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Introduction
generale



Introduction génerale

Les plantes sont considérées comme les éléments parmi les plus importants de la vie
humaine, elles sont utilisées depuis I'antiquite dans l'alimentation et dans la médecine
traditionnelle. Des recherches sont actuellement menées sur les plantes pour réveéler ses
composants et sa valeur nutritionnelle, afin de utilisée dans des alternatives thérapeutiques. La
plante étudiée dans cette recherche est 1’Artemisia campestris de la famille des Asteraceae.
Cette famille comprend prés de 23 500 especes, parmi les plantes les plus célebres de cette
famille sont : le tournesol et la laitue.

Artemisia campestris L est une plante des hauts plateaux. Elle est d'origine
méditerranéenne. Cette plante est utilisee dans de nombreux traitements, notamment :
I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie.

Les huiles végétales ont eu une importance nutritionnelle et thérapeutique dans la vie
humaine depuis I'Antiquité. Cela a été démontré dans les civilisations anciennes telles que
I'Egypte ancienne, Romaine, etc.

Les acides gras jouent un rble énergétique et de réserve .Parmi les acides gras on
distingue les acides gras essentiels qui sont indispensables au corps humain .Dans le cas de
carence en ces acides se manifeste plusieurs maladies parce que I'nomme est incapable de les
synthétiser [1].

Les corps gras possedent des propriétés biochimiques et nutritionnelles par leur
apport en acides gras essentiels et vitamines liposolubles. Les corps gras se caractérisent
également par leurs propriétés pharmacologiques, diététiques et cosmétiques. Ils peuvent étre
ainsi utilisés comme véhicule et excipient de principes actifs [2].

L’objectif de notre travail est la détermination des caractéristiques physico-chimiques
et I’évaluation de I’activité anti radicalaire et la composition d’huile d’Artemisia campestris et
a extraire a partir de deux solvants (hexane et chloroforme).

Ce mémoire est présenté sous forme de deux parties : La premiere partie consiste a
une étude bibliographique, dans cette partie nous présentons quelques données générales et
des informations sur les lipides, sur la plante d’Artemisia campestris et aussi des notions sur
les acides gras, tocophérols, stérols et 1’activité antiradicalaire.

La deuxiéme partie, c'est la partie expérimentale, on décrit le matériel et les méthodes
d’analyse physico-chimique, et résultats. Puis, nous discutons les résultats obtenus.

Nous terminerons cette étude par une conclusion générale et des perspectives.
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I.1La plante Artemisia campestris

1.1.1 Généralités

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est ’un des genres le plus
répandu et le plus étudié de cette famille; il contient un nombre variable d’espéces allant
jusqu’a 400 especes [3].

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia possédent des propriétés
thérapeutiques, elles sont non seulement utilisées dans la medicine traditionnelle, mais aussi

dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique [4, 5].

Figure 1.1 Plante Artemisia campestris [6].

1.1.2 Description botanique

Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de 30 a
80 cm. cette plante posséde des capitules trés petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou conigues,
a involucre scarieux, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de rouge, et a
pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre. Les feuilles d’Artemisia campestris sont
glabres de couleur verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées, les supérieures

pinnatiséquées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la base striée

[71, [8] , [9].




1.1.3 Systématique de la plante

Selon R, Caratini [10], la plante Artemisia campestris est classée dans le Tableau I.1.

Tableau 1.1 Systématique de la plante.

Régne
Sous régne
Embranchement
Sous embranchement
Classe
Sous classe
Ordre
Famille
Sous famille
Tribu
Sous Tribu
Genre
Espéce

Nom en arabe

Plantae
Tracheobionta
Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Asteridae
Asterales
Asteraceae
Asteroideae
Anthemideae
Artemisiinae
Artemisia

Artemisia campestris L

Cugdn]/

1.1.4 Origine et distribution

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui

poussent de fagcon spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphére nord de la terre, surtout

dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a I’Himalaya [11]

dans I’hémisphére sud elles sont trouvées en Afrique du sud, 1’ Australie et I’ Amérique du sud,

d’apres Kyeong W.Y .et al [12], I'Artemisia campestris est originaire de I’ Asie.




1.1.5 L’utilisation traditionnelle d’Artemisa campestris
Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine

traditionnelle pour traiter plusieurs maladies:

En usage local Artemisia campestris est utilisée pour traiter les troubles digestives, les
ulcéres et les douleurs menstruelles [13]. Elle est également utilisée dans le traitement
de diabéte [14]. La partie aérienne est utilisée dans le traitement de brdlures, de la diarrhée,
les morsures de serpents, les piqires de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le
rhumatisme, elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fievre et la toux
[15].

1.2 Les lipides

1.2.1 Généralités
Du grec "lipos" graisse c'est une classe des molécules biologiques hydrophobes

constituées par des acides gras aliphatiques et leurs esters a nombre égal ou supérieur a quatre
atomes de carbone et d'autres constituants mineurs. La fraction lipidique totale d‘un tissu
vegetal ou animal est 1°ensemble des composés organiques insolubles dans 1‘eau et solubles

dans les solvants apolaires [16].
1.2.2 Classification

On peut classer les lipides comme suit:

Lipides

4 N

Lipides saponifiables

Lipides
insaponifiables / ‘1’ \
‘l' Lipides Lipides Acides
Terpénoides complex simples gras
‘lf - Lipides Glycérides Acides gras
Caroténoides phosphoré saturés
Quinones Lipides Cérides Acides gras
isopréniques azotés insaturés
Stéroides Lipides SIS
soufrés

Figure 1.2 Classification des lipides.




1.2.3 Rdle biologique des lipides

Les lipides jouant un réle important dans 1’organisme vivants [1] :
e [|'oxydation d'un 1g de lipide libere une énergie de 38 kJ.
e Les lipides jouent aussi un role structural formant de bicouche membranaire.
e Ils possédent un rdle fonctionnel comme 1’hormone lipophile les prostaglandines.

e Dans le sang les lipides plasmatique sont sous forme des lipoprotéines.

