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Résumé

Les céréales font I'objet de nombreux travaux de recherches, car en plus de leur utilisation
comme aliments ; ils interviennent dans le traitement de nombreuses maladies.

Dans le cadre de la valorisation de produits des sources naturelles, nous nous sommes
intéresses dans ce travail a I'étude des composés lipidigues de quelques variétés locales de mil
et I'évaluation de leurs propriétés antioxydants.

En comparaison avec des études précédentes des composes lipidiques du mil, nous avons
trouvé une différence entre nos résultats et les résultats publiées. Nous affectons cette
différence a la présence en grande proportion de I’Amidon ; les macromolécules de 1’amidon
masquent les molécules lipidiques

Au cours de cette étude nous essayons d’éliminer 1’amidon par rupture de ces liaisons en
utilisant la technique d’hydrolyse par un acide

La premiére partie de cette étude concerne la caractérisation des composés lipidiques des
graines de mil a savoir: les acides gras et les tocophérols. La deuxieme partie est I'évaluation
de l'activité antioxydant des différents extraits des graines étudiées.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en huile de mil varient entre 3 et 8% et les
teneurs les plus éleveés se trouve dans les extrais lipidiques hydrolysés dans les deux variétés.
L'analyse des esters méthyliques d'acides gras par CPG indique la présence des acides gras
connus tels que: oléique, linoléique, palmitique et stéarique, les huiles des graines sont de type
oléo-linoléique. Le taux des acides gras saturés est similaire dans les huiles hydrolysés ou non
tandis que les acides gras insaturés avec un pourcentage de 2%. L'analyse par
spectrophotometre UV montre que le taux de tocophérol ne s’influe pas par I’hydrolyse.
L'étude de l'activité antioxydant de quatre extraits lipidiques, de mil indique que les huiles

hydrolysées possédent une activité antioxydant plus puissante dans les deux variétés.

Mots clés:, Mil, Acides gras, Tocophérols, Activité Antioxydant



Abstract:

Cereals are the subject of much research, because in addition to their use as food; They are
involved in the treatment of many diseases.

In the context of the valorization of products from natural sources, we were interested in the
study of the lipid compounds of some local varieties of millet and the evaluation of their
antioxidant properties.

Compared with previous studies of millet lipid compounds, we found a difference between
our results and published results. We assign this difference to the presence of starch in a large
proportion; The macromolecules of the starch mask the lipid molecules

In the course of this study we try to remove the starch by disruption of these bonds using the
acid hydrolysis technique

The first part of this study concerns the characterization of lipid compounds in millet seeds,
namely fatty acids and tocopherols. The second part is the evaluation of the antioxidant
activity of the different extracts of the seeds studied.

The results obtained show that the millet oil contents vary between 3 and 8% and the highest
contents are found in the hydrolyzed lipid extracts in the two varieties. The analysis of the
fatty acid methyl esters by GPC indicates the presence of the known fatty acids such as oleic,
linoleic, palmitic and stearic, the oils of the seeds are of the oleo-linoleic type. The level of
saturated fatty acids is similar in hydrolyzed oils or not while unsaturated fatty acids with a
percentage of 2%. Analysis by UV spectrophotometer shows that the level of tocopherol does
not influence itself by hydrolysis.

The study of the antioxidant activity of four lipid extracts of millet indicates that the

hydrolysed oils have a more potent antioxidant activity in both varieties.

Key words: Mil, Fatty Acids, Tocopherols, Antioxidant Activity
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Introduction générale

Le Mil est une principale denrée alimentaire dans les régions les plus pauvres du monde
ou la sécurité alimentaire est la plus menacée. La culture est génétiquement adaptée aux agro
écologies chaudes et seches, ou il serait difficile de cultiver d'autres céréales. Dans ces régions,
souvent frappées par la sécheresse, le Mil est généralement cultivé a la fois pour ses grains,
utilisés en alimentation humaine, et ses pailles utilisées comme fourrage. (MOKRANE 2010)

Le Mil est nutritionnellement équivalent a la plupart des céréales et constitue un aliment
de base pour des Millions d'Africains, d'Asiatiques, et de Latino-Américains. (FAO.1996)

Le mil est cinquiéme céréale consommé dans le monde apres le blé, le mais, riz et I'orge, sa
valeur énergétique est de 780 calories/Kg, I'une des plus élevées parmi les céréales. (Mireille,
2001).

