

aucune impureté n’a pu étre mise en évidence par CCM.

e Calcul du rapport frontal

__ Distance parcourue par le constituant (milieu de la tache)

Rf=

Distance parcourue parle front du solvant
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Figure 52 : Distances parcourues par les deux taches des solutions de caféine

9.75
12.75

Rf témoin = = 0.764

Rf échantillon = =0.776

9.90
12.75

Nous avons remarqué que les deux rapports frontaux sont trés proches, cela signifie

gue les deux solutions de mémes concentrations sont d’'une méme nature.

2.2.7 Perte a la dessiccation

Apres une heure dans I'étuve a 105 c®, nous avons refait la pesée de la caféine de

référence et la caféine extraite.

T % = (0.0047 / 0.3006) x 100 T % = 1.56 %

03g —> 156%

1g — X donc une perte de 5.1 % pour 1g
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Selon la pharmacopée européenne la perte a la dessiccation doit étre entre 5% et
9%,donc la perte a la dessiccation répond aux exigences de la monographie.

GaeEmTEa

Caféine référence avant et aprés la dessiccation

Caféine extraite avant et apres la dessiccation

Figure 53 : Résultats de la perte a la dessiccation
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2.2.8 Test d’acidité

Nous avons titré la solution de caféine par la solution d’hydroxyde de sodium 0.01 M
et le point d’équivalence se détermine par un virage de l'indicateur coloré (bleu de

bromothymol) du vert (ou jaune) vers le bleu.

avant titrage

Figure 54 : Test d’acidité
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Les volumes équivalents de NaOH sont représentés dans le tableau XXl

Tableau XXII : Volumes équivalents de NaOH

Volume équivalent moyen.

Le volume équivalent moyen calculé est de 0.13 ml < 0.2 ml ce qui est conforme aux

données de la monographie.

2.2.9 Aspect de la solution de caféine extraite
2.2.9.1. Degré d’opalescence

Aprés comparaison visuelle de la solution S de la caféine extraite avec les solutions
témoins d’opalescences préparées et le solvant utilisé ('eau distillée), nous avons
constaté que la solution S est limpide, ce qui est conforme a I'exigence de la
pharmacopée européenne par rapport a 'opalescence de la solution de caféine.

2.2.9.2. Degré de coloration

v' Comparaison de la solution S de caféine a la gamme étalon brune

Figure 55 : Solution de caféine et la gamme étalon brune.
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Aprés comparaison de la solution de caféine avec la gamme étalon brune, nous

avons remarquée qu’elle ne présente pas une coloration brune.

v Comparaison de la solution S de caféine a la gamme étalon jaune-brune

Figure 56: Solution de caféine et la gamme étalon jaune-brune

Aprés comparaison de la solution de caféine avec la gamme étalon jaune-brune,

nous avons remarqué qu’elle ne présente pas une coloration jaune-brune.

4 Comparaison de la solution S de caféine a la gamme étalon jaune

Figure 57: Solution de caféine et la gamme étalon jaune

Apres comparaison de la solution de caféine avec la gamme étalon jaune, nous
avons remarqué qu’elle ne présente pas une coloration jaune.
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4 Comparaison de la solution S de caféine a la gamme étalon jaune-verte

“E

Figure 58: Solution de caféine et la gamme étalon jaune-verte

Aprés comparaison de la solution de caféine avec la gamme étalon jaune-verte,
nous avons remarqué qu’elle ne présente pas une coloration jaune-verte.

v Comparaison de la solution S de caféine a la gamme étalon rouge

Figure 59: Solution de cafeine et la gamme étalon rouge

Aprés comparaison de la solution de caféine avec la gamme étalon rouge, nous
avons remarqué qu’elle ne présente pas une coloration rouge.

———> Apres comparaison visuelle entre la solution témoin S et les témoins de

coloration, nous avons constaté que la solution S est incolore, ce qui correspond a
'exigence de la pharmacopée européenne.

82



PARTIE EXPERIMENTALE 2- Résultats et Discussion

2.2.10 Interprétation des résultats HPLC

Les chromatogrammes obtenus avec la caféine référence et celle obtenue par
extraction sont représentés dans la figure ci-dessous.