1.2.4 Acides gras

Les acides gras sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique hydrophobe, saturés
ou non saturés selon qu’ils ne contiennent pas ou contiennent des doubles liaisons. Les acides
gras différent donc entre eux non seulement par la longueur de la chaine carbonée, mais aussi

par le nombre, la position et la structure spatiale (cis, trans) des doubles liaisons [17].

1.2.5 Tocophérols

Les tocophérols possedent un noyau chromane (benzo déhydropyrane) portant sur le
carbone 6 un groupement hydroxyle et sur le carbone 2 un groupement méthyle et une chaine
latérale saturée ou insaturée a 16 atomes de carbone. Les hydrogénes des carbones 5, 7 et 8 du
noyau benzénique peu- vent étre totalement ou partiellement remplacés par des groupements
méthyls. Les quatre formes de tocophérols (a, B, y et &) différent par la position des

substitutions en C5, C7 et C8 de ’anneau aromatique [18].

Composé

8- tocophérol &- tocotriénol H

R
A B R2 R1 H
a-tocophérol a-tocotriénol CH3 CH3 W
B- tocophérol  B- tocotriénol CH3 H A
v- tocophérol v- tocotriénol H CH3 -
Ry 0" | ¥ R
H B
Me g
Me

Figure 1.3 Structure des différents tocophérols et tocotriénol.




» ROle des tocophérols
La principale fonction des tocophérols est de stabiliser, rigidifier et réguler la
perméabilité des membranes. Par leur activité antioxydant, ils peuvent bloguer la propagation

de la peroxydation des lipides a I’intérieur de la membrane [18].

1.2.6 Stérols

Les stérols des plantes, appelés phytostérols, sont des alcools stéroides, membres de la
famille des terpénes. Les phytostérols sont constitués d’un assemblage tétracyclique
cyclopenta-phénanthrénique (A, B, C, D) comprenant un groupement hydroxyle en position 3
du cycle A et une chaine latérale. Les phytostérols ont une structure chimique similaire au
cholestérol [19].

Les phytostérols sont présents dans la fraction lipidique. Dans les huiles de graines ou
de fruits, ils sont généralement présents en faibles teneurs. lls peuvent étre rencontrés sous

forme libre ou combinée, dont le principal est I’estérification par un corps gras [20].

Figure 1.4 Structure générale des stérols.

» Role des stérols

e Les phytostérols jouent également un rdle déterminant dans la division et la
différenciation cellulaire [19].

e Régulation du développement embryonnaire ainsi que dans la fertilité en facilitant la
germination du tube pollinique [19].

e Ameliore le fonctionnement et les performances du systeme immunitaire.

1.3 Activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule qui diminue l'oxydation d'autres substances
chimiques. Les antioxydants s’utilisent pour réduire l'oxydation du produit auquel ils sont
mélangeés [21].

Les antioxydants jouent un réle important dans le métabolisme humain. Les réactions
biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres initiant des

réactions d’oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur les cellules de notre corps, en

-,



les abimants et en accélérant le processus de vieillissement. A 1’état normal, le corps humain
maintient I’équilibre entre les antioxydants et les radicaux libres en produisant simultanément
les deux types de substances dans le processus métabolique. Le déséquilibre entre ces deux
types de composés conduit a un phénomene appelé stress oxydatif. L’initiation des
phénomenes de réactions d’oxydations en chaine dans I’organisme humain peut conduire a
des pathologies comme l'athérosclérose, le cancer, l’infarctus, les allergies, les

rhumatismes et d’autres [21].

|.4L’oxydation des lipides

L’oxydation des lipides représente un probléme important pour certaines industries,
puisqu’elle est responsable de la baisse de qualit¢ et de la diminution de la durée de
conservation des produits cosmétiques et alimentaires. Ce phénoméne conduit a
I’odeur rance des nourritures en putréfaction. L’addition des antioxydants est une solution

pour protéger de tels produits de 1’oxydation [21].




PARTIE II:

Partie
expéerimentale



I11.1 Matériels et méthodes

Dans cette partie, nous avons décrit les mateériels utilisés et les méthodes suivirent lors
des procédés expérimentaux. L’étude expérimentale de I’espéce a été réalisée au niveau du
laboratoire de département SM (sciences de la matiere), Université Amar Telidji - Laghouat.

11.1.1 Matiére végétale

La plante d’Artemisia campestris a été collectée par Mr. B.KORIBA au mois
d'Octobre 2019 dans la région d'El-Assafia (wilaya de Laghouat).

La partie aérienne (fleurs et feuilles) de la plante a été séchée a 1’ombre. Apres le
séchage, la plante est finement broyée et conservée dans un flacon en verre jusqu'a leur

I'utilisation.

11.1.2 Produits chimiques

Tous les produits chimiques utilisés sont regroupés dans le Tableau I1.1.

Tableau I1.1 Liste des produits chimiques utilisés

Nom du produit Les marques
Hexane, Chloroforme (extraction) VWR Pro labo

Méthanol, Dichlorométhane, Sodium  Biochem chemopharma

sulfate
Chloroforme Biochem
Acide hydrochlorique, ortho- Honeywell Fluka

phénantroline, Acide sulfurique

Hydroxyde de potassium, Gel de silice  Pro labo

chlorure de fer(l11), Acide acétique Riedel-deHaen
DPPH, Cholestérol, Vitamine E Sigma-Aldrich
Acétique anhydride BDH laboratory

11.2 Méthodes
11.2.1 Extraction des lipides

Afin d'extraire et de déterminer la teneur en matieres grasses, nous avons choisi la
méthode d'extraction solide liquide par Soxhlet. En utilisant I'hexane comme phase liquide
L'extracteur de Soxhlet permet le traitement de solides (matiere végetale) avec des solvants en
phase liquide vaporisée. Le corps de I'extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie




par la matiere végétale en poudre. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant
(ballon) et est surmonté d'un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condense tout en restant
en contact avec le matériel végétal. La solution collectée dans le ballon s'enrichit de plus en
plus en soluté a chaque cycle d'extraction et le matériel végétal est toujours en contact avec du
solvant fraichement distillé. L'extraction est terminée lorsque le solvant d'extraction devient

de plus en plus clair c'est-a-dire sans une proportion significative de soluté [20].

