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I. Introduction générale :

Les plantes médicinales ont constitué la base de systémes sophistiqués de médecine
traditionnelle qui existent depuis des milliers d'années et continuent d'offrir a I'hnumanité de
nouveaux remedes[1].Elles sont utilisees comme drogues par les humains depuis des milliers
d’années. A la suite de ’expérience accumulée des générations passées, aujourd’hui, toutes
les cultures du monde ont une connaissance approfondie de la phytothérapie. Les deux tiers
des nouveaux produits chimiques identifiés chaque année ont été extraits d’usines plus
élevées. 75% de la population mondiale a utilisé des plantes médicinales pour la thérapie et la
prévention. Aux Etats-Unis, ol la synthése chimique prédomine dans [I'industrie
pharmaceutique, 25 % des produits pharmaceutiques sont fabriqués a partir de produits

chimiques a base de plantes[2].

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur. Les Astéracées
(anciennement appelées Composées) sont une famille répandue appartenant aux dicotylédones
comprenant plus de 1500 genres et plus de 23000 especes décrites dont 750 endémiques, C'est
une des familles la plus importantes des Angiospermes. Ce sont presque toujours des plantes
herbacées avec souvent des racines charnues : rhizomateuses, tubéreuses ou pivotantes [3].
Dans le secteur phytogéographique oranais, on trouve cette famille avec 38 genres et 67

especes|[4].

Le genre (Achillea) est largement distribué en Europe, en Asie du centre et de lI'ouest, au nord
de I'Afrique, et au nord de I'Amérique. Elle compte environ 130 espéces florales et vivaces.
Ces plantes ont généralement des feuilles poilues et aromatiques et des grappes plates de
petites fleurs sur le dessus de la tige. Etant donné que ces fleurs ont différentes couleurs, un

certain nombre d'espéces sont des plantes de jardin populaires[5].

L'Algérie compte parmi les pays du monde qui bénéficient d'un large éventail de climats
favorisant le développement d'une flore riche et diversifiée. En effet, le territoire Algérien
couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes, les plaines, les montagnes,
la steppe et le Sahara[6]. ou La flore algérienne compte prés de 3000 especes appartenant a

plusieurs familles botaniques[7].

Il 'y a environ cing espéces d'Achillea qui sont largement distribué en Algérie ; A. ligustica
All., A. leptophylla M.B., A. odorata L., A. santolinoidesLag. et A. santoline L [8].




Aujourd'hui, l'utilisation traditionnelle de remedes a base de plantes pour guérir les blessures
a attiré l'attention de la communauté scientifique de la coagulation, de I'inflammation et de la
fibroplasie. Les espéces d'Achillea sont importantes pour leur usage pharmaceutique et dans
les médecines traditionnelles et populaires[9], elle est utilisée en médecine traditionnelle en
raison de ses propriétés anti-inflammatoire, antihémorragique, curative, analgésique,

antidiurétique, antimicrobienne et la tuberculose[10].

Depuis les temps les plus reculés, I’homme a utilisé les corps gras pour leurs différentes
propriétés, notamment en nutrition, en cosmetologie et en médecine. De nombreux textes

anciens font ainsi références a diverses huiles de graines ou a des graisses animales[11].

Les lipides sont largement répandus dans I’environnement, ce sont des produits complexes
dont les différents constituants jouent de fagon directe ou indirecte, immédiate ou retardée, un

role énergétique, structural et fonctionnel[12].

L’insaponifiable est une fraction minoritaire dans les huiles végétales qui est extractibles par
les solvants peu polaires aprés une hydrolyse alcaline des huiles. Cette fraction est un
mélange complexe qui contient des composes non glycéridiques connus par leurs activités
biologiques importantes comme les hydrocarbures, aldéhydes, cétones, alcool, les pigments et
les vitamines solubles (vitamine A, vitamine E). Ces composés mineurs de 1’insaponifiable

contiennent des substances antioxydantes bénéfiques pour la santé humaine[13].

L’activité antioxydante (AAO)a été étudiée par de nombreux auteurs, au travers d’une grande
diversité de principes actifs, de drogues, de molécules, de modes d’action et de grande variété
de tests susceptibles de mettre en évidence cette activité. Les phénomeénes caractérisant
I’AAO ont été surtout abordés vis-a-vis des corps gras qui sont un des principaux champs

d’application des produits a effet antioxydant[11].

En conditions physiologiques, le dioxygéne, élément indispensable a la vie, produit au niveau
de la mitochondrie des especes oxygénées réactives (EOR) particulierement toxiques pour
I’intégrité cellulaire. Ces EOR, dont font partie les radicaux libres, sont dotées de propriétés
oxydantes qui les aménent a réagir, dans I’environnement ou elles sont produites, avec toute
une série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN, glucose,...) [14].En effet, la

pollution (oxydes d’azote...), I’absorption d’alcool ou de certains médicaments, I’exposition

)



prolongée au soleil et le tabagisme, sont également des facteurs qui générent 1’apparition des

EOR[15].

Notre organisme est équipé de tout un systeme complexe de défenses antioxydantes
enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et extra cellulaires.
Alors, un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement 1’oxydation
d’un substrat, alors qu’elle présente une concentration trés faible dans le milieu ou elle
intervient[13]. D’aprés Halliwell (1994), les mécanismes de 1’action d’un antioxydant peuvent

comprendre

» Le piégeage direct des ERO.
» L’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la
production d’ERO.

» La protection des systéemes de défense antioxydants.