<Chromatogram=>
CADocuments and Settings\AdministrateurBureau\cafeine\STD CAF E1.lcd
my
o Det.A Chi
150 1=
1004
50
W wr\/ TJ i
T — T T T T L T ] |
1] 1 2 3 L 5
min
1 DetA Ch1/273nm
Summary| Compound)
STD CAFELled
u¥ ] £
1 (00
L . | Det.A Chl
R e e R R e s e e e e R
il 1 2 3 4 5

Figure 60 : Chromatogrammes de la caféine analysée.

-Le temps de rétention de la caféine réféerence est: 3.152 min
-Le temps de rétention de la caféine extraite est : 3.166 min

. Calcul de la teneur en principe actif :

- Titre(%) = (Aire échantillon / Aire standard) X [standard] / [échantillon] X Titre de
la substance active (Estimer a 100%).
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Aire échantillon : 1113862

Aire standard : 1149410
[Standard]= 0.0000242g/I
[Echantillon] = 0.000025 g/l

Titre du standard Estimer : 100%

Titre%= (1113862/1149410) *[0.0000242/0.000025]*100%
Titre%= 0.94*100% = 94%

La teneur en substance active est de 94%.
Les normes exigées par la pharmacopée européenne 8 €me Edition : 105% - 95%.

Le titre obtenu est Iégerement inférieur aux normes de la monographie, il faut insister
sur I'étape de purification pour avoir un dosage conforme.
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Conclusion

L’objectif principal de notre travail était I'extraction de la caféine et son contrdle

physico-chimique selon la monographie.

La caféine extraite était obtenue avec un rendement acceptable dans la 2éme
méthode, le cas ou nous avons utilisé la plaque chauffante. Les tests de
caractérisation de notre poudre cristalline blanche tels que la solubilité (dans I'eau,
I'éthanol, le dichlorométhane et I'éther de pétrole) et la température de fusion

(222.4°C ) sont conformes aux exigences de la pharmacopée européenne.

Les réactions colorimétriques ont orienté vers la présence d’un alcaloide
(bouchardat), d'une xanthine (murexide) et d'un indole (diméthylamino-
benzaldéhyde). L'identification spectrale (IR, UV-visible) a montré la présence des

pics caractéristiques de la caféine et a confirmé la structure de cette derniéere.

Le degré de coloration, I'opalescence et le taux d’acidité de la solution de caféine

sont conformes aux exigences de la pharmacopée européenne,

La perte a la dessiccation est dans les normes par contre la teneur en principe actif

apres analyse par HPLC est |égerement inférieure aux normes de la monographie.

En perspective nous souhaitons :

1. Une amélioration du procédé d’extraction en se basant sur I'élimination des

tanins.

Proposer des techniques fiables pour la purification de la caféine ;

3. Synthétiser la caféine et comparer ses propriétés par rapport a celle qui est
obtenue par extraction ;

4. Un élargissement sur le plan pharmaco-industriel de son utilisation
thérapeutique en se basant sur ses propriétés inhibitrices de la lipogenése

(contre la cellulite)
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1. Rotavapeur

Le principe de cet appareil est basé sur une distillation simple sous vide, qui permet
d’éliminer rapidement de grandes quantités de solvant dans lequel se trouve un
soluté qui, une fois le solvant évacué, pourra se présenter sous forme liquide ou
solide.

- Pour ne pas perdre trop de produit, il faut que le solvant et le liquide qu'on veut
récupérer aient des températures d’ébullition trés différentes.

- Pour ne pas risquer de détruire le produit par un chauffage trop important, on opére

avec un chauffage léger et sous aspiration : la baisse de pression permet d’abaisser

la température d’ébullition du solvant [75]
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Figure 60: Schéma de rotavapeur

2. point de fusion

Le point de fusion ou la température de fusion d’'un corps représente la température
a laquelle un élément pur ou un composé chimique fond c’est-a-dire passe de I'état

solide a I'état liquide.

Il existe principalement deux types d’appareils qui permettent la mesure de la

température de fusion : I'appareil chauffant (banc kofler) et I'appareil capillaire [85].
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2.1. Principe de I’appareil capillaire

Le principe de fonctionnement de cet appareil est basé sur le fait que, a I'état
cristallin, les substances réfléchissent la lumiére recue, alors qu’elles la laissent
passer a I'état fondu. Il est alors possible de déterminer le point de fusion a partir de
comportement optique. Ainsi au cours de la fusion, l'intensité lumineuse mesurée par
une cellule photoélectrique augmente et le chauffage est arrété lorsque la
transparence de I'échantillon atteint un seuil donné, a cet instant, la température du

four est retenue, corrigée et affichée comme la température de fusion réelle [76].
3. Spectroscopie UV-VISIBLE

Ce domaine spectral est divisé en trois plages de longueurs d’onde appelées proche
UV (185-400 nm), visible (400-700nm) et tres proche infrarouge (700-1100nm).