Peu de recherches sont consacrées au mil, contrairement au riz, au mais et au blé. Pourtant, il
constitue une source d’énergie alimentaire quotidienne pour des millions d’habitants de la

planéte, notamment en Afrique subsaharienne. (Z.Hadbaoui 2012).

Compte-tenu des changements environnementaux et des perspectives démographiques, il
apparait plus que nécessaire d’améliorer la production de cette céréale pour affronter 1’avenir
nutritionnel d’une grande partie du monde. (sanaa et al, 2006)

C'est le cas de I'Algérie, ou les prédispositions naturelles de la plante, a supporter les conditions
de culture difficiles, peuvent étre mises a profit pour réduire la consommation d'eau liée a
I'irrigation, ainsi que les charges qui y sont associées.

Dans, le Sud de I'Algérie une grande diversité de cultivars de Mil est cultivée dans des sols peu
fertiles, sans apport externe d'engrais, sous des climats trés arides avec une moyenne mensuelle

de température atteignant 45°C.

Comme toutes les plantes cultivées, il est possible de caractériser le mil par son
appartenance et ses propriétés botaniques, par des données économiques et agronomiques.

Le mil contient 70 d’amidon, ce taux élevé des macros molécules (un polymeére de
glucose) peut étre masque quelques molécules lipidiques, pour cela nous avons trouvé dans nos
études précédentes la teneur en huile et le taux des acides gras plus faible comparant a
littérature.

Donc nous avons essayé d’éliminer cet amidon par I’hydrolyse des graines de mil avant

I’analyse.
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Introduction générale

La présente étude est consacrée a la valorisation photochimique des graines de Mil
locales de la région sud-ouest de 1’Algérie a savoir Tamanrasset et Adrar. Cette valorisation
consiste a étudier la comparaison entre les principaux constituants chimiques des lipides des
graines de cette céréale, et de d'évaluer I'activité antioxydant des différents extraits lipidiques de
mil hydrolysé et non hydrolysé, afin de mettre en évidence leurs importance sur le plan
nutritionnel et pharmaceutique.
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I. Matériel et méthodes

I. Matériel et méthode
1.1 Matériel végetal

Millet est un terme générique qui désigne plusieurs espéces de plantes de la famille
des Poacées (graminées). Ce sont des céréales vivrieres, a tres petites graines, cultivées
principalement dans les zones seches, notamment en Afrique et en Asie. Elles sont souvent
appelées aussi mil. (H.MOKRANE.2010)

1.1.1 Morphologie

L'ensemble des espéces du mil sont des plantes herbacées, comme la majorité des
graminées.

Elles se composent de tiges robustes et dressées, garnies de feuilles plates et se
terminent par une grande inflorescence rameuse.

La hauteur de la plante varie entre 1 et 3 m , dans les zones humides , les plantes
peuvent méme atteindre 4m de hauteur, le systéme racinaire est concentré dans les trente
premiéres centimetre du sol, mais certains racines peuvent descendre jusqu'a 3 métre de
profondeur, les feuilles ont une longueur varient de 20 a 100 cm pour une largeur varient
entre 5 et 50 mm, la longueur de I'épi varie de 10 cm a plus de 100 cm.
(H.MOKRANE ,2010)

1.1.2 Production

Les données qui vont suivre, portant sur la production et la consommation mondiales
du mil sont issues des statistiques officielles de la FAO, la production mondiale de mil
pénicillaire a été estimée a pres de 14 millions de tonnes (Mt), I’inde et Nigéria ont été les
principaux producteurs avec une moyenne de production annuelle de 6,2 et 4,5 millions de
tonnes (Mt), respectivement. (FAO 1996)

Prés de quinze millions hectares, soit un tiers des superficies en mil dans le monde, se
situent en Afrique, 70% de ces superficies se trouvent en Afrique de lI'ouest, dans des zones ou
la pluviométrie moyenne annuelle varie entre 200 et 800 mm