Figure 1.1 Montage de soxhlet.

Les extraits sont séchés par une quantité suffisante de sulfate de sodium anhydre.
Apreés filtration, le solvant est évaporé sous pression réduite a 40°C. L'extrait obtenu est un
extrait lipidique brut (huile). L’extrait est pesé et nous avons calculé la teneur en huile par la

relation suivante :

. Masse de lU'extrait lipidique
Teneur en huiles = - - — — x 100
Masse de la prise d'essai(matiere végétale)

11.2.2 Analyse des acides gras

Pour analyser les acides gras (AG), ils doivent étre transformés en esters méthyliques
(EMAG).




11.2.2.1 Préparation des esters méthyliques

Les esters méthyliques d'acides gras ont été préparés selon le protocole suivant. Dans
un ballon, 25 ml de solution méthanolique de soude (NaOCHj3; 0,5 %) sont ajoutés a 0,5 g
d'huile. Le mélange est porté a ébullition a reflux pendant 30 min. Apres refroidissement, les
esters méthyliques sont récupérés par une double extraction liquide - liquide en utilisant 25 ml
de dichlorométhane. La phase organique est lavée plusieurs fois par de l'eau jusqu'a la
neutralisation. Apres séchage par le sulfate de sodium anhydre, le solvant est filtré puis

évapore a 40 °C sous pression réduite.

11.2.2.2 Purification des EMAG
Les esters méthyliques d'acides gras EMAG sont purifiés, par flash chromatographie a
I'aide d'une petite colonne (pipette Pasteur) remplie de gel silice avec le chloroforme comme

éluant. Les EMAG ainsi obtenus sont conserveés au réfrigérateur jusqu’a leur analyse.

11.2.2.3 Analyse des EMAG par CPG

Nous avons utilis¢ un chromatographe SHIMADZU GCMSQP2020 d’un détecteur
Spectroscopie de masse SM.
e Colonne capillaire Rxi-5ms, longueur 30 m, diametre interne 0,25 mm, épaisseur de
phase 0,25um.
e Programmation de température de 70°C a 160°C a raison de 15°C /mn apres 2min a
260°C a raison de 7°C /mn puis 5min a 330 a raison de 5°C /mn.
e Température de I’injecteur a 250°C.
e Temperature de détecteur a 330°C.
e Gaz vecteur : Hélium.

e Débit : Iml/min.

11.2.3 Dosage des tocophérols totaux
11.2.3.1 Principe
Nous avons adopté la méthode de dosage colorimétrique d'Emmerie-Engel. Cette

méthode est basée sur la réaction d'oxydoréduction entre les tocophérols et le fer ferrique

(Fe**) qui est réduit en fer ferreux (Fe®"). Ce dernier, en présence de réactifs spécifiques
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comme 1’orthophénantroline, forme un complexe rouge-orangé stable dont le coefficient

d’extinction molaire € a A,,4, = 510nm et est tres élevé [20].

11.2.3.2 Dosage

A partir d’une solution meére éthanoique de vitamine E commerciale (0,1 g/l), nous
avons préparé des solutions filles ayant des concentrations bien déterminées pour tracer la
courbe de I’absorbance en fonction la concentration, nous avons pris (1 ml) de chaque
solution fille plus (1 ml) de réactif orthophénantroline (0,4%) et (0,5 ml) de FeCl; dissous

dans 1’éthanol (0,12%). Aprés 5 min de I’incubation, on mesure 1’absorbance a Amax =510 nm.

Nous avons réalisé le dosage des tocophérols totaux sur I'huile brute. Les échantillons

d'huiles sont traités de la méme facon. Le test est effectué trois fois.

11.2.4 Dosage des stérols totaux

11.2.4.1 Principe

Cette méthode est basée sur I'absorption spectrophotométrique selon le test de
Liebermann-Burchard, basé sur une réaction colorée spécifique des 3-hydroxystéroide sa
double liaison en position 5-6. Les stérols forment un complexe stable avec I'anhydride -
acétique dans un milieu acide qui absorbe dans le visible a une longueur d'onde de 550 nm (le
réactif spectral Liebermann est constitué de 60 ml d'anhydride acétique et 10 ml d'acide

sulfurique concentré et 30 ml d'acide acétique) [22].

11.2.4.2 Dosage

A partir d’une solution choloroformique de cholestérol de concentration (1 g/l), nous
avons préparé des solutions filles ayant des concentrations bien déterminées pour tracer la
courbe de I’absorbance en fonction la concentration. Nous avons pris (1ml) de chaque
solution et ajouté (2 ml) du réactif de Liebermann puis laissé la coloration se développer et se
stabiliser pendant 25 minutes a I'obscurité. On mesurant lI'absorbance a 550 nm de chaque
solution.

Le dosage des stérols totaux dans les extraits lipidiques est effectué de la méme
maniere. Pour mesurer lI'absorbance dans spectrophotométrie UV-visible, nous avons utilisé

des cuves en quartz, car le chloroforme est capable de dégradé les cuves en plastique.
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11.2.5 Activité antiradicalaire

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre de couleur

violacée qui absorbe dans I’'UV-visible a la longueur d’onde de 517nm.

La réduction du radical libore DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm
provoquee par la présence des extraits. Le DPPH est initialement violé, se décolore
lorsque 1’¢électron célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des
extraits a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques [1].
Dans ce test, le substrat d'oxydation est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule

d'antioxydant, se transforme en DPPP-H.

NO, NO,
. H
O.N N—MN + A-H = O;N N—N + A"
- O | - O |
== Antioxydant I~ Radical antioxydant
DPPH DPPHH

Figure 11.2 Réduction du radical libre DPPH.