Les antioxydants de synthéses sont introduits dans toutes les formulations contenant des corps
gras insaturés et parfois aussi dans des phases aqueuses ou se trouvent des extraits végétaux
riches en oxydases[16] .Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthese
pouvaient étre toxiques[17].Par conséquent, et vue le désir des consommateurs de retourner a
I'utilisation des produits naturels, la recherche des sources naturelles d'antioxydants a
provoqué l'intérét des grands laboratoires spécialisés[18]. Plusieurs substances peuvent agir
en tant qu'antioxydants in vivo ont été proposé, elles incluent le béta-carotene, I'albumine,
I'acide urique, les cestrogeénes, les polyamines, les flavonoides, l'acide ascorbique, les
composés phénoliques, la vitamine E...etc[19].Elles peuvent stabiliser les membranes en

diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres.

Notre travail s'inscrive dans le cadre du programme de recherche du laboratoire des Sciences
fondamentales (LSF).

L'objectif de nos travaux est donc d'évaluer l'activité antioxydante des extraits lipidiques
insaponifiables d'Achillea santolina L et cela en utilisant des échantillons proviennent de
quatre sites. Il est a noter ici qu’aucune étude n’a été publiée sur les composés lipidiques

d’Achillea santolina L.




Ce mémoire est composé de deux volets, et est structuré comme suit :

Le premier volet se traduit par une synthése bibliographique qui comporte une description
botanique de la plante étudiée, leur propriétés thérapeutiques, des généralités sur les lipides et
se termine par quelques définitions sur l’activité antioxydante, les espéces oxygénées

réactives et les antioxydants.

Le deuxieme volet consiste en une étude expérimentale, répartie en deux parties. La premiere
partie comprend une présentation des techniques expérimentales d'analyse, tandis que la

deuxieme partie traite de la présentation des résultats obtenus ainsi que de leur discussion.

Enfin, le mémoire se termine par une conclusion générale qui résume 1’essentiel des résultats
obtenus lors de ce travail et énonce par la suite des recommandations pour la suite de ce

dernier.
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I1. Matériel et méthodes

I1.1.Matériel végétal et réactifs chimiques

I1.1.1.Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans notre étude est la partie aérienne d’Achillea santolina récolté

dans 4 régions (Mai 2017) : deux entre eux sont de la wilaya de Laghouat (Sidi Makhlouf situé a

40Km au Nord et Lalmaya située a 98Km au Nord-Ouest), le troisieme échantillon est

moissonné de la wilaya de Djelfa (Taadmit située a 69Km au Nord de Laghouat) et la derniére

plante provient de la wilaya d’El-bayadh (Bouzoulay située & 200 Km a 1’Ouest de Laghouat).

(Voir annexe : figure 1 et tableau 1).

11.1.2. Description et Classification Botanique :

Appelée localement Ouariaaira c’est une plante de 30 a 60 cm d’hauteur, trés rameuse portante

de feuilles a segments trilobés et des pédoncules gréles, les capitules sont globuleux en corymbe

composé et lache. Les ligules sont jaunatres, pales et crénelées[20]. (Figurel)

Figure 1 : La plante Achillea Santolina[8]
Régne Plantae Subdivision Spermatophytina
Division Tracheophyta Genre Ammiopsis
Classe Magnoliopsida Ordre Asterales
Nom arabe tal) 2 gpaaidl) Utilisation | Anti-inflammatoire, cicatrisante, analgésique...
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11.1.3. Standard et réactifs chimiques :

Les produits chimiques utilisés dans ce travail, sont résumées dans le tableau 1.

Tableau 1: Produits chimiques et réactifs utilisés dans ce travail.

Produits Firme

Hexane, Na2SOasanhydre

KOH Sigma-Aldrich
Acide Sulfurique (H2S04) (Allemagne)
Trichlorure de fer (FeCls)

DPPH (2.2'-diphényl-1-pycrilhydrazyl)

Charbon Actif

R-Caroténe

B-sitostérol

L’a-Tocophérol (vitamine E)

Chloroforme, Twin80, Butanol Biochem (Quebec)
Ethanol, Ether Ethylique, Honeywell (France)
Riedel de Haen
Acide Acétique (Cz2H402), Anhydride VWR,
Acétique (CsHsO3) PROLABO(France)
11.2. Méthodes :

11.2.1. Préparation des échantillons :

La partie aérienne de la matiére végétale est séchée loin de la lumiere et de I'humidité, puis

broyée a I'aide d'un moulin électrique et conservée jusqu'a lI'analyse.
11.2.2. Extraction des lipides

Afin d'extraire et de déterminer la teneur en matieres grasses, nous avons adopté la méthode de
I’extraction (Solide-Liquide), par Soxhlet en utilisant 1’Achillea santolina comme matiere
végétale et 1’hexane comme solvant. L’extraction a été stoppée aprés 1’épuisement des lipides
(disparition de la couleur) et les extraits sont ensuite séchés par le sulfate de sodium anhydre.

e



Apres filtration, le solvant est évaporé sous pression réduite & 40°C. Les extraits obtenus

représentent une apparence pateuse verdatre.

a) Dépigmentation

La chlorophylle renfermée dans les extraits a été éliminée par le charbon actif (Poudre) en
utilisant une quantité de ce dernier équivalente a un cinquieme (1/5) de la masse de la matiere
vegetale[21]. Le mélange est mis en suspension avec 150 ml de chloroforme a reflux pendant 2h.
Apres filtration et évaporation du chloroforme, chaque extrait (couleur jaune) est pese et la

teneur en lipides a été calculée par la relation suivante :

Teneur en Lipide % =[ masse de I'extrait jxlOO

masse de la prise d’essai

b) Isolement des cires

Les cires protégent la surface des feuilles, tiges et graines contre le desséchement etl'infection
par des micro-organismes[22]. Parmi les propriétés des cires est 1’insolubilit¢ dans 1’alcool
éthylique a froid .Les cires dans les extraits lipidiques dépigmentés de I’Achillea santolina, sont
extraites par solubilisation de toute la quantité obtenue dans un volume approprié d’éthanol et on
laisse le mélange au congélateur pendant 24 heures (I’opération a été effectuée 3 fois), le

mélange est ensuite filtré pour isoler les cires[23].
11.2.3. La fraction insaponifiable