En Inde, le mil occupe la quatrieme place apres le riz, le blé, et le sorgho, il est cultivé
dans des régions ou la pluviométrie annuelle varie entre 150 et 750 mm (Z.Hadbaoui.2012)
Les grandes zones de production se situent entre la latitude 10° et 17° de nord et les
principaux pays producteurs de la région sont le Nigeria, le Niger, le Burkina-Faso le Tchad

le Mali, la Mauritanie et le Sénégal (A.polazek et G.Delvare).
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I. Matériel et méthodes

1.1.3 Composition biochimique du mil
Le grain de mil est un aliment nutritif tres énergétique le tableau au-dessous montre la

composition biochimique de mil

Tableau.1.1 : la Composition biochimique du mil

Amidon 62,8-70,5%

Protéine 5,8-20,9%

Lipides 4,1-6,4 %
Cendre 1,1-2,5%

Comme les autres céréales, le mil est essentiellement constitué d'amidon. La teneur en
protéines est presque égale et comparable a celle du mais et du blé mais avec une proportion
supérieure de protéines de bonne qualité (forte teneur en lysine) il constitue également une
bonne source de lipides, la détérioration de la farine de mil au cours de la conservation est
probablement due a sa teneur élevé en lipides. (Mireille, 2001)

Les vitamines particulierement la thiamine, la riboflavine et I'acide nicotinique sont
bien représentées chez le mil.
1.1.3.1 Lipides

Les lipides sont des composées insolubles dans I'eau et soluble dans les solvants
organiques apolaires tel que : I'hexane, le pourcentage des lipides dans les graines de mil varie
entre 4,1-6, 4%, ou les triglycérides sont les fractions non polaire majeure 84%-87%

Les triglycérides de mil pénicillaire constituent initialement par 74% des acides gras
insaturé: acide oléique (C18:1),acide linoléique (C18:2),acide linolenique(C18:3) l'autre
fraction est constituée par des acides gras saturées acide palmitique(C16:0) et acide stéarique
(C18:0). (Z.Hadbaoui. 2012).

1.1.4 Mil et la santé humaine

Des études épidémiologiques montrait clairement que une régime alimentaire riche en
céréales (graines complets) protegent contre les désordres métaboliques, les maladies
cardiovasculaires, cancer et diabéte cela due a leurs richesse en fibres et en micro éléments,
qui ayant une activité antioxydant considérable in vitro mais , le soucie des nutrionistes et des

professionnelles de santé aujourd’hui ,c'est la biovalibilité de cette activité in vivo, plusieurs
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I. Matériel et méthodes

parametres entre en joue tel que la digestion et le métabolisme, il est montré que le milieu
acide dans l'estomac et I' hydrolyse enzymatique dans le duodénum augmente l'activité des
polyphénols des céréales. (Z.Hadbaoui .2012)

Le mil peut étre aussi le meilleur remplacant de blé pour les patients atteint de syndrome
céliaque. (H.MOKRANE.2010)

Une autre étude montrait aussi que un régime riche en mil participe aux grisions
rapides des blessures chez les diabétiques cela attribue a la composition phénoliques du mil
Les flavones de mil ayant des propriétés antitumurale et anti leucémiques (Isabelle Lestienne
et al. 2007).

1.1.5 Echantillonnage et description des graines de cultivars de mil
Les graines de deux échantillons de mil de couleur différente (foncé et clair) ont été

échantillonnés en 2012 de la région sud-ouest de 1’Algérie dans une zone a climat hyper

aride : Adrar et Tamanrasset.

Mil Adrar Mil Tamanrasset

Figure.l.1 : Les géographies et les matiéres de deux échantillons de mil

1.2 Matériels et équipements
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1.2.1 Réactifs chimiques
Tous les produits utilises dans ce travail sont

Tableau.l.2 : Réactifs chimiques utilisés

Produit Marque ‘
Vitamine E, Orthophenoline, KOH Fluka
HCI ; Meéthanol ; Ethanol ; DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl) ; CH3ONa ; Cholestérol ; SigmaAldrich ;

Chloroforme ; Anhydride acétique ; Acide acétique ;

Acide sulfurique ; Fecls;

Sulfate de sodium anhydre (Na,SOy) Biochem

Vitamine C ; Hexane Prolab

Nous avons utilisé un spectrophotometre UV-1601 de type SHIMADZU, et les résultats sont
traiter par Microsoft Office Excel 2010.