3.1. Principe

Une transition UV-visible correspond a un saut d'un électron d'une orbitale
moléculaire fondamentale occupée a une orbitale moléculaire excitée vacante. La
matiére absorbe alors un photon dont I'énergie correspond a la différence d’énergie
entre ces niveaux. Les spectrometres UV/Visible permettent d’obtenir le spectre des
composés examinés sous forme d’un tracé de la transmittance, ou de I'absorbance

en fonction des longueurs d’onde repérées en abscisse [77,79].
3.2. Loi de BEER-LAMBER

L’absorption de la lumiére est directement proportionnelle a la fois a la concentration

du milieu absorbant et a I'épaisseur de la cuve ou se trouve le milieu.

-La transmittance (T) est une mesure de latténuation d’un faisceau lumineux
monochromatique basée sur la comparaison entre I'intensité lumineuse transmise (I)
et I'intensité incidente (lo) selon que I'échantillon est placé ou non sur le trajet optique

entre la source et le détecteur.

T est exprimée par un nombre fractionnaire ou sous forme de pourcentage :

="/ ouT%= "0/, 100
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L’absorbance est la grandeur définie par :

A= log(lo/l) = —logT = e.l.cs
Avec :

-A:absorbance

-gle coefficient d’absorption molaire en( L.molt.cm? )
-l:la largeur de cuve en cm
- ¢t : la concentration de la solution en mol/L

4. Laspectroscopie infrarouge

Le domaine infrarouge s’étend de 0.8um a 1000um.ll est arbitrairement divisé en 3
catégories : le proche infrarouge (0.8a2.5 um soit 12500-4000cm™, le moyen
infrarouge (2.5a25um soit 4000-400cm™) et le lointain infrarouge (25a1000um soit
400-10 cmt).

La spectrométrie infrarouge est principalement utilisée pour analyse qualitative d’'une
molécule en mettant en évidence la présence de liaison entre les atomes (fonctions

et groupements).

La majorité des applications se situe entre 2.5 et 15um soit en nombre d’ondes de
4000cm?

a 670 cm? (IR moyen).
4.1. Principe

La spectrométrie infrarouge est la mesure de la diminution de lintensité du
rayonnement qui traverse un échantillon en fonction de la longueur d’onde. Ce
rayonnement dispense suffisamment d’énergie pour stimuler les vibrations

moléculaires a des niveaux d’énergie supérieurs.
4.2. Modes de vibrations moléculaires

L’absorption du rayonnement IR par les composés organique correspond a deux

types principaux de vibration :

- Vibration de valence ou d’élongation
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- Vibration de déformation angulaire
4.2.1. Vibration de valence ou d’élongation

Une vibration de valence (d’allongement ou d’élongation) est un mouvement des
atomes le long de I'axe de la liaison. Ce mouvement implique une variation de la

distance interatomique. Elles sont représentées par « v ».
Ces vibrations se situent dans la région du spectre allant de 4000 a 1000 cm™2.
4.2.2. Vibration de déformation angulaire

Une vibration de déformation est un mouvement des atomes en dehors de I'axe de la
liaison. Lors de se mouvement, la distance interatomique reste constante. Elles
peuvent se réaliser dans le plan ou perpendiculairement au plan. Ces vibration sont

représentées par « g ».

Les vibrations de déformations sont d’intensité plus faible que celle des vibration de
valence. Elles constituent la région du spectre dite « empreinte digitale » (1000 a 600
cm1)[80]

5. HPLC (chromatographie liquide a haute performance)

Principe :

Dans la chromatographie liquide haute performance, les particules de la phase
stationnaire de la colonne ont des diametres plus petits que dans les systémes par
gravité ou a basse pression, ce qui donne une plus grande surface et augmente ainsi
la résolution. De plus, les pressions plus élevées produisent des temps d'exécution
plus courts. Le niveau de pression utilisé dépend de la capacité des pompes dans le
systeme et de la pression nominale de la colonne et de I'emballage [32].

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange
est introduit dans la phase mobile liquide (éluant).

Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase
stationnaire dans la colonne chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéme
chromatographique.

Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase
mobile et la phase stationnaire.
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En sortie de colonne et grace a un détecteur approprié, les différents solutés sont

caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé
chromatogramme [32].

Appareillage

La phase mobile est pompée a partir d’'une bouteille et parcourt en permanence le
chromatographe : 'injecteur, la colonne dans le four et le détecteur.

La température du four est maintenue constante.

Le signal du détecteur est amplifié et enregistré [78].

Schéma de principe
d'une chaine d'HPL.C

Systeme
d'intégration et
d'impression

pression et déhit

FPompe

Systeme d'injection E
Bétecteui

Deétecteur | {1 1 1 1 o o
| 1 ] =

Figure 60 : Principe de fonctionnement d’une chaine HPLC

6. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Il s’agit Ia d’'une technique d’analyse, trés utile et simple a mettre en ceuvre.
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On l'utilise en général pour suivre I'avancement d’une réaction, pour connaitre la
composition d’une fraction séparée sur colonne ou visualiser la pureté d’un produit.

1. Principe

La chromatographie sur couche mince repose sur les phénoménes d’adsorption et
d’interactions.

On place un composé sur un support solide (appelé phase stationnaire) et I'on
applique alors un solvant (phase mobile) qui, par capillarité, va ‘monter’ et se
déplacer sur la phase stationnaire.

Le phénoméne de capillarité est tres simple a montrer puisqu’il suffit de plonger le
bout d’'un mouchoir dans un liquide. On voit alors ce dernier monter dans le mouchoir
par.... capillarité !

La phase mobile, en montant dans la phase stationnaire, va entrainer le composé
que l'on avait déposé, et ce a une hauteur variant en fonction du composé et du
solvant.

En effet, le composé va développer des interactions non seulement avec le solvant
(phase mobile) mais également avec le support (phase stationnaire).

Ainsi le composé montera haut (on parle de migration) s’il a peu d’interactions avec
le support ou bien s'’il a une forte affinité pour le solvant.

La question est alors sur toutes les lévres... Qu’elles sont ces interactions ?

Il s’agit ici d’interactions électrostatiques. Les composés sont soit polaires soit
apolaire.

La phase stationnaire est ici polaire (silice, alumine).

Puisque ce sont les interactions qui sont responsables de la hauteur de migration, un
composé polaire sur un support polaire se sentira comme chez lui et migrera moins
haut qu’'un composé apolaire, qui lui ne sera pas du tout a son aise sur ce support et
donc qui cherchera a ‘foutre le camps’...

Le solvant entre lui aussi en compte puisqu’il va faire migrer le composé ; on classe
donc les solvants en fonction de leur pouvoir éluant.

Prenons comme exemple une phase stationnaire polaire, un composé polaire et un
solvant polaire. Le solvant polaire posséde un pouvoir éluant élevé, fortement
adsorbé, il déplace le composé. En revanche, un solvant apolaire possédera un
mauvais pouvoir €luant, mais entrainera un soluté apolaire.

Il existe ainsi des tables classant les différents solvants en fonction de leur fore
eluotropique (pouvoir éluant).



ANNEXE I

V4

ecurite

V4

Pictogrammes de s




ANNEXE Il

PICTOGRAMME DE SECURITE
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PROCEDURE d'analyse physicochimique de la caféine
I. OBJECTIFS

Cette procédure a pour but de décrire les méthodes d’extraction et de contréle
physico-chimique de la caféine.

IIl. DOMAINES D'APPLICATION

Cette procédure est spécifique a la caféine qui décrite dans la pharmacopée
européenne 8 ¢me édition.

[ll. RESONSABILITES

Tchoulak mohamed, Saddoun ayoub et Moulai aymen

Encadrés par Dr. N.HADHOUM ; maitre assistante en chimie thérapeutique.
I\VV. DEFINITIONS

1.3.7-triméthyl-1H-purine-2.6-dione

V. APPLICATION

1. Caracteres

- Aspect: poudre cristalline blanche Indore mais de saveur amere.

- Solubilité

Assez soluble dans I'eau distillée a froid et facilement soluble a chaud

La caféine extraite est facilement soluble dans le dichlorométhane, pratiquement
insoluble dans I'éther de pétrole.

Elle est peu soluble dans I'éthanol a 96%.

Température de fusion: 222.4%.