Nous avons préparé des solutions de vitamine E (standard) de déférentes
concentrations dissous dans I'éthanol. Chaque solution (1 ml) a été mélangée avec (1 ml) de
solution contenant radical DPPH de concentration 100 uM. Le mélange réactionnel a été
secou¢ immédiatement, puis il est maintenu a l’obscurit¢ pendant 30 minutes a une
température ambiante pour que la réaction s'accomplisse. L’absorbance du milieu réactionnel
a été mesurée a 517 nm contre un blanc.

Le pouvoir antiradicalaire est définie comme la concentration de [I’inhibiteur
nécessaire pour diminuer 50% des radicaux libres ICs, .De méme nous avons calculé le ICg,
de la vitamine E et comparer avec des extraits lipidique [1]. L'activité antiradicalaire est

calculée selon I'équation suivant :

Abs Controle—Abs Echantillon
PI% — ( 517nm 517nm ) X 100

Abss17nmControle
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11.2.6 Caractéristiques physico-chimiques
11.2.6.1 Caracteéristiques physiques
» Densité relative a T=20°C
La densité d'un corps ou la densité relative d’huile est le rapport de sa masse

volumique a la masse volumique d'un corps pris comme référence. Pour les liquides et les

solides, le corps de référence est I'eau pure.

e Mode opératoire
A une température ambiante, un volume précis d’huile a été pesé. La masse de ce

dernier est divisée par la masse du méme volume d'eau a la méme température [15].
La densité relative est donnée par la formule ci-dessous :

Mpauile
d=

meau
» Indice de réfraction (IR) a T=20°C
L'indice de réfraction est déterminé dans un réfractométre a une température proche
que possible de la température de référence. La tempeérature est choisie de facon que le corps
gras soit entierement liquéfié, la détermination de cet indice est donnée par lecture directe sur

le réfractométre a température ambiante [16].
L’indice de réfraction est calculé comme suit :
n%® = n} + 0.00035 (t — 20)
ou:

n’; : Valeur de lecture a la température t a laquelle a été effectuée la détermination.

n2%: Indice de réfraction a la température 20°C.

t : Température a laquelle a été effectuée la lecture.

¢ Mode opératoire
v" Nettoyer la lame du réfractometre par le papier joseph.
v' Etalonner I’appareil par ’eau distillée dont I’indice de réfraction est égale a
1,3341 &4 T=20°C.
v" Nettoyer la lame du réfractomeétre par le papier joseph.
v' Déposer quelques gouttes d’huile d’Artemisia campestris dans la lame du

réfractometre et régler le cercle de chambre sombre et claire dans la moitié.

E



v’ Effectuer la lecture des résultats en prenant compte de la température ambiante.

» Analyse spectrophotométrique dans I’'UV
La spectrométric d’absorption dans 1’ultraviolet est basée sur 1’absorption du
rayonnement par les molécules dans le domaine 1’ultraviolet (190-400 nm). La détermination
de D’absorbance a 232 nm et au voisinage de 270 nm permet la détection

des produits d’oxydation des acides gras insaturés.

e Mode opératoire
v' On a prisé des grammes de I’huile d’Artemisia campestris et solubiliser dans
I’hexane.
v" Introduire I’échantillon ainsi préparé dans une cuve de 1cm et procéder a la
détermination de son absorbance.
v' L’absorbance de la solution d’huile |’Artemisia campestris est mesurée a longueur

d’onde spécifiques de 232 et 270 nm.

11.2.6.2 Caractéristiques chimique

» Indice d’acide (IA) et acidité (A%)
e Indice d’acide (1A)
C’est le nombre de milligrammes de potasse nécessaire pour neutraliser des
acides gras libres d'un gramme de corps gras.

L'indice d'acide est donné par la formule suivante :

_ V.56,1.N
B m

1A

Avec :

V : Volume, en millilitres (ml), de KOH (0,2 N) nécessaire au titrage.
N : Normalité de la solution potasse (0,2 N).

m : Masse en gramme de la prise d’essai.

56,1 : Masse molaire de KOH.
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e Mode opératoire
Une quantité de masse bien précise d’huile est solubilisée dans (25ml) de
chloroforme. La solution organique est ensuite dosée par une solution éthanoique
d’hydroxyde de potassium (0,1N) jusqu’au virage de I’indicateur coloré utilisé. La fin

du dosage est marquée par 1’apparition d’une couleur légérement rose.

e L’acidité libre (A%)
C’est le pourcentage d’acide gras libre exprimé conventionnellement selon la

nature de corps gras.

282.5 X NxVx100
m x 1000

A% =

AVec :

m : masse de la prise d’essai en gramme.
N : Normalité de la solution d’hydroxyde de potassium (,2 N).
V : Volume de titrage en ml.

282,5 g/mol : Masse molaire de I’acide oléique.
» Indice d'iode

L'indice d'iode correspond au nombre de grammes d'iode fixé sur les doubles liaisons
de 100 grammes de matiére grasse purifiée et sechée. Quel que soit le réactif halogene utilise,
le principe est le méme. Les liaisons éthyliques, en particulier celles des acides gras, fixent les

halogénes d'apres la réaction suivante [16].

R—CH=CH—R" + I gxcaq » R—CHI—CHI—R’

L'indice d'iode est calculé a 1‘aide de la relation suivante :

254 x DI X 4;
I.I=Z—
M;

AVec:

DI: Nombre de double liaison
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A;: Pourcentage d’AG.
M;: Masse molaire de I'AG.

» Indice de saponification(lS)
L‘indice de saponification est le nombre en milligrammes de potasse caustique
(KOH), nécessaire pour transformer en savon les AG et les triglycérides d'un gramme de
corps gras [16].

CH>-0-CO-R CH>-OH

| I

CH-O-CO-R + 3 (K +OH) 4 *CH-OH +3(RCOO +K)
| |

CH»-0-CO-R CH>-OH

e Mode opératoire

Nous avons pesé une quantit¢ d’un gramme d’huile dans un ballon puis
saponifier a reflux par 25ml de KOH 0.1N pendant une heure par suite chauffé a
95C°.I’excés du KOH est neutralis¢ par HCl 0.IN et ajouté quelque goute de
phénophtaléine comme indicateur coloré jusqu’a changement de la couleur
(disparition la couleur rose).Le test & blanc est réalisé dans les mémes condition sans
I’huile.