1.2.2 Méthodes

Dans cette étude nous avons essayé d’analyser la fraction lipidique de deux variétés
locales de mil avant et apres I’hydrolyse selon deux parameétres :
L’analyse des fractions lipidiques en acide gras et leurs teneurs en tocophérols et stérols
Dans 1’optique de découvrir de nouvelles molécules possédant une activité antioxydant pour
lutter contre les radicaux libres responsables de la dégradation des cellules vivantes, nos

extraits lipidiques ont été testés par test DPPH

1.2.3 Méthode d’extraction des lipides

L’opération d’extraction peut se réaliser suivant différents procédés : soit mécanique
soit chimique. Industriellement, c’est le procédé par pressage au sein de presses continues a
vis qui est le plus universellement utilisé car il est simple, continu et économique méme s’il
offre un moindre rendement et ne limite pas la présence d’impuretés (débris cellulaires,
lécithines et autres constituants). (Didier Bereau, 2001)

L’autre méthode d’extraction est 1’utilisation d’un solvant organique apolaire ou peu
polaire. D’un point de vue qualitatif et quantitatif, cette méthode est préferée, car méme si elle

s’avere plus onéreuse que les procédés mécaniques, elle est plus avantageuse et conduit a une
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I. Matériel et méthodes

uile de bonne qualité, critére important dans le cas d’une caractérisation de la matiére
huile de b lité, crit rtant d 1 d t t de 1 t

lipidique extraite. (Sébastien Veillet, 2010)

1.2.3.1 La procédure expérimentale

Afin de déterminer la teneur en huile nous avons procédé a une extraction de 1’huile a
reflux pendant 6 heures par soxlhet en utilisant de I’hexane comme solvant. Deux Différent
traitement sont utilisés pour extraire I’huile: la premiere méthode, I’huile est extraite
directement du la poudre de mil, tandis que le deuxieme procéde, la poudre est hydrolysé par
une solution aqueuse de HCI 3N A 100C° pendant 24h avant I’extraction par I’hexane.

L’extracteur de soxhlet permet le traitement de solide (materiel végétal) avec des
solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de I’extracteur, contient une
cartouche en cellulose remplie de matériel végétal, cette cartouche est fixée sur un réservoir
de solvant (ballon) et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé 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.

Apres une filtration, séchage sur du sulfate de sodium anhydre, I’hexane est évaporer

sous pressions réduite a 40°C (Ernster L.1967). On obtient les extraits lipidiques. Chaque
extrait est pesé et nous avons calculé la teneur en huile de chaque échantillon a 1’aide de la

relation (1)

Masse de I'extrait x 100

Teneure% = (1)

Masse de la prise d’essai (matiere végétale)

Les acides gras étant les constituants essentiels des triglycérides c’est par leur
connaissance que l’analyse peut déterminer les caractéristiques d’identité des corps gras
selon :

La présence ou non de certains acides gras
Les proportions des acides gras entre eux
Les acides gras peuvent étre analysés sous forme libre, mais généralement se sont

analysés apres leur transformation en leurs esters méthyliques d’acides gras (EMAG) qui sont
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plus volatiles.
1.2.4 Préparation des esters méthyliques (EMAG)

Les techniques de préparation des ester méthyliques sont relativement nombreuses.
Nous avons choisi la méthode transesterification. Cette méthode la plus couramment utilisée
pour la préparation des EMAG. Le produit de la réaction est un mélange d’esters qui va
dépendre de la composition en acide gras de I’huile végétale de départ (Fatim B. Diallo
Denis, 2010). La transestérification est la réaction d’un ester (triglycéride) avec un alcool en

présence d’un catalyseur alcalin (p. ex. hydroxyde de sodium, méthylate de sodium).

1.2.5 Dosage des acides gras dans I’huile du mil

L’huile brute de mil extraite a été soumise a une extraction-méthylation, comme décrit
par (Park et Goins), permettant d’obtenir des esters méthyliques. Selon cette méthode, la
méthylation des acides gras se fait en deux étapes: une méthylation basique suivie par une
méthylation acide (Cocallemen, S et al, 1988).

Le traitement des échantillons selon cette méthode a suivi la procédure suivante :

1.2.5.1 Saponification
Dans un ballon de capacité de 100 ml, on pése 300 mg de I’huile brute, on ajoute 20
ml de la solution méthanolique de Potassium (KOH), celui-ci est adapté au réfrigérant et porté

a une ébullition a reflux pendant 30mn.