2. ldentification

A. A 2 ml d’une solution saturée de caféine, ajoutez 0,05 ml de solution d’iodure de
potassium iodée R. La solution reste limpide. Ajoutez 0,1 ml d’acide chlorhydrique

dilué R. Il se forme un précipité brun qui se dissout apres neutralisation par la
solution diluée d’hydroxyde de sodium R.

Préparation des solutions nécessaires :
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1-Solution d’iodure de potassium iodée : dissoudre 2g d’iode et 4 g d’iodure de
potassium dans 10 ml d’eau, aprés dissolution, compléter a 100ml avec l'eau
distillée.

2-Solution d’acide chlorhydrique diluée : prélever 20g d’acide chlorhydrique qui est
équivalent en ml a 46.6 et compléter a 100ml avec de I'eau distillée.

3-Solution d’hydroxyde de sodium diluée : dissoudre 8.5g d’hydroxyde de sodium
dans 'eau et compléter a 100ml avec le méme solvant.

4-Solution saturée de caféine (de référence et extraite) : sachant que 1g de caféine
se dissout dans 46ml d’eau a 20c, une solution de 229/l est saturée en caféine.

B. Dans un tube a bouchon rodé, dissoudre environ 10 mg de caféine dans 0,25 ml
d’'un mélange de 0,5 ml d’acétylacétone R et de 5 ml de solution diluée d’hydroxyde
de sodium R. Chauffer au bain-marie a 80 °C pendant 7 min. Laisser refroidir et
ajouter 0,5 ml de solution de diméthylaminobenzaldéhyde R2. Chauffer de nouveau
au bain-marie a 80 °C pendant 7 min. Laisser refroidir et ajouter10 ml d’eau R. Il se
développe une coloration bleu intense.

Préparation des solutions nécessaires :
1. Solution de diméthylaminobenzaldéhyde R2

Dissoudre a froid 0,2 g de diméthylaminobenzaldéhyde R dans un mélange de 4,5 ml
d’eau R et de 5,5 ml d’acide chlorhydrique R. Préparer extemporanément.

C. Reéaction a la murexide (réaction des xanthines) avec la caféine extraite et la
caféine de référence a donné une coloration jaune-violet aprés [lajout de
'ammoniaque diluée

D. Perte a la dessiccation : Apres une heure dans I'étuve a 105 °C, nous avons

refait la pesée de la caféine de référence et la caféine extraite.
E. Chromatographie sur couche mince:

Dép6t de 10 ul de la solution témoin (caféine de référence) ainsi que 10 ul de la
solution a examiner (caféine extraite) sur une plaque de gel de silice qui est ensuite
incorporée dans une phase mobile.

Apres migration, la plague CCM a été développée sous la lampe UV Nous avons
obtenu une seule tache de migration pour la caféine extraite ainsi que pour la caféine
de référence, cette tache correspond au principe actif (caféine), aucune impureté n’a
pu étre mise en évidence par CCM.
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1. préparation des solutions :

-Solution témoin : dissolution de 0.2 de caféine de référence SCR dans un mélange
de 4 ml de méthanol et 6 ml de chlorure de méthylene, compléter a 10 ml avec le
méme mélange de solvants.

-Solution & examiner : dissolution de 0.2 de caféine dans un mélange de 4 ml de
méthanol et 6 ml de chlorure de méthyléne, compléter a 10 ml avec le méme
meélange de solvants.

- Phase mobile : un mélange de 10 ml d’ammoniaque concentrée, 30 ml d’acétone et
30 ml de chlorure de méthyléne et 40 ml de butanol.

F. Spectroscopie d’absorption dans I'infrarouge :

Il suffit de lever le bras et d’introduire quelques mg de notre poudre de caféine et le
remettre, I'analyse se fait brievement. Nous avons obtenu le résultat sous forme de
spectre.

Le spectre IR de la caféine obtenue par extraction est superposable au spectre IR de
la caféine référence avec les mémes bandes d'absorption. [79]

G. Spectrophotométrie d’absorption dans I’'UV-visible
Réaliser 03 balayages de 200 a 700 nm, et noter l'absorbance du produit extrait

Le spectre d’absorption dans I'UV de la caféine référence montre que cette derniére
absorbe dans I'UV. Le maximum d’absorption caractéristique de la caféine est
retrouvée (~275nm).