Dans notre cas, pour I’extraction des lipides insaponifiables, nous avons opté pour la
saponification suivie par I’extraction liquide-liquide des insaponifiables avec un solvant tel que
I’éther diéthylique[24]. Certains auteurs conseillent d’utiliser 1’éther diéthylique pour

I’extraction de 1’insaponifiable afin d’étudier les stérols.
Dans ce travail, I’extraction de I’insaponifiable a été conduite de la maniére suivante :

L’extrait lipidique est dissous dans 50ml de potasse éthanolique (1N). Le tout est mis a reflux
pendant 1h30minute aprés refroidissement, on ajoute en fin de réaction 100ml d’eau distillée. La

phase organique (insaponifiable) est récupérer par extraction liquide-liquide, qui s’effectue par 3
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fois 50ml éther-éthylique et a la fin les traces d’eau ont été séchées par I’ajout d’une quantité
nécessaire de sulfate de sodium anhydre Na;SOs. Apres filtration, le solvant est évaporé sous
pression réduite a 40°C. La partie insaponifiable a été récupérée par un mélange de solvant

(éthanol-butanol 3:7 v/v), et conservée au frais a une température +4°C jusqu’a leurs analyses.
11.2.4. Dosage de tocophérols totaux

La détermination des tocophérols homologues dans les lipides est importante en raison de leurs
effets antioxydants et leurs influences nutritionnelles positives dans le métabolisme humain comme

antioxydants biologiques [25].

Nous avons utilisé dans ce test, le dosage colorimétrique d'Emmerie-Engel[26]. On utilise les
propriétés réductrices des tocophérols qui sont en solution alcoolique, réduisent le fer ferrique
en fer ferreux, ces derniers sont complexés par 1’ortho-phénantroline, en donnant un complexe

rouge-orangé stable dont le coefficient d'extinction molaire a 510 nm est éleve.
Protocole Expérimentale

Une droite d'étalonnage a été tracée a partir de I'a-tocophérol commercial, permet de relier la
densité optique et la concentration de tocophérol exprimée en g/l. A partir d'une solution
commerciale de la vitamine E, nous avons préparé¢ dans 1’éthanol des solutions ayant des
concentrations bien déterminées comprises entre 0,01 et 0,05 g/l. 1 ml de chaque solution
préparée a été mélangé avec 1 ml de réactif d'ortho-phénantroline et 0,5ml FeCls (solution
éthanolique). Le mélange a été incubé dans I'obscurité pendant 30 min. La lecture de
I’absorbance est effectuée a 510 nm par spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu 1800), contre un
blanc, les extraits lipidiques insaponifiables de chaque échantillon ont été traités selon les étapes
du méme protocole suivi lors de la préparation de la courbe d’étalonnage de 1’a- tocophérol, et
les résultats sont exprimés en mg équivalent de tocophérol par 100 gramme d'extrait lipidique
ou d’insaponifiable (mg EVE/100g lipide et d’insaponifiable). Toutes les mesures ont été
effectuees en double.

11.2.5. Dosage de stérols totaux

Il s’agit d’un dosage spectrophotométrique suivant le test de Liebermann-Burchard[27]. Les
stérols forment un complexe stable avec I’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le

visible & une longueur d’onde de 550 nm.
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Protocole Expérimental :

A partir des solutions chloroformiques de B-sitostérol a différentes concentrations dans une
gamme de 0,424 a 2,12 g/l, nous avons tracé une courbe d’étalonnage de ce stérol. 1 ml de
chaque solution diluée a été mélangé avec 2 ml du réactif de Liebermann (ce réactif se compose
de 60 ml anhydride acétique, 30 ml d'acide acétique et 10 ml d'acide sulfurique). Le mélange a
été incubé dans l'obscurité pendant 25 min a température ambiante. L’absorbance de chaque
solution a été déterminée a 550 nm contre un blanc sur un spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu
1800). Les échantillons ont été traités de la méme maniére et la teneur totale en stérols de chaque
extrait a été déterminée a partir de la courbe d’étalonnage dep-sitostérol. Les mesures ont été
répétées 3 fois pour chaque échantillon et les lectures moyennes ont été enregistrées. Les
résultats sont exprimés en gramme équivalent dep-sitostérol par 100 grammes d'extrait (g EBS
/100g lipide).

11.2.6. Dosage des caroténoides totaux

Le B-caroténe, est généralement le composé le plus abondant et le plus commun dans les corps

gras d’origine végétale. La teneur en caroténoides totaux a été¢ déterminée selon la méthode de

Talcott et Howard (modifiée)[28].

Protocole Expérimentale

Pour la réalisation de la courbe d’étalonnage, différentes concentrations de -carotene dans le
chloroforme allant de 0,015 a 0,05 g/l ont été préparées. 2 ml de chaque solution diluée a été
prise et les absorbances ont été mesurées a 463,5 nm contre un blanc contenant uniquement le
solvant. Pour les échantillons, les mémes étapes ont été suivies sauf qu’a la place de -carotene
on a introduit les extraits des échantillons, la teneur en caroténoides a été déterminée en
s’appuyant sur la courbe d’étalonnage réalisée avec le -carotene. Les mesures ont été répétées
2 fois pour chaque échantillon et les lectures moyennes ont été enregistrées. Les résultats sont
exprimés en mg équivalent de [-caroténe par 100 grammes d’extrait lipidique ou

d’insaponifiable (mg EBC/100g lipide ou d’insaponifiable).
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11.2.6.Evaluation de I’activité anti-radicalaire des extraits lipidiques par le test
de DPPH

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits lipidiques a été réalisee par plusieurs
techniques chimiques, la plupart de ces techniques sont basées sur la coloration ou la
décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel, dans notre étude nous avons utilisé le test

chimique : le radical libre DPPH (2.2'-diphényl-1-pycrilhydrazyl).