1.2.5.2 Estérification

L estérification est réalisé en ajoutant par le haut de réfrigérant 2ml d’une solution
méthanolique a 10% de BF3, le mélange est maintenu encore a reflux pendant 10 mn. Apres
refroidissement, en ajoute 10ml d’eau distillée.

Les esters méthyliques sont extraits de la fraction aqueuse par de 1’hexane. La phase
organique est lavée plusieurs fois par de I’eau jusqu’a la neutralisation. Apres le séchage sur
sulfate de sodium anhydre Na,SO,, le solvant est filtré, puis évaporé sous pression réduite.
Les EMAG ainsi obtenus sont conservés au réfrigérateur jusqu’a leur analyse.

L’analyse des EMAG a été effectuée par chromatographie en phase gazeuse. Lors de
cette analyse, nous avons utilisé un chromatographe de type Chrompack CP 9002.

Le détecteur utilisé est un détecteur a ionisation de flamme FID et relié a un
intégrateur. La séparation a éte faite sur une colonne capillaire CP Sil 8CB (5% phenyl+95%

dimethylpolysiloxane) 30 m de longueurs et 0.32 mm de diametre avec un intervalle de
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température qui varie de 190°C a 280°C avec une vitesse de 0.5Cm/ mn. Le gaz vecteur
utilisé dans cette analyse est 1’azote (N,) de pression 0.4 bar.
1.2.6 Dosage des tocophérols totaux

Nous avons adopté la méthode de dosage colorimétrique d Emmerie-Engel (Emmerie,
A et Engel.C, 1939). 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 comme 1’orthophénantroline, forme un complexe rouge-orangé stable
dont le coefficient d’extinction molaire & 510 nm et est trés elevé.

A partir d'une solution commerciale de la vitamine E, nous avons préparé dans
I’hexane des solutions ayant des concentrations bien déterminées, 1ml de chaque solution fille
plus 1ml du réactif (phenantroline) et 0.5ml de FeCI3 (solutions éthaloniques). Apres 3min on
mesure 1’absorbance a 510nm.

Une droite d'étalonnage tracée a partir d' a-tocophérol commercial, permet de relier la
densité optique et la concentration des tocophérols exprimée en g/l.

1.2.7 Dosage des stérols

Il s’agit d’une absorption spectrophotométrie suivant le test de Liebermann-Burchard
(Naudet,N et al., 1986, Barreto. M, 2005) basé sur une réaction colorée spécifique des 3 —
hydroxy stéroides possédant une double liaison en position 5-6. Les stérols forment un
complexe stable avec 1’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le visible & une
longueur d’onde de 550 nm. (Le réactif spectral de Liebermann est constitué par 60 ml
d’anhydride acétique et 10 ml d’acide sulfurique concentré et 30 ml d’acide acétique).

A partir d’une solution choloroformique de cholestérol de concentration 1mg/ml, nous
avons préparé une série de solutions afin de tracer une courbe d’étalonnage liant la densité
optique en fonction de la concentration. On prend 1ml de chaque solution et on ajoute 2 ml du
réactif de Liebermann puis on laisse la coloration se développer et se stabiliser pendant 25

minutes a I'obscurité. On mesurant I'absorbance a 550 nm de chaque solution.

1.2.8 Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits lipidiques de mil

Il y a augmentation parallele de D’intérét croissant pour les antioxydants et de
I’utilisation des méthodes pour estimer 1’efficacité de ces substances (Brand-Williams.1995).
De nombreuses méthodes sont utilisées pour I’évaluation de 1’activité antioxydant des
extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration d’un

réactif dans le milieu réactionnel (Brand-Williams.1995). Dans notre étude nous avons utilise
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un test chimique a savoir : le test DPPH, c’est le test le plus fréquemment rencontré dans la
littérature.
1.2.9 Test du DPPH

Ces derniéres années, un intérét grandissant porté aux substances potentiellement
antioxydant est apparu en vue de prévenir notamment les effets déléteres des radicaux libres
formés de fagons endogeénes dans 1’organisme ou bien issues de processus physiques,
notamment de la radiolyse de I’eau.