Les spectres d’absorption dans I'UV de la caféine obtenue par extraction et la
référence ont la méme allure et le méme maximum d’absorption. [80,81]

3. Essai

Solution S: Dissoudre a chaud 0,5 g de caféine dans 50 ml d’eau exempte de
dioxyde de carbone R préparée a partir d’eau distillée R. Laisser refroidir et
compléter a 50 ml avec le méme solvant.

3.1. Aspect de la solution

A. Degré d'opalescence

Aprés comparaison visuelle de la solution S de la caféine extraite avec les solutions
témoins d’opalescences préparées et le solvant utilisé (I'eau distillée), nous avons
constaté que la solution S est limpide.
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Méthode : comparer I'opalescence de la solution a examiner S aux cing témoins
préparés a la lumiére diffuse du jour et a I'eau distillée.

Préparation de la solution de Sulfate d’hydrazine :
Dissoudre 1 g de sulfate d’hydrazine dans de I'eau, compléter a 100 ml avec le
méme solvant. Laisser reposer pendant 5h.

Préparation de la solution d’héxaméthylénetétramine :
Dans une fiole de 100ml a bouchon rodé, dissoudre 25 g de
I'hexaméthylenetétramine dans 25 ml d’eau.
Préparation de la suspension-meére d’opalescence :
Introduire 25 ml de la solution de sulfate d’hydrazine dans la fiole contenant la

solution d’héxaméthylénetétramine, mélanger et laisser reposer pendant 24 heures.

-Préparation de I'étalon d’opalescence :

Prélever 15 ml de la suspension-meére d’opalescence et compléter a 1000 ml avec de
'eau. Cette solution est préparée au moment de I'utilisation.

-Préparation des solutions témoins :

Les solutions témoins d’opalescence sont préparées comme le montre le tableau ci-
dessous.

Tableau | : Préparation des solutions témoins d’opalescence.

Témoin Témoin | Témoin Témoin Il Témoin IV

Etalon 5 10 30 50
d’opalescence

(ml)

Eau (ml) 95 90 70 50

B. Degré de coloration

Aprés comparaison visuelle de la solution témoin S et les témoins de coloration, nous
avons constaté que la solution S est incolore.

Méthode

- Dans des tubes a essai identiques, de verre neutre, incolores et transparents, a
fond plat, comparer la solution S aux solutions témoins de coloration ;

- Apprécier les nuances a la lumiéere diffuse du jour par examen dans 'axe du tube et
sur fond blanc.

Préparation des solutions :
.Solutions primaires
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5. Solution jaune: Dissoudre 46g de chlorure ferrique dans 900ml d’un
mélange de 25ml d’acide chlorhydrique et de 975mld’eau distillée, compléter a 100ml

avec le méme mélange.

6. Solution rouge: Dissoudre 60g de chlorure de cobalt dans 900ml d’un
meélange de 25ml d’acide chlorhydrique et de 975mld’eau distillée, compléter a 100ml

avec le méme meélange.

7. Solution bleue: Dissoudre 63g de sulfate de cuivre dans 900ml d’un
mélange de 25ml d’acide chlorhydrique et de 975mld’eau distillée, compléter a 100ml

avec le méme mélange.

.Solutions étalons : A partir des trois solutions primaires, nous procédons a la
préparation des solutions étalons qui sont au nombre de cing.

Solutions témoins : Les solutions témoins sont préparées a partir des solutions
étalons.

C. Test d’acidité : Le volume moyen obtenu dans le titrage de la solution de la
caféine extraite et qui est de .0.13 ml et le volume obtenu dans le titrage de la
solution de la caféine référence qui est de 0.1 sont conformes a I'exigence de la
pharmacopée qui fixe ce volume a moins 0.20 ml.

Méthode

-A 10 ml de solution A, ajouter 0,05 ml de solution de bleu de bromothymol R1. La
solution est verte ou jaune ;

-Titrer par la solution d’Hydroxyde de sodium 0.01M préalablement préparé ;

-Le point d’équivalence est déterminé par un virage de l'indicateur coloré (bleu de
bromothymol) du vert (ou jaune) vers le bleu.

Préparation des réactifs utilisés :
-Préparation de la solution d’Hydroxyde de sodium 0.1 M (S) :

Dans une fiole de 100ml contenant 10 ml d’eau distillé, dissoudre 400mg de NaOH et
compléter le volume jusqu’au trait de jauge avec le méme solvant.