(Vo —V;) X NX56.1
m

IS =

Vo : Volume de HCI (0,1 N) dans le test a blanc en ml.

V1 : Volume de HCI (0,1 N) en ml nécessaire pour neutraliser 1’excés de potasse (0,1 N).
m : Masse d’huile prise en gramme.

N : Normalité de la solution de potasse.

56,1 : Masse molaire de KOH.
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1.3 Résultats et discussion

11.3.1 Teneur en huile

Aprés I’extraction de lipide par soxhlet et pendant 6 heures, puis I'évaporation des

solvants organiques I'nexane et le chloroforme, nous avons obtenu les rendements des extraits

lipidiques. Les résultats sont représentés dans le Tableau 11.2.

Tableau 1.2 Couleurs, aspects et rendements des extraits lipidiques.

Extrait Rendement Couleur Aspect
Hexane 5.37% (+ 0.003) Vert clair Visqueux
Chloroforme 21.79% (£ 0.172) | Vert foncé Visqueux
21,79%

Rendement%o

25

20

15

10

5,37%

Hexane

Chloroforme

Figure 11.3 Rendement d’extraction lipidique.

D’aprés ces résultats, on remarque que la teneur en huile de [’Artemisia campestris

varie considérablement selon le type de solvant, le chloroforme donne un meilleur rendement

21,79 %, car il est plus polaire que I’hexane, peut-étre que le chloroforme extrait d’autres

composés. La teneur d’extrait de 1’hexane (5,37 %) est plus proche a celle trouvé dans

I’huile des feuilles de Pistacia lentiscus (solvant utilisé : éther de pétrole) étudié par Harrat et

al [22] (1.94 - 4.12%), et plus inférieure que d’autres graines oléagineuses Vvégetales [23]

(Tournesol, Soja 30 a 50% d’huile). On peut conclure que I’extrait d’hexane de plante étudiée

est relativement faible en matiére grasse. Donc peuvent servir a des applications cosmétiques

et pharmaceutiques [2].
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11.3.2 Analyse des acides gras dans I’huile

La composition en acide gras de I'huile d’Artemisia campestris est représentée dans le tableau

suivant:

Acide gras

C10:0
C12:0
C14:0
C16:0
C17:0
C18:0
C18:2m6
C18:303

C20:0

C21:0

C22:0
C23:0
C24:0
C26:0
C28:0

XAG

XAGS

XAGI
YAGI/ZAGS

Tableau 11.3 Composition en acides gras de [’ Artemisia campestris.

Dénomination

Acide caprique
Acide laurique
Acide myristique
Acide palmitique
Acide margarique
Acide stéarique
Acide linoléique
Acide linolénique

Acide arachidique

Acide hénéicosylique

Acide Béhinique
Acide tricosylique
Acide lignocérique
Acide cérotique

Acide montanique

Extrait hexane

d% relatif Z/:Srelatif

es AG/Ext AG/AG
0,17 0.42
0,30 0.74
1,38 3.42
9,10 22.56
0,31 0.77
1,97 4.88
12,91 32
8,17 20.25
0,24 0.59
3,29 8.16
1,18 2.93
1,32 3.27
40.34 100
19.26 47.74
21.08 52.26
1.09 1.09

Extrait chloroforme

% relatif

% relatif des

des AG/Ext |AG/AG

0,42
0,31
1,05
6,91
0,32
2,00

8,72

4,36

0,45

3,77
0,33
5,09
1,97
1,95

37.65
28.93
8.72
0.30

1.12

0.82

2.79

18.35

0.85

5.31

23.16

11.58

1.20

10.01

0.88

13.52

5.23

5.18

100
76.84
23.16

0.30

1
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D’aprés ’analyse des AG par CPG, on remarque que :

Les AG totaux dans nos extraits lipidiques Hexanique représentent un pourcentage de
40,34% et 37.65% pour I'extrait chloroformique.

Les AGS dans les fractions lipidiques sont les acides : caprique, laurique, myristique,
palmitique, margarique, stéarique, tricosylique, lignocérique, cérotique et montanique, qui
représentent une proportion totale de 19,26 % dans la fraction lipidique extraite par
I'nexane. Dans la fraction lipidiqgue du chloroforme, on retrouve les mémes AGS
précédents, et de plus, nous avons remarqué l'existence de I'acide: arachidique,
hénéicosyliques et béhinique. La proportion totale des AGS dans la fraction lipidique du
chloroforme est de 28,93%.

Les AGI dans les fractions lipidiques sont les acides: Acide linoléique, Acide linolénique,
qui représente une proportion totale 21,08% dans la fraction lipidique extraite par
I'nexane, Alors que dans l'autre extrait de chloroforme il y a un seul acide gras (l'acide
linoléique) qui représente une proportion 8,72%.

Dans I’extrait hexanique, les AGI possedent une proportion plus grand que les AGS.
(21,08%). Par contre les AGS dans la fraction lipidique extraite par chloroforme sont
majoritaires 28,63 %.

Acide linoléique est le composé majoritaire des AGI, leur pourcentage varie de 8,72% a
12,91% dans 1’huile d’Artemisia campestris. Les membranes cellulaires humaines
contiennent une forte proportion d’acide linoléique. Les omégas 6 sont donc importants
pour le bon fonctionnement de I’organisme. L’acide linoléique est un constituant
important des céramides (molécules du ciment assurant la cohésion entre les cellules de la
peau) et empéche ainsi sa déshydratation.

Acide palmitique est le composé majoritaire des AGS, leur pourcentage varie de 6,91% a

9,10 % dans I’huile d’Artemisia campestris.

11.3.3 Dosage des tocophérols totaux

Les quantités des tocophérols totaux dans les échantillons d’huiles ont été déterminées

a partir de la courbe d’étalonnage de la vitamine E. Les teneurs en tocopheérols totaux sont

exprimés en milligramme (mg) équivalents vitamine E par grammes d’huile.
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Figure 11.4 Courbe d’étalonnage de vitamine E.