La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie
UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm provoquée par la présence des
extraits. Ce radical libre stable posséde une coloration violette foncée, lorsqu’il est réduit, la
coloration devient jaune .le test DPPH permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir

anti-radicalaire qui est proportionnel a la disparition de radical DPPH[29]. (Figure 2)
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Figure 2 : Réduction du radical libre DPPH’
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Protocole expérimental

Le DPPH est solubilisé dans 1’éthanol absolu pour avoir une solution de 100 uM. Les extraits
lipidiques ont été dissous dans le chloroforme pour préparer diverses solutions d'échantillons
avec différentes concentrations, puis 200 pl de chaque solution préparée a été additionné a 1 ml
d’une solution de DPPH. Le mélange réactionnel a été secoué immédiatement au vortex puis
maintenu a 1’obscurité pendant 30 min a une température ambiante pour que la réaction
s’accomplisse. L’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 517 nm contre un blanc par
spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu 1800). La vitamine E a été utilisée comme standard pour
la courbe d'étalonnage. Les résultats ont été exprimés en g en équivalent de Vitamine E par mg

de lipide(VEEAC). Toutes les mesures ont été effectuées en double.

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH sont déterminés selon la formule suivante :

Ac—Ae

C

PI%=( jxlOO

- PI (%) : pouvoir d’inhibition en %.
- Ac: Absorbance du contréle.

- Ac¢: Absorbance de 1’échantillon.

11.2.6.2.Test de blanchissement du p-carotene

Le potentiel antioxydant d’un extrait végetal peut étre évalué par la détermination de la capacité
d’inhibition de 1’oxydation du B-carotene. Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linoléique produit
des radicaux peroxydes qui attaque les onze doubles liaisons du R-caroténe, ce qui entraine une
décoloration de cette derniere mesurée spéctrophotométriquement a 470 nm. Cependant, la
présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et

donc prévenir 1’oxydation et le blanchiment du B-caroténe[30].

g



Le protocole expérimental

Un volume de 5 mL de solution chloroformique de p-caroténe (1g/L) a été additionné a 20 mg
d’huile de mais et 200 mg de Tween 80 contenus dans un ballon rond. Le chloroforme a été
complétement éliminé a 40°C sous vide, puis on ajoute lentement 40 mL d'eau distillée et on
agite vigoureusement. 40 pL de chaque extrait lipidique ont été ajoutées a 1 mL d'émulsion f-
carotene/huile de mais. Un control a été préparé dans les mémes conditions en remplacant les
extraits par 1’éthanol. L'absorbance des solutions a été mesurée a 460 nm avant et aprés 2 h
d'incubation dans un bain-marie a 50°C[21]. L'activité antioxydante (AA%) en pourcentage a été

calculée a l'aide de la formule suivante :

Ak 120) — Ac(120)

AAY% = (
Ac(0) — Ac(20)

jxlOO

- Ag(20) est I'absorbance de la solution en présence de lipide a t = 120 min
- Ac(20) est I'absorbance du control a t = 120 min

- Ac(o) est I'absorbance du control at =0 min

.




<)

Résultats et discussion




I11. Résultats et discussion

I11.1.Extractions et analyses des lipides

I11.1.1. Teneurs et fractions insaponifiables des lipides

Les extraits lipidiques d’Achillea Santolina visuellement ont des couleurs vertes au départ et qui
deviennent jaunes apres la dépigmentation, elles sont sous forme de pate a température ambiante
avec une odeur agréable. Les résultats obtenus sont illustré dans le tableau 2.La teneur en lipide
varie de 0,768% a 1,444% (m/m)avec des valeurs comparables a I’exception de 1I’échantillon de
Lalmaya qui possede la plus faible teneur. Cette variation des teneurs, peut-étre di aux
conditions atmosphériques (Température, humidité, I’altitude...) et au sol de la région. Si nous
comparons nos résultats par rapport a ceux cités dans la littérature comme la Thapsia garganica
(feuilles) 5,32%[23], I’huile de figues (fruits) qui varie entre 3,75-15,8%][31], les feuilles de
Pistachier de ['atlas 4,46%][32],0n constate que nos résultats sont inférieures a ceux comparés,
alors la plante Achillea santolina est pauvre en lipides. Ceci nous améne a conclure que cette

espéce ne peut pas étre considérée comme une source lipidique alimentaire.

Tableau?2 : Teneurs en Lipides, en Insaponifiables et les propriétés physiques des lipides
d’Achillea santolina

Sidi Makhlouf  Bouzoulay Taadmit Lalmaya
Teneur (%) 1,444 1,233 1,114 0,768
Couleur Vert clair Vert clair Vert foncé Vert
Odeur Camphre Camphre Camphre Boisée
Aspect Pate Pate Pate Pate
Insaponifiables (%0) 61,54 35,43 66,24 66,96
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Les taux en matiéres insaponifiables sont consignés dans le tableau 2. Ces valeurs sont plus
importantes a ceux obtenus par Nebeg :Thapsia garganica 21,65% [23], par Kouidri : huiles
d’argan : (1,46 a 1,71 %) [33]et par Tir : Sesame 1,69% [22]. Cette richesse de nos extraits en

matiéres insaponifiables leurs confere une résistance a I'oxydation.

D'apres nos résultats indiqués dans le tableau 2, nous constatons que les résultats sont
pratiquement similaires en fraction insaponifiable (61,54 et 66,96 %) a I'exception de
I’échantillon récolté de la région de Bouzoulay (35,43%). Les différences en matiére
insaponifiable de rendements enregistrées entre les échantillons peuvent étre attribuées aux

conditions climatiques (humidité, température, sol...) dans laquelle surgir 1’Achillea santolina.
111.2.Quantification des insaponifiables
111.2.1.Dosage des Tocophérols totaux

Les tocophérols comptent parmi les constituants essentiels de la fraction insaponifiable. Ce sont
des composés antioxydants largement distribués dans les plantes et qui conférent aux huiles une

grande valeur nutritive[34].