- Préparation de la solution d’Hydroxyde de sodium 0.02 M et 0.01M :

A partir de la solution (S) préparer deux dilutions consécutives.
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- Préparation de la solution de bleu de bromothymol :

Dans une fiole de 50 ml, dissoudre 25mg de bleu de bromothymol dans un mélange
de 2ml de NaOH 0.02M et 10ml d’éthanol 96%, compléter au trait de jauge avec de
'eau distillé.

- Préparation de la solution de la caféine (solution A) :

Dans une fiole de 20 ml, peser une masse (m) =0.2g de caféine extraite Al et de
référence A2, compléter au trait de jauge avec de 'eau distillé .[82,83]

D. Dosage par HPLC : Le temps de rétention de la caféine référence est : 3.152 min
-Le temps de rétention de la caféine extraite est : 3.166 min

-Calcul de la teneur en principe actif :

-Titre(%) = (Aire échantillon / Aire standard) X [standard]/ [échantillon] X Titre de la
substance active (Estimer a 100%).

Aire échantillon : 1113862

Aire standard : 1149410

[Standard]= 0.0000242g/I

[Echantillon] = 0.000025 g/l

Titre du standard estimé a 100% (matiére premiére conforme)

Application numérique : Titre%= (1113862/1149410) *[0.0000242/0.000025]*100%
Titre%= 0.94*100% = 94%

La teneur en substance active est de 94%.
-Interprétation du titre :

Selon les normes exigées par la pharmacopée européenne 8¢™e Edition (105% ;
95%), le titre obtenu est légerement inférieur aux normes de la monographie, il faut
insister sur I'étape de purification pour avoir un dosage conforme.

Méthode :

Préparation de la phase mobile :

-Dans une fiole de 100 ml, verser 40 ml de méthanol HPLC grade ;
- Compléter avec de I'eau distillée jusqu’a trait de jauge ;

-Filtrer la solution préparée a I'aide du dispositif de filtration sous-vide en utilisant des
fitres SUPELCO, fermer la fiole apreés filtration afin d’éviter I'évaporation du
meéthanol ;
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-Verser la solution dans le réservoir de la phase mobile (40% méthanol /60% eau
distillée).

Préparation de la solution échantillon (caféine d’extraction) :

-Solubiliser 20mg du produit d’extraction dans une fiole de 100 ml contenant
environ 80ml d'eau distillée ;

-Mettre aux ultra-sons pendant 15 minutes, compléter jusqu'au trait de jauge avec le
méme solvant (eau distillée) ;

-Effectuer une dilution au 1 /10 de la solution mére dans une fiole de 50 ml ;

-Remplir les viols et passer a I'analyse par HPLC.



ANNEXE V
Liste des médicaments
contenant la caféeine




ANNEXE V

LISTE DES MEDICAMENTS CONTENANT LA CAFEINE

Dénomination Concentration | PA/ Forme La classe pharmaco-
commune de la caféine | excipien | galénique du | thérapeutique
international t produit
Acide 40 mg PA comprimé Antalgique /antipyrétiq
acétylsalicylique effervescent ue
Paracétamol Traitement
Caféine (ACTRON®) symptomatique des
douleurs d’intensité
légére a modérée et/ou
des états fébriles.
Phénobarbital 3.75/12.5/25/3 | PA Comprimé Antiépileptique
Caféine (ALEPSAL® | 7.5 mg Traitement des crises
) d’épilepsies  partielles
/généralisés
Paracétamol 50mg PA Comprimé Antalgique /antipyrétiq
Povidone  (E1201) ue
Caféine (ALGODOL Traitement
CAFEINE ®) symptomatique des
douleurs d’intensité
légére a modérée et/ou
des états fébriles.
AC. 10 mg PA Comprimé Antalgique/antipyreétiq
acétylsalicylique ue
AC. ascorbique Traitement
(E300) symptomatique des
Caféine (ANTIGRIPP affections douloureuses
INE A L'ASPIRINE et des affections
ETAT GRIPPAL ®) fébriles.
50 mg PA Comprimé Antalgique/antipyrétiq
Ac. effervescent ue
acétylsalicylique sécable Traitement
Caféine (ASPRO symptomatique des
CAFEINE®) affections douloureuses
et des affections
fébriles.
Paracétamol 50 mg PA Poudre orale | Antalgique/antipyrétiq
Caféine (CLARADOL (sachets)/ ue
CAFEINE®) comprimé Traitement
sécable symptomatique des
pelliculé affections douloureuses
et des affections
fébriles.
Citrate de caféine | 50 mg PA Solution Traitement de I’apnée
Cooper injectable et | du nouveau-ne
buvable prématuré
Glucuronamide+AC.
ascorbique+Caféine | 50 mg PA Comprimé Traitement d’appoint
(GCFORM ®) effervescent de I’asthénie

fonctionnelle

Vi
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Tartrate 100mg PA Comprimé Traitement en derniére
d’ergotamine intention de la crise de
Caféine anhydre migraine en cas d’échec
(GYNERGEN caractérisé des
CAFEINE®) traitements
recommandés (anti
inflammatoires non
stéroidiens et/ou tripans