Parallelement a cela, de nombreuses méthodes se sont développées permettant d’évaluer
les capacités antioxydant de composés naturels ou bien issus de la synthése chimique. L’une
d’entre elle, couramment utilisée, fait appel a 1’utilisation d’un radical libre stable, le (1,1-

Diphényl-2-Picryl -Hydrazyl) (DPPH). (Hamia C.2015).

La stabilité de ce radical résulte de la délocalisation importante de 1’électron célibataire
sur la totalité¢ de la molécule empéchant ainsi la dimérisation de se produire comme c’est
souvent le cas pour les autres radicaux (Figure.l.2) D’autre part, cette délocalisation est a
I’origine de la coloration violette en solution éthanolique ou méthanolique caractérisée par

une bande d’absorption dans le visible a 517 nm (Cotelle, N.1996).

(0457
/

\@phénylpicrylhydrazl (radical libre) 2 : diphénylpicrylhydrazine (forme redu te)

Figure.l.2 : Structure chimique du radical 1,1-Diphényl-2-Picryl -Hydrazyl et de sa
forme réduite (Cotelle, N.1996)

1.2.9.1 Principe
Le principe de ce test est le suivant ; ’addition du radical DPPH" & une solution
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éthanolique contenant un compose potentiellement antioxydant et pouvant céder un atome
hydrogéné entraine une diminution de la coloration violette caractéristique de 1’apparition de
la forme réduite de DPPH.

Simultanément il se forme un autre radical, lui-méme pouvant engendrer des réactions
secondaires, notamment des dimérisations. Au terme de la réaction, il persiste une légere
coloration jaune due au groupement picryle résiduel.

Si nous representons le radical DPPH" par Z' et la molécule donneuse d’hydrogéne par

AH, la réaction peut s’écrire de fagon suivante :

Z + AH » ZH+ A

1.2.9.2 Procédure expérimentale

On mélange 1ml de chaque extrait lipidique (dilué dans I’hexane) avec 1ml d’une
solution de DPPH" (250 uM) préparée dans 1’éthanol. Le mélange réactionnel a été bien
mélangé et incubé a 1’obscurité pendant 30 min a une température ambiante pour que la
réaction s’accomplisse. L’absorbance a ét¢ mesurée a une longueur d’onde de 517 nm contre
un blanc.

L’activit¢ antioxydant de nos extraits exprimée en ECsp, ce parametre a été
apparemment introduit par Brand Williams et ses collaborateurs et a été ensuite employé par
plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leur résultats, il définit la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité de DPPH (Brand-Williams.1995).

Egalement nous avons testé la vitamine C et la vitamine E (des antioxydants

commerciaux pris comme antioxydants).
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11.1. Rendement en extraits bruts
Les rendements d’extraction ont ét¢ calculés par rapport au poids de la poudre

veégétale.
Tableau.ll.1. Aspects physiques, couleurs et rendements des extraits

Teneur
Les Aspect a
. en Couleur d’huile
cultivars _ 25C°
huile(%0)
MASH 6.75 jaune Visqueux
Rouge
MAH 8.29 brique Liquide
] Visqueux
MTSH 3.85 jaune
Rouge o
MTH 6.22 L Liquide
briqué
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Les rendements d’extraction observés dépendent a la fois de la variété et le mode de
traitement (hydrolysé ou non). Les extraits lipidiques des deux variétés de mil obtenus
présentent une odeur agréable ; concernant les variétés non hydrolysées ont un aspect liquide
a température ambiante, et une couleur jaune pour I’huile non hydrolysée ’aspect et visqueux
et couleur rouge brique le changement de couleur et de 1’aspect peut étre dli & I’apparition des

nouvelles molécules apres 1’hydrolyse.

Si on s’intéresse sur le mil T, nous déduirons que le rendement obtenu par I’huile
hydrolysé (6.22%) est deux fois supérieure que I’huile de Tamanrasset non hydrolysé
(3.85%).

Pour le mil A le taux d’extraction varie entre 6.75% et 8.29%, le rendement le plus élevé est
obtenu a partir de I’huile hydrolysé.

On constate que quelle que soit la variété étudiée le rendement d’extraction obtenu apres
I’hydrolyse est toujours plus élevé ce qui confirme I’influence de I’amidon sur le rendement
des huiles extraites de mil.