Nous avons effectué le dosage des tocophérols a partir des insaponifiables. Les taux des
tocophérols totaux dans les échantillons ont été déterminés a partir de la courbe d’étalonnage de
la vitamine E (Figure 3). Les teneurs en tocophérols sont exprimés en mg équivalents de la Vit E
par rapport a 100 g d’insaponifiables d’une part et d’autre part par rapport a 100 g lipide

(Tableau 3) (Chaque analyse a été répétée a deux reprises).
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Figure 3 : Courbe d'étalonnage de la vitamine E

Tableau 3 : Quantités des tocophérols dans les extraits lipidiques de 1’Achillea Santolina

Région Tocophérols totaux (mg/100g d’insapo) Tocophérols totaux (mg/100g de lipide)
Sidi Makhlouf 905,78 +99,12 75,54 £8,26
Bouzoulay 502,10 +31,09 28,56 +1,76
Taadmit 488,57+62,81 39,22 +5,04
Lalmaya 343,65 £10,34 13,58 +0,40

Les taux des composées tocophéroliques les plus élevée ont été apercus dans les extraits Sidi
Makhlouf et Taadmit 75,54 et 39,22 mg/100g lipide, respectivement. Tandis que les teneurs les
plus basses sont enregistrés pour les extraits Bouzoulay et Lalmaya 28,56 et 13,58 mg/100g
lipide, respectivement. Ces valeurs comparées aux teneurs en tocophérols dans les huiles de
graines : de pépins de raisin 70 mg/100g d’huile , de mais 90 mg/100g d’huile[35] et de Pistacia
atlantica (34-51 mg/100g d’huile) [36], nous améne a conclure que les extraits lipidiques
d’Achillea santolina sont relativement riches en tocophérols totaux ce qui lui confere une
importante résistance a 1’oxydation. Ces résultats peuvent étre utiles pour des applications

pharmaceutiques et thérapeutiques de ces lipides.
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111 .2.2.Dosage des stérols totaux

Récemment, les industries des cosmétiques, des médicaments et des aliments sont intéressées
aux ressources renouvelables riches en composes liés aux lipides tels que les phytostérols qui
sont une partie importante de I'insaponifiable des huiles végétales. L’analyse des stérols fournit
des informations riches sur la qualité et I'identité des lipides, et pour la détection des mélanges

non reconnus par leur profil d'acides gras[37].

Nous avons effectué le dosage des stérols a partir des insaponifiables, et le taux en stérols totaux
est déterminé a partir de la courbe d’étalonnage de B-sitostérol (Figure 4). Pour les extraits
lipidiques, les teneurs en stérols totaux sont exprimés en gramme équivalents du B-sitostérol par
rapport & 100 g d’insaponifiables d’une part et d’autre part a 100 g lipide. Les résultats obtenus

sont mentionnés dans le tableau 4. (Chaque essai a été refait 3 fois)
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Figure4 : Courbe d'étalonnage de B-sitostérol

Tableau 4 : Quantités des stérols dans les extraits lipidiques de /’Achillea santolina

Région Stérol totaux (mg/100g d’insapo) Stérol totaux (g/100g de lipide)
Sidi Makhlouf 272,78 +29,09 22,74 +2,97
Bouzoulay 238,66 +28,20 19,15 +2,77
Taadmit 216,33 6,66 12,30 +0,46
Lalmaya 186,38 +18,56 7,56 +0,89

.



L’analyse de I’ensemble des résultats obtenues montre clairement que les quantités en stérols
dans nos extraits étudiées sont variées de 7,56 a 22,74 g/100g lipide (Tableau 4). Les valeurs
sont tres inférieures a ceux trouvées au 1’huile d’arganier ( 50,58 a 84,50 g/100g d’huile) [38]et
aux valeurs trouvées au Thapsia garganica 93,1 g/100g d’huile [23]. Ces valeurs en générale
sont beaucoup plus élevées de nos valeurs et cela peut étre expliqué aux interférences chez ces
derniers avec d’autres composées qui possédent des structures chimiques semblables a la
structure sterolique comme les méthyles stérols et les alcools tritérpiniques, la vitamine D,

le B-carotene et d’autres composés qui absorbent a la longueur d’onde du dosage.
111.2.3.Dosage des caroténoides

Les caroténoides sont des pigments lipophiles plutét orange et jaunes sensibles aux rayons
ultraviolets et a la chaleur répandus chez de tres nombreux organismes vivants. Il est
généralement admis qu'ils suivent des voies métaboliques similaires a celles des lipides. Ils sont
synthétisés par toutes les algues, toutes les plantes verts et par de nombreux champignons et
bactéries. Les caroténoides jouent un rdle important dans la nutrition et la santé, car plusieurs et
plus particulierement le trans-p-carotene, sont des précurseurs de la vitamine A, et certains
présentent aussi des activités anticancéreuses et antioxydantes. Ces composes bioactifs stimulent
en outre la synthése d'anticorps. Les principaux caroténoides étudiés sont I’astaxanthime,

le lycopéne, le béta-caroténe, la lutéine et la zéaxanthine[39].

La teneur totale en caroténoides des fractions lipidiques (insaponifiables) a été déterminée par
spectrophotométrie. Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des différentes
concentrations de solutions de [-caroténe préparées dans le chloroforme (Figure 5).
L’absorbance de chaque solution a été mesurée a 463,5 nm. La quantification des caroténoides
dans les extraits lipidiques a été effectuée selon le méme processus et exprimée en mg équivalent
de B-caroténe par 100 g de lipides. Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 5.

(Chaque dosage a été répété 3 fois).