Les résultats de ce dosage sont consignés dans le Tableau.ll.4.

Tableau I1.4 Quantité des tocophérols totaux dans /’Artemisia campestris.

L’extrait Tocophérols totaux mg/g d’huile
Chloroforme 176.03 £ 0.21
Hexane 22.54 +0.35
200
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Figure 11.5 Quantité des tocophérols totaux dans I’Artemisia campestris.

La teneur en tocophérols totaux varie d’un extrait a I’autre. Nous avons obtenu (22,54
mg/g d’huile) dans l'extrait de I’hexane et (176,03 mg/g d’huile) dans l'extrait lipidique de
chloroforme. Nous remarquons que la teneur en tocophérols totaux de ce dernier est plus




élevée par rapport a I’extrait de ’hexane (huit fois), qui revient probablement & I’extraction
des autres composés par le chloroforme, qui vont réagir avec les ions de fer. Si nous
comparons nos résultats avec quelques huiles végétales comme 1’huile de mais (0.33 - 3.72
mg/qg) [24], I’'Huile de soja (0.6-3.37 mg/g) [24], I’huile de Pistacia lentiscus (3.2 - 4.6 mg/qg)
[22], nous remarquons que les huiles de notre plante contiennent des quantités tres
importantes en tocophérol.

D’une fagon générale nous pouvons dire que la plante étudiée (Artemisa campestris)

est riche en tocophérols totaux, donc elles ont des propriétés antioxyadante.

11.3.4 Dosage des stérols totaux

Pour calculer les quantités des stérols totaux dans nos extraits huileux, on utilise la
courbe d’étalonnage du cholestérol commercial (Figure 11.6). Les résultats sont exprimés en

milligrammes équivalents de cholestérol par gramme d’huile.
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Figure 11.6 Courbe d’étalonnage de cholestérol.

Les résultats de ce dosage sont regroupés dans le Tableau I1.5.

Tableau I1.5 Quantité des stérols totaux dans /’Artemisia campistris.

Echantillon Stérols totaux mg/g d’huile
Hexane 197.49 +0.30
Chloroforme 126.02 +0.31
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Figure 11.7 Quantités des stérols totaux dans /’Artemisia campestris.

A partir des résultats obtenus, on remarque que la teneur des stérols dans 1’extrait de
I’hexane est plus élevés (197,49 mg/g d’huile) par rapport a 1’extrait de chloroforme (126,02
mg/g d’huile). Si nous comparons notre résultat avec d’autres huiles comme huile d’arganier
(5,06 - 8,45 mg/g) [20] , et I’huile de citrouille (2,13-11,6 mg/g) [16], on remarque que I’huile
étudiée contient des quantités trés importantes en stérols totaux. Mais, nos résultats sont
comparables avec d'autres études, comme les études menées sur I’huile de Pistacia lentiscus L
(143,37 - 175,71 mg/g) par M.Harrat [22].

11.3.5 Evaluation de I'activité antiradicalaire

Dans cette étude nous avons évalué 1’activité antioxydante de notre huile « Artemisia

campestris » en utilisant le test du DPPH. Nous avons utilisé la vitamine E comme standard.
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Figure 11.8 Courbe représentant la variation des pourcentages d'inhibition en fonction des
concentrations de Vitamine E.
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Figure 11.9 Courbe représentant la variation des pourcentages d'inhibition en fonction des
concentrations d’extrait d’hexane.
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Figure 11.10 Courbe représentant la variation des pourcentages d'inhibition en fonction des
concentrations d’extrait de chloroforme.

Les valeurs d' IC5, des différents extraits d’Artemisia campestris et de 1’antioxydante

standard sont calculées et les résultats sont illustrés dans le Tableau.ll.6.

Tableau 11.6 les valeurs des ICg des extraits d’Artemisia campestrs.

L’extrait lipidique 1Cs0 (9/1)
Hexane 0.2434
Chloroforme 0.1717
Vitamine E 0.0061
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Figure 11.11 Les valeurs des ICg des extraits d ’Artemisia campestrs.

L’antioxydante standard de Vitamine E a montré une activité antioxydante avec une
IC5o de I’ordre de 0,0061 g/l par contre les deux extraits donnent une activité anti-radicalaire
considérable 0,2434 et 0,1717 g/l pour les extraits de I’hexane et de chloroforme
respectivement. L’extrait de chloroforme et I’hexane posséde une activité 28 et 39 fois

respectivement moins que le standard (vitamine E).

Si nous comparons nos résultats avec les valeurs obtenues a partir d'autres études
(Tableau.l1.7). On remarque que I’activité antioxydante de nos extraits est plus importante

que ces huiles.

Tableau 11.7 les valeurs de 1Cs, des certaines huiles végétales.

Echantillon IC5o (/1) Références
Graines Huile de citrouille 17,9 -41,7 [16]
Feuilles du Pistacia lentiscus L 0,37-7,28 [25]




11.3.6 Caractéristiques physico-chimiques
11.3.6.1 Caracteéristiques physiques

A partir les extrait lipidique nous avons déterminé quelques indices physiques.

» Densité relative
La densité de I’huile est mesurée a une température de 20°C. Les valeurs

obtenues sont regroupée dans le tableau 11.8.

Tableau 11.8 La densité d’huile d’Artemisia campestris.

L’extrait lipidique Densité a 20 C°
Hexane 0,906
Chloroforme 0,944

La densité ou masse volumique dépend de la température et de la composition
chimique de I'huile. Elle nous renseigne sur la nature de la composante en acides gras,
notamment de la longueur de la chaine, de la présence d’instauration et de fonctionnalité sur
la chaine carbonée. [26].

Les résultats obtenus montrent que la densité de I’huile d Artemisia campestris varie
entre 0,906 et 0,944 pour les extraits de 1’hexane et chloroforme respectivement, Ce dernier
est Iégerement supérieur a celui trouvé dans I’extrait d'hexane.