Nous remarquons que les résultats obtenus sont comparables avec ceux de W. N. Sawaya
(6.3%) (W. N. Sawaya et al., 1984), Shaohua Liang (9.39 %) (Shaohua Liang et al, 2008).

D’un co6té les graines de mil étudiées sont tres faibles en teneur en huiles
comparativement aux graines oléagineuses alimentaires comme le tournesol, le soja et I’olive
(20-35%) (Karleskind, 1962), donc on peut classer les graines de mil parmi les graines
pauvres en matiere grasse, et par conséquent ces graines ne peuvent pas étre considérées
comme des sources d’huile alimentaires. Donc les huiles des graines de Mil peuvent étre
utilisées comme des huiles pharmaceutiques et cosmétiques (Charef et al, 2008 ; Leon-
Camacho, 2004).

11.2 Composition en acides gras

A partir des chromatogrammes des esters méthyliques d’acides gras. Nous avons
déterminé la composition en acides gras des huiles hydrolysées et non hydrolysées de deux
variétés de mil.

Sur onze acides gras identifies (Tableau.ll.2), trois d’entre eux ont des teneurs
individuelles supérieures a 12% est constituent plus de 90% des acides gras totaux. L’acide
palmitique (C16 : 0) est le constituant majeur des acides gras saturés dans les extraits

lipidiques des graines de mil. Son pourcentage s’échelonne entre 17,66 et 18,26% dans les
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lipides de mil Adrar hydrolysé et non hydrolysé et de 18,12 a 18,75 % dans ceux de mil
Tamanrasset respectivement.

L’acide stéarique est aussi présent dans les lipides des graines de mil avec des
proportions plus inférieures que celles de 1’acide palmitique, son pourcentage varie de 5,8 et
6,54% pour les variétés hydrolysées et de taux de 5.87% et 6.64% le mil non hydrolysé.
L’acide arachidique est présent dans les deux variétés hydrolysés et non hydrolysées de mil
avec un pourcentage important de 1.17% et 1.35% pour le mil Adrar et de 1.3% a 1.45% pour
le mil Tamanrasset. On note aussi dans les quatre huiles du mil , une trés faible proportion des
autres acides gras saturés comme 1’acide caprique(0.03% a 0.12%) ,I’acide laurique(0.11%
a0.18%) et I’acide myristique (0.11% a 0.36%).

On peut conclure que dans les deux variétés étudiées, le taux d’acide gras saturé de
deux huiles hydrolysées et non hydrolysées est similaire.

Les acides gras insaturés sont aussi détectés dans les extraits lipidiques de céréale
étudiée avec des proportions importantes qui varient entre 71,44 et 73.72%. Les acides
oléique et linoléique sont présents dans tous les lipides des graines. L’acide linoléique est le
plus dominant dans tous les extraits lipidique avec des teneurs de 42.87-45.39%, suivi de
I’acide oléique avec des pourcentages semblables de 25% dans tous les huiles soit
hydrolysées ou non.

L’acide linolénique est aussi présent dans les lipides des graines de mil avec des
faibles proportions qui ne dépassent pas 2,79 %. L’acide palmitéolique est aussi détecté dans
les graines de mil Adrar et mil Tamanrasset avec une proportion de 0,20%.

Nous remarquons que il n ya pas une apparition ou disparition des nouveaux acides
gras dans les deux variétés étudiés soit hydrolysée ou non mais il y a une petite différence
dans le taux total des acides gras insaturés a titre d’exemple dans le mil T non hydrolysé, le
taux des AGI est de 71.92% par contre la variété hydrolysé le pourcentage des AGI est de
73.02% .

La composition en acides gras des lipides de mil est similaire a celle de mil d’Arabia saoudite
(W.N.Sawaya et al, 1984).