.
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Figure 5 : Courbe d'étalonnage de B-carotene

A la lumiére de les résultats consignés dans le tableau 5, on remarque que les quantités des
caroténoides varient entre 3,64 et 13,67 mg/100g lipide. La plus faible teneur a été enregistrée
dans 1’échantillon de Lalmaya (3,64 mg/100g lipide), par contre 1’échantillon de Taadmit a
représenté la valeur la plus élevée (13,67 mg/100g lipide). Les deux autres échantillons ont
renfermé des quantités analogues en caroténoides. Ce résultat a été attendu car nous avons
remarqué qu’apres D’extraction des lipides que 1’échantillon de Taadmit est visuellement
caractérisé par une couleur jaune foncée et que la couleur de I’extrait de Lalmaya a été jaune
clair, par contre les couleurs des autres extraits étaient moins foncée que Taadmit et plus foncée

que du celui de I’extrait de Lalmaya.

Si nous comparons nos résultats avec celle-ci obtenu dans les feuilles de Pistacia lentiscus
(58,02 a 93,18 mg/100g d’huile) [40]et dans les feuilles de Pistacia atlantica (19 a 40 mg/100g
d’huile) [41] ,on constate que les quantités en caroténoides dans nos extraits sont moins élevées

que celles de ces deux espéces.

Tableau 5 : Quantités des Caroténoides dans les extraits lipidique de 1’Achillea santolina

Région Caroténoides totaux (mg/100g d’insapo) Caroténoides totaux (mg/100g lipide)

Sidi Makhlouf 62,62 +2,68 5,22 +0,22
Bouzoulay 97,81 +0,99 5,56 +0,05
Taadmit 170,33 +12,54 13,67 +1,00
Lalmaya 92,34 +7,05 3,64 £0,27
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111.3.Evaluation de I’activité antioxydante

A notre connaissance, aucune ¢étude antérieure n’a €té entreprise sur I’évaluation de 1’activité
antioxydante des lipides d’Achillea santolina.

Pour estimer la capacité antioxydante in vitro de nos extraits lipidiques (insaponifiables), nous
avons réalisé deux tests a savoir : le test du DPPH et le test de blanchissement du S-carotene.

111.3.1 Pouvoir anti-radicalaire des extraits lipidiques par le test DPPH
La méthode de balayage de radical stable DPPH" est une méthode largement utilisée pour

évaluer les capacités antioxydantes des produits naturels, il a été utilisé aussi pour I'huile d'olive
et d'autres huiles végétales ainsi que des polyphénols antioxydants [13]

En utilisant la courbe d'étalonnage de la vitamine E (Figure 6), nous avons évalué l'activité
antioxydante des divers extraits. L’activité antioxydante est exprimée par VEEAC
(ng/mg d’extrait lipidique), qui est définie comme la quantité en pg d’une solution de la vitamine

E possédant la méme activité antioxydante qu’une solution d’un mg de la substance testée.

80 1 R2 = 0,9966
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Figure6 : Courbe d'étalonnage de la Vit E dans le test de DPPH




Tableau 6 : les valeurs des VEEAC dans les extraits lipidiques dans le test de DPPH

Région VEEAC (ug VE / mg lipide)
Sidi Makhlouf 0,24 +0,01
Bouzoulay 0,21 +0,00
Taadmit 0,18 0,00
Lalmaya 0,16 +0,00

Plus les valeurs des VEEAC sont importantes, plus I'extrait est un antioxydant puissant. Selon les
résultats mentionnés dans le tableau 6, on constate que les extraits lipidiques ont des activités
anti-radicalaires comprises entre 0,16 et 0,24 ug VE/mg lipide. Si nous comparons les activités
antioxydantes des différents extraits, nous constatons que celui de Sidi Makhlouf est le plus
puissant (0.24 pg VE/mg de lipide), suivi par celui de Bouzoulay (0,21 ug VE/mg lipide). Les
extraits de Taadmitet de Lalmaya ont pratiquement des activités anti-radicalaires proches (0.18 et

0.16 pg VE/mg de lipide, respectivement).

L’extrait de Sidi Makhlouf a montrer un pouvoir anti-radicalaire allant de 1,3 a 1,5 fois plus

grand que dans les autres extraits.

En comparant les extraits étudieés avec I’antioxydant standard, tous les extraits testés s’averent

beaucoup moins actifs que la vitamine E.
111.3.2. Inhibition par blanchissement du p-carotene

La méthode de blanchissement du B-caroténe basée sur la perte de la couleur jaune de ce dernier
en raison de sa réaction avec les radicaux formés par 1’oxydation de 1’acide linoléique dans une
émulsion. Le taux de blanchissement du p-caroténe peut é&tre ralenti en présence
d’antioxydants[30]. Rappelons que c’est la premicre fois que ce test a été entrepris pour les

extraits lipidique de la plante Achillea santolina.

En utilisant la courbe d'étalonnage de la vitamine E (Figure 7), nous avons évalué l'activité
antioxydante des divers extraits. Elle est exprimée par VEEAC (pug/mg d’extrait lipidique), qui
est définie comme la quantité en pug d’une solution de la vitamine E possédant la méme activité

antioxydante qu’une solution d’un mg de la substance testée.
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Figure 7 : Courbe d'étalonnage de la Vit E dans le test de blanchissement

En ce qui concerne le test de blanchissement du g-caroténe (relatif), a notre connaissance, aucun
travail n’a été publié sur les lipides. Pour cette raison nous avons choisi de faire une comparaison
entre nos échantillons. Selon les résultats mentionnés dans le tableau 7. On suggere que I'extrait
de Taadmit est le piégeur des radicaux libres le plus efficace avec une valeur de VEEAC égale a
126,18 pug VE/mg lipide, suivi par les extraits de Bouzoulay et de Sidi Makhlouf qui possédent
des valeurs de VEEAC semblables (58,98 et 55,59ug VE/mg lipide, respectivement). L’extrait
de Lalmaya parait inactif.