Pour la densité de I’extrait lipidique de 1’hexane est comparable a celle de I’huile
d'arachide (0,909 - 0,920) [24], et I’huile de coton (0,918 - 0,926) [24]. Par contre la densité
de I’extrait de chloroforme est identique que celle trouvée par M.yousfi et al pour la plante
d'Argane (0,945) [27].

» Indice de réfraction (IR)

Les résultats obtenus de I'indice de réfraction sont représentés dans le Tableau 11.9.

Tableau 11.9 Indice de réfraction d’huile d’Artemisia campestris.

L’extrait lipidique Indice de réfraction (IR)a T=221C°
Chloroforme 1.443
Hexane 1.446
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L’indice de réfraction varie avec la longueur d’onde da la lumiére incidente ainsi
qu’avec la température. Cet indice est proportionnel au poids moléculaire des acides gras ainsi

qu’avec leur degré d’instauration.

A partir des résultats obtenus, on remarque que les valeurs de 1’indice de réfraction de
différent extrait sont presque similaires (1,443 - 1,446). Ces valeurs obtenues sont inférieures
a celles publiées par M.Benalia (1,467-1,471) pour les graines de cucurbitacées [16], et par
Bougherara (1,469) de Pistacia Lentiscus [28].

» Analyse spectrophotométrique dans ’UV

L’absorbance de la lumiére dans le domaine des UV repose sur la détermination des
coefficients d’extinction spécifique, aux radiations de longueur d’onde A= 232 nm et A= 270
nm.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 11.10.

Tableau 11.10 Extinction spécifique en UV de I’huile d’Artemisia campestris.

Echantillons K;3, K370
Hexane 0.426 0.257
Chloroforme 0.374 0.216

L’extinction spécifique des huiles dans 1’ultraviolet constitue un parameétre important
de leur qualité. En effet, a 232 nm, elle permet d’évaluer la présence de produits primaires
d’oxydation des acides gras (hydroperoxydes linoléiques...), alors qu’a 270 nm les produits

secondaires d’oxydation des acides gras (alcools, cétones,...) sont détectés [29].

Les valeurs des extinctions spécifiques en ultra-violet Kzs2 et K270 obtenues pour les
I’extrait de I’hexane et chloroforme sont respectivement (0,426 et 0,374) et (0,216 et 0,374).

Nos résultats obtenus des extinctions spécifiques ne dépassent pas les normes fixées
par le COI(2011) (K232 < (2.50 - 2.60), K270< (0,22 - 0.30)) [30].

Ces résultats montrent 1’absence des produits d’oxydation secondaires dans 1’huile
tels que : Les hydroperoxydes qui absorbent a 232 nm, et les produits d’oxydation secondaires

tels que les cétones absorbent au voisinage de 270 nm [28].
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11.3.6.2 Caractéristiques chimique
Nous avons déterminé quelgues indices chimiques qui caractérisent les matiéres grasses.
» Indice d’acide (IA) et acidité (A %)
e L’indice d’acide : est un critére de qualit¢é de I’huile. Les résultats obtenus sont

représentés dans le Tableau.ll.11.

Tableau 11.11 Indice d’acide d’huile d’Artemisia campestris.

L’extrait lipidique Indice d’acide (IA) mg de KOH/g d’huile.
Chloroforme 82.51+0.28
Hexane 69.92 + 0.11

Les valeurs de I’indice d’acide d’huile d’Artemisia campestris pour les extraits de
I’hexane et de chloroforme sont respectivement de 69,92 et 82,51 (mg de KOH/g d’huile).
Ces valeurs sont trés grandes par rapport aux normes Codex Alimentarius [24]. A
partir de ces résultats, on peut dire que I’huile d’Artemisia campestris renferme des quantités

importantes des acides gras libres.

o Acidité (A%) : Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau.ll.12.

Tableau.11.12 : Acidité d’huile d’Artemisia campestris.

L’extrait lipidique acidité (A%)
Chloroforme 4155 +0.28
Hexane 43.40+0.11

Les valeurs d’acidité pour I’huile d’Artemisia campestris (extraits lipidique de

I’hexane et de chloroforme) sont respectivement 43,40% et 41,55%.

Aprés ces resultats on remarque que les valeurs d’acidité de notre huile d’Artemisia
campestris sont plus élevées par rapport autres huiles comme le Pistacia lentiscus. (3,75%)
[28]. Ces résultats peuvent étre expliqués que les huiles étudiées ont subi une dégradation au
cours de leur stockage ou les graines n‘ont pas abouti a leur stage de maturation (biosynthése

incompleéte), et pour cela ces huiles ne sont pas conseillées pour I‘alimentation [16].
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» Indice d'iode

L’indice d’iode est un critére de pureté qui nous renseigne sur le degré d’insaturation
des acides gras contenus dans une huile donnée. Il est en rapport direct avec le degré
d’oxydation d’une huile car plus une huile est insaturée et plus son indice d’iode est élevé
[31].

A l'aide de la composition en acides gras de /’Artemisia campestris mentionnée dans le
Tableau 11.3 on peut calculer I'indice d'iode de I'extrait de Hexane seulement, car I'nexane est
le meilleur solvant pour I'extraction des lipides que le chloroforme. La valeur de l'indice
d'iode obtenue est de 107,95. Cette valeur est inférieure a celles reportées pour I'huile de
Argania spinosa trouvée par C.Hamia (132,36) [20], et que I’huile de tournesol (118 - 141)
[24], par contre, l'indice d'iode de notre extrait est supérieure que celui dans I’huile de
Pistacia Lentiscus L (41,314-45,511) [26].

» Indice de Saponification

Les résultats de I’indice de saponification obtenus sont regroupés dans le Tableau.l1.13.

Tableau 11.12 Indice de saponification d’huile d’Artemisia campestris.

Echantillon Indice de saponification (IS)
mg de KOH/g d’huile

Hexane 211.48 £ 0.03

Chloroforme 241.42 +0.02

La détermination de cet indice est importante, car il permet de caractériser le poids
moléculaire et la longueur moyenne des chaines grasses auxquelles il est inversement
proportionnel [26].