Paracétamol 30 mg PA Gélule Traitement

Opium Suppositoire | symptomatique des

Caféine douleurs d’intensité

(LAMALINE®) modérée a intense et/ou
ne répondant pas a
I'utilisation d’antalgiques
périphériques utilisés
seuls

Caféine (LIPOFEINE | 5g pour 100 g | PA Gel Traitement

5%, gel) de gel symptomatique des
surcharges adipeuses
sous-cutanées
localisées

Dimenhydrinate, 10mg PA Comprimé

caféine pelliculé Prévention et traitement

(MERCALM ®) sécable du mal des transports

Paracétamol 50mg PA Comprimé Traitements de douleurs

Caféine aigues d’intensité

Codéine modérée en cas d’échec

(PRONTALGINE ®) par d’autres antalgiques
comme le paracétamol
ou l'ibuproféne (seul)

AC acétylsalicylique | 50mg PA Comprimé Traitement

Caféine symptomatique des

Codéine douleurs d’intensité

(SEDASPIR®)

modérée a intense et/ou
ne répondant pas a
I'utilisation d’antalgiques
périphériqgues  utilisés
seuls

Vi




Résumé

La caféine est un composé chimique naturellement présent dans les constituants de plantes,
c’est un stimulant mineur du systéme nerveux central.

L’objectif de notre travail était I'extraction de la caféine a partir des feuilles du thé, puis son
identification et sa caractérisation physicochimique conformément a la pharmacopée
européenne 2008.

Nous avons obtenu la caféine par une extraction liquide-solide (Eau/feuilles du thé) suivie
d’une extraction liquide-liquide (dichlorométhane/ Eau) et en faisant appel a un chauffage a
reflux, une filtration sous vide, une décantation par le dichlorométhane et une élimination du
solvant volatil par le rota vapeur. Le meilleur rendement était obtenu en travaillant sur les
infusions du thé. Le spectre IR obtenu était superposable avec le spectre de référence, les
réactions colorimétriques étaient positives, le spectre uv-visible a montré la présence du
maximum d'absorption caractéristique de la caféine. La valeur obtenue du point de fusion
était comprise dans l'intervalle exigée par la monographie, le titre était [égerement inférieur
aux normes.

Donc dans I'ensemble, la caféine extraite répondait aux exigences de la pharmacopée
européenne 2008, les résultats étaient satisfaisants, il faut juste insister sur la purification
pour avoir un titre conforme.

Abstract \\

Caffeine is an alkaloid from methylxanthine family, it can be founded in many foods which
acts as a psychotropic stimulant and mild diuretic.

Our work focused on the extraction of caffeine from tea leaves, then the identification and
physicochemical characterization of this molecule by adapting series of tests, also reactions
described in the European pharmacopoeria 2008”7and8”, including the HPLC test.

We obtained caffeine by liquid-solid (water/tea leaves) and liquid-liquid (dichloromethane/
wter) extraction using the various techniques necessary to obtain the caffeine powder(reflux
heating, vaccum filtration,decantation with dichloromethane, retro-steam drying).

The best yield was obtained by working on tea infusions.

The extraction of caffeine obtained in the form of white crystalline powder undergoing
physicochemical control and analysis of the solubility in different solvants (water/ethanol)
(ether, dichloromethane) which were in accordance with European pharmacoporiea data.

For the sick of identification , we used spectral methods (IRand UV-Vis, HPLC), colorimetric
reactions such as reactions with dimethylbenz aldehyde and determination of the melting
point.

The IR spectrum obtained was stackable with the reference spectrum. The UV-Vis Spectrum
showed the presence of the two maximum absorption characteristic of caffeine.

The value obtained from the melting point was within the range required by the monograph.

In general, our caffeine extraction met the requirement of the 2008 PE 7 and 8 edition,and
the results were also satisfactory.
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