On confrontant les extraits étudiés avec l'antioxydant standard, tous les extraits testés sont

beaucoup moins actifs que la vitamine E.

Tableau 7 : les valeurs des VEEAC dans les extraits lipidiques dans le test de blanchissement

Région VEEAC (ug VE/qg lipide)
Sidi Makhlouf 55,59 +8,53
Bouzoulay 58,98 £7,15
Taadmit 126,18 +11,24
Lalmaya /

.



111.4.Etude de corrélations

Afin de déterminer les éventuelles corrélations existantes entre les résultats des variables
suivantes : tocophérols, stérols, caroténoides, VEEAC (DPPH et blanchissement du
B-caroténe), une corrélation matricielle basée sur la détermination du coefficient de Pearson
(P <0,05) a été déterminée a l'aide du logiciel XLSTAT.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Correélation entre les tocophérols, stérols, caroténoides et VEEAC (DPPH et

blanchissement du p-caroténe)

Tocophérols Stérols | Caroténoides E/DEPEF;AI\—IC): \(/EI;Q;:
Tocophérols 1 0,93 0,10 0,97 0,43
Stérols 1 0,46 0,99 0,72
Caroténoides 1 0,35 0,88
VEEAC (DPPH) 1 0,63
VEEAC (blanc) 1

Toutes les corrélations trouvées entre les différentes variables sont positives et significatives
(Tableau 8).

Il apparait qu'il existe une trés bonne corrélation entre les taux de tocophérols et de stérols
(93%), ce qui montre que ces deux composés mineurs varient régulierement dans le méme sens.
Ces composés mineurs ont une grande importance pour les propriétés fonctionnelles lipidiques
(résistance a I'oxydation, godt, aréme et couleur), mais pourraient également avoir de nombreux

avantages pour la santé[42].

Une bonne corrélation apparait entre les stérols et les valeurs de VEEAC (blanchissement du
R-caroténe) de 1’ordre de 72%. Cela signifie que l'inhibition du [-caroténe dépend de ces

COmposés mineurs.

On a constaté des corrélations relativement faibles entre les taux de tocophérol-caroténoide et de
stérol-caroténoide (10 % et 46 %, respectivement) d'une part, et entre les caroténoides et
I'activité anti-radicale (DPPH) d'autre part (35%). On note les mémes observations entre les taux

de tocophérol et I'activité antioxydante évaluée par le test de blanchissement.
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On remarque qu’il y a de meilleures corrélations positives entre les teneurs en tocophérols, en
stérols et VEEAC (DPPH), ou les valeurs de coefficient de corrélation déterminées sont de
I’ordre de : 97% et 99%, respectivement. On peut dire que 1’activité anti radicalaire de nos
extraits lipidiques dépend des teneurs des constituants de la fraction insaponifiable
(tocophérols et stérols) dans la plante Achillea santolina, et varie dans le méme sens avec ces

constituants.

Une trés bonne corrélation détectée entre les teneurs des caroténoides et les valeurs de VEEAC
du test de blanchissement du B-caroténe (88%), ce qui montre que nos antioxydants naturels sont
des inhibiteurs du 3-caroténe.

Nous avons également déterminé les corrélations possibles entre les valeurs VEEAC des deux
tests d'activité antioxydante. Une corrélation moyenne positive (63%), ce qui indique que les

capacités antioxydantes variaient de la méme maniere pour les deux testes.
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V1. Conclusion générale :

L’Achillea santolina est I'une des especes les plus connues dans la famille des Asteracées. Elle
est utilisee en médecine traditionnelle en raison de ses propriétés anti-inflammatoires,

antinémorragiques, curatives, antalgiques, antidiurétiques, antimicrobiennes et tuberculeuses.

De cet effet et sachant qu’aucun travail n’a été publié sur les lipides d’Achillea santolina, I’objet
de notre travail a porté sur I’activité antioxydante extraits lipidiques insaponifiables, issues de
quatre différentes régions. En premier lieu, nous avons choisi la méthode d'extraction par
Soxhlet, en utilisant cette espéce comme matiére végétale moulue et I'hexane comme solvant afin

d'obtenir des extraits de lipides bruts.

Pour l'extraction de lipides insaponifiables, nous avons opté pour la saponification suivie par
I'extraction liquide-liquide de lipides insaponifiables a I'aide d'un solvant tel que I'éther diéthylique.
Aprés ’obtention des extraits insaponifiables, nous avons passé a un dosage spectrométrique de
quelques constituants de cette fraction mineure tel que: les tocophérols, les stérols et les
caroténoides.

Enfin, nous avons évalué le pouvoir antioxydant de nos extraits d’insaponifiables par deux tests a

savoir : le test de réduction du radical libre DPPH et le test de blanchissement du B-caroténe.

Les résultats que nous avons pu obtenir a travers cette étude, nous ont permis de tirer les

conclusions suivantes :

La teneur en lipides bruts varie de 0,768 a 1,444 % (m/m) avec des niveaux comparables, a
I'exception de I'échantillon de Lalmaya qui présente la plus faible teneur. Tandis que le taux de la
fraction insaponifiable des différents extraits s’intervalle entre 35,43 et 66,96 %. Tous les
résultats sont comparables a l'exception de 1’échantillon récolté de la région de Bouzoulay qui
possede la teneur la plus faible (35,43%).

Les extraits lipidiques d’Achillea santolina sont relativement riches en tocophérols totaux

(39,22 a 75,54 mg/100 g lipide), ce qui leurs confére une importante résistance a 1’oxydation.

Les stérols sont compris entre 7,56 et 22,74 g/100 g lipides. Sur la base de ces résultats, il est
conclu que les lipides étudiés présentent des taux de stérols moins élevés que les autres huiles

vegetales mentionnées dans la littérature.
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Une excellente corrélation a été observée entre les taux de tocophérols et de stérols (93%), ce qui

montre que ces deux composés mineurs varient réguliérement dans le méme sens.