Les valeurs des indices de saponification de différents extraits sont supérieures a
celles reportées pour I'huile de Argania spinosa trouvée par M.yousfi [27] (184,4 mg de
KOH/g d’huile), par contre les indices de saponification de notre extraits sont inférieures que
celui dans I'huile de coco (248 - 265 mg de KOH/g d’huile) [24].

Les huiles ayant des valeurs d'indice de saponification élevées environ (300 mg de
KOH/g d’huile) sont utilisées pour la fabrication des savons, qui n'est pas le cas de cette étude
[16].
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Conclusion
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Conclusion générale

Notre travail a été consacré a I'étude des caractéristiques physico-chimiques des
extraits lipidiques d'une plante médicinale qui est I’Artemisia campestris e, leurs compositions

chimiques en acides gras et I'activité antioxydante.

L'extraction lipidique de la partie aérienne (fleurs et feuilles) d’Artemisia campestris a
permis d'obtenir des rendements significativement différents selon le solvant utilisé. Dans le
cas d'utilisation I'nexane, on obtient un faible rendement (5,37 %), au contraire, La teneur en
huile était significative lors de I'utilisation de chloroforme comme solvant (21,79 %).

Gréace a l'analyse chromatographique CPG, on note la présence de I'acide linolénique
C18:3m3 I'acide le plus important pour la santé humaine et avec une proportion considérable
(20,25 %), l'acide linolénique est détecté seulement dans I'extrait lipidique de I'nexane. Dans
le cas d'utilisation I'nexane, on remarque que les acides gras insaturés (AGI) representent la
plus grande proportion des acides gras (AG) (52,26%), et I'acide gras insaturé prédominant est
I'acide linoléique C18:2w6 (32 %). Pour I’extrait huileux par le chloroforme les acides gras
saturés (AGS) représentent la majorité des acides gras (76,84 %), et toujours I'acide linoléique
C18:206 est I'acide prédominant (23,16 %).

Pour les tocophérols totaux, il y a un grand écart dans les résultats obtenus, (22,54
mg/g d’huile) pour l'extrait hexanique et (176,03 mg/g d’huile) pour I'extrait de chloroforme.
On peut dire que I’huile d’Artemisia campestris est riche en tocophérols si on le compare avec
d'autres huiles végétales.

Les teneurs en stérols totaux sont considérables (126,02 - 197,49 mg/g h). Ces valeurs
montrent que notre huile est riche en stérols totaux.

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test de DPPH révele que l'extrait
lipidique d’Artemisia campestris possede une activité antioxydante trés importante
(1C50=0,2434 - 0,1717 g/l).

Nous avons déterminé les principales caractéristiques physico-chimiques d'huile de
I'Artemisia campestris (la densité, indice de réfraction, indice de saponification, indice d'iode
et I'extinction (Kazs2) et (K270)). Généralement, les valeurs de ces indices sont conformes aux
normes Codex Alimentarius et COl. Sauf I’indice d’acide qui donne une valeur plus élevé
(69,92 - 82,51 mg KOH/g d’huile). Pour cela notre huile ne sont pas conseillées pour

[‘alimentation.
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Pour les perspectives, nos résultats encouragent a poursuivre de plus des études

approfondies concernant:

» Une recherche sérieuse d’une meilleure exploitation de cette huile dans les domaines
pharmaceutique, nutritionnel et technologie agro-alimentaire.

» Une recherche de molécules anti-oxydantes pouvant étre utilisées dans les procédés de
conservation des produits alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques.

» une étude des autres activités biologiques (anti-inflammatoire, antimicrobienne,

anticancéreuse,............. ).
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Résumé

Artemisia campestris, connue localement sous le nom de «Tgouft ", est une plante
médicinale trés répandue dans le sud de I'Algérie. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a
I'étude de la composition chimique, I’évaluation d’activité anioxydante et les propriétés physico-
chimiques de I'nuile d'Artemisia campestris. Les extraits ont été obtenus en utilisant deux solvants
organiques, I'nexane et le chloroforme, le rendement était de (5,37-21,79 %) respectivement. A
partir les analyses de CPG on détermine les teneurs en acides gras de chaque extrait, les acides gras
prédominants sont : acide linoléique (32 %) et 1'acide linolénique (20,25 %) dans l'extrait d’hexane
et I'acide linoléique (23,6%) dans l'extrait de chloroforme. La quantité des tocopheérols a été (22,54
- 176,03 mg/g), et la quantité des stérols ont été (126,02-197,49 mg/g), ces quantités sont tres
élevées par rapport a d'autres huiles. L'activité antioxydante a été évaluée par la méthode DPPH, le
résultat d’ICs prend les valeurs (0,1717-0,2434g/1). Les valeurs des indices physico-chimiques sont
conformes aux normes Codex Alimentarius et COl. Sauf I’indice d’acide qui donne une valeur
élevée.

Mots clés: Artemisia campestris, Acides gras, Tocophérols et stérols, Activité antioxydante.

Abstract:

Artemisia campestris, known locally under the name of "Tgouft", is a medicinal plant very
widespread in the south of Algeria. In this work, we are interested in the study of the chemical
composition, the evaluation of antioxidant activity and the physicochemical properties of Artemisia
campestris oil. The extracts were obtained using two organic solvents, hexane and chloroform, the
yield was (5,37-21,79%) respectively. From the GPC analyzes it was determined the fatty acid
content of each extract, the predominant fatty acids are: linoleic acid (32%) and linolenic acid
(20,25%) in the hexane extract and linoleic acid (23,6%) in the chloroform extract The amount of
tocopherols was (22,54 - 176,03 mg/g), and the amount of sterols was (126,02-197,49 mg/qg), these
amounts are very The antioxidant activity was evaluated by the DPPH method, the ICs, result takes
the values (0,1717-0,2434 g/l). their physico-chemical indices comply with Codex Alimentarius and
COl standards. Except the acid number which gives a high value.

Keywords: Artemisia campestris, Fatty acids, Tocopherols and sterols, Antioxidant activity.