Les teneurs en caroténoides sont comprises entre 3,64 et 13,67 mg/100 g lipides. La plus faible
teneur a été enregistrée dans 1’échantillon de Lalmaya (3,64 mg/100g lipide), par contre
I’échantillon de Taadmit a représenté la valeur la plus élevée (13,67 mg/100g lipide).

Tous les extraits lipidiques ont montré une activité similaire de piégeage des radicaux DPPH’,

Dont les valeurs des VEEAC sont comprises entre 0,16 et 0,24 ug VE/mg lipide. L’extrait de
Sidi Makhlouf renferme la capacité anti-radicalaire la plus remarquable. Cet extrait contient la
plus grande quantité de contenu en tocophérols totaux et en stérols totaux.

Les taux de tocophérol, de stérol et les valeurs de VEEAC (DPPH) présentaient de bonnes
corrélations positives. Les coefficients de corrélation sont de 97% et 99%, respectivement. Ce qui
signifie que ’activité anti-radicalaire des extraits lipidiques dépend de ces composes mineurs de la
fraction insaponifiable.

Une bonne corrélation s’apparait entre les stérols et les valeurs de VEEAC (blanchissement du
R-caroténe) de 1’ordre de 72% ce qui indique que ’inhibition du B-caroténe dépend de ces

COMpPOSE&s mineurs.

En ce qui concerne le test de blanchissement du p-caroténe, il est suggéré que I'extrait de Taadmit
est le piégeur des radicaux libres le plus efficace avec une valeur VEEAC de 126,18 pg VE/mg
lipide, suivi par les extraits de Bouzoulay et de Sidi Makhlouf qui ont des valeurs de VEEAC
similaires (55,59 et 60,70 pg VE/mg lipide, respectivement). L’extrait de Lalmaya parait inactif.

Les teneurs en caroténoides dans les extraits présentent une trés bonne corrélation avec les
valeurs de VEEAC du test de blanchissement du 3-caroténe (88%). De plus, les valeurs VEEAC
(DPPH) ont été corrélé a un degré moyen (63%) avec les valeurs de VEEAC (blanchissement du
R-carotene), ce qui exhibe que les capacités antioxydantes variaient de la méme maniere pour les

deux testes.

Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant d’approfondir 1’étude par ’analyse
chromatographique (qualitative et quantitative) des constituants de la fraction insaponifiable tels

que : les tocophérols, les sterols, et les caroténoides individuels, ainsi que la détermination de la

i



composition en acides gras de la fraction saponifiable. Cependant, il serait bon d'élargir le panel
de tests d’activités antioxydantes par des tests biologiques (in vitro et in vivo) des extraits

lipidiques de la plante médicinale Achillea santolina.
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Figure 1 :1I’Achillea santolina récolté dans les 4 régions.




Tableau 1 : Coordonnées géographiques des différents sites de récolte.

Origine Latitude Longitude Altitude (m)
Taadmit, Djelfa | 34°16'60.00"N | 2°58'60.00"E 1049
Bouzoulay, Elbayadh | 34°0143.8"N | 0°57'36.6"E 1094
Sidi Makhlouf, 34°7'39.45"N | 3°00'53.2"E 881
Laghouat
Lalmaya, Laghouat | 33°25%53.1"N | 2°0001.7"E 918

HO

Figure 2 : Structure de I'a-tocophérol (Vitamine E)

Figure 4 : Structure de B-sitostérol




Résumé

L’Achillea santolina est une plante traditionnellement utilisée & des fins thérapeutiques. Ce travail est
consacré au dosage spéctrophotométrique et a I’évaluation du pouvoir antioxydant de la fraction
insaponifiable a partir des quatre échantillons locaux d’Achillea santolina, sachant qu’aucun travail n’a
été publié sur les lipides de cette espéce.

Les résultats montrent une faible teneur en lipides dans l'ordre de 0,768 a 1,444%. Les extraits sont
relativement riches en fraction insaponifiable, dont leurs teneurs s’intervalle entre 35,43 et 66,96 %. Le
taux des tocophérols varie de 13,58 a 75,54 mg /100g lipide. Les quantités en composés stéroliques
s’échelonnent entre 7,56 a 22,74 g/100g lipide. L'analyse des extraits insaponifiables a fourni des
teneurs en caroténoides allant de 13,67 & 3,54 mg/100g lipide.

L’évaluation quantitative du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis du DPPH et I’inhibition par
blanchissement du -caroténe, montrent que le niveau de I'activité antioxydante par ces deux dosages
utilisés est relativement significatif par rapport a I’antioxydant standard (Vitamine E).

MOTS-CLES : Achillea Santolina L, fraction insaponifiable, tocophérols, stérols, caroténoides, activité
antioxydante
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Abstract

The Achillea santolina is plants uses traditionally for purposes therapeutic. This work dedicated to
examine spectral and evaluation power anti oxidation of the unsaponifiable fraction for four local
samples of the Achillea santolina, knowing that is no work has been published on lipid of this type.
The results show a low lipid content of the order of 0.768 to 1.444%. The extracts are relatively rich in
unsaponifiable fraction, their contents range between 35.43 and 66.96%. The level of lipid tocopherols
varies from 13.58 to 75.54 mg/100g lipid. The amounts of sterol compounds range between 7.56 to
22.74 g/100g lipid. The analysis of the unsaponifiable extracts provided carotenoid contents ranging
from 13.67 to 3.54 mg/100g lipid.

The quantitative evaluation of the trapping power of the extracts with respect to DPPH and the inhibition
by bleaching of B-carotene, show that the level of antioxidant activity by these two dosages used is
relatively significant compared to the antioxidant standard (Vitamin E).

KEY WORDS: Achillea Santolina L, unsaponifiable fraction, tocopherols, sterols, carotenoids,
antioxidant activity