La quantité en acides gras est dans ’ordre AGPI>AGMI>AGS dans tous les lipides
des graines étudiées. Les rapports entre la somme des acides gras insatures et la somme des
acides saturés dans les huiles des graines étudiées sont élevés et notamment dans les graines
des huiles hydrolysées, ces valeurs donnent aux huiles une bonne prévention a 1’oxydation et
leurs confére un intérét diététique important (Sajid Mehmood et al, 2008). Ces résultats

suggerent que les lipides des graines de mil sont des sources potentielles des acides mono et
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polyinsaturés, car une telle observation, est en faveur d’une meilleure qualité¢ de I’huile de
mil lorsque I’on sait que :

L’acide linoléique, acide gras essentiel intervient dans la régulation du taux de cholestérol et
diminue le risque des accidents cardiovasculaires d’un autre coté 1’acide oléique intervient
dans la régulation du cholestérol (Benalia, 2016).

Tableau.l1.2: Esters méthyliques d’acides gras des huiles de mil en (%)

S énomination MTSH MTH MASH MAH
(%) (%) (%) (%)
Acide
Caprique 0.12 0.06 0.06 0.03
(C10:0)
Acide
Laurique 0.21 0.11 0.18 0.11
(C12:0)
Acide
Myristique 0.36 0.11 0.31 0.11
(C14:0)
Acide
Palmitique 18.12 18.75 18.26 17.66
(C16:0)
Acide
Palmitoléique 0.12 0.18 0.13 0.2
(C16:1)
Acide
Stéarique 5.87 5.80 6.64 6.54
(C18:0)
Acide
Oléique 25.07 25.67 25.41 25.06
(C18:1)
Acide
Linoleique 42.87 44.43 44.15 45.39
(C18:2)
Acide 2.79 2.49 1.95 2.59
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Linolénique
(C18:3)
Acide
Arachidique 1.45 1.3 1.35 1.17
(C 20:0)
Acide
Gadoléique 1.07 0.25 0.85 0.48
(C20:1)
AGI 71.92 73.02 72.49 73.72
AGS 26.13 26.13 26.8 25.62
AGI/AGS 2.75 2.79 2.70 2.87

Le profil chromatographique des esters méthyliques des acides gras confirme une
similitude entre le lipide de céréale étudié et d’autres huiles végétales étudier dans notre

laboratoire comme le sorgho,l’arganier ,Pistachier lentiscus et citrouille.( Charef et al., 2008 )

Tableau.l1.3 : Esters méthyliques des huiles vegétales

Nom de
- C18:0 C20:0 Ci18:1

céréale

Sorgo 14 .00 1.05 - 51.07 32.21
Arganier 12.44 6.27 - 51.55 22.03
Pistachier

_ 16.3 0.7 - 53.5 28.5

lentiscus
Citrouille 16.2 11.9 0.89 38.7 30.17

11.3. Dosage spectrophotométrique des tocophérols

Une droite d'étalonnage est tracée a partir d'a-tocophérol commercial, permet de relier
la densité optique et la concentration de tocophérol exprimée en g/l (Figure.ll.1).
Nous avons effectué le dosage des tocophérols totaux a partir de I'huile brute de deux variétés
hydrolysées et non hydrolysées. Les taux des tocophérols totaux dans les échantillons d’huiles

ont été déterminés a partir de la courbe d’étalonnage de la vitamine E (Figurell.l1).
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Figure.ll1.1: courbe d’étalonnage de a-tocophérol

Les résultats de ce dosage sont consignés dans le tableau :

Tableau. 11.4: les résultats de dosage de tocophérol.

Echantillons

Concentrations
mg/100g

43.1 100 291 213

La teneur en tocophérols totaux varie d’un extrait a 1’autre, elle atteint 100 et 213mg
/100g quand Les variétés sont hydrolysées mil Tamanrasset et mil Adrar et 43.1et 291
mg/100g lorsque I’extraction est faite sans hydrolyse respectivement ce qui montre que le
mode d’hydrolyse n’influe pas sur la quantité des tocophérols totaux dans le mil de Adrar.
Mais ces résultats restent relatifs parce que les calculs sont faits par rapport au a-tocophérol.

La valeur des tocophérols totaux obtenues avec celle de Shaohua Liang
(64.83mg/100g) (Shaohua Liang et al, 2008), nous permet de dire que le mil local étudié est
relativement riche en tocophérol. Ces différences sont due peut étre a : I’origine de 1’espéce,
le climat, et le sol.

Ces valeurs comparées aussi a la teneur en tocophérols des huiles de Citrouille
(32.4mg/100g) (Benalia., 2016), et d’arganier (44.4mg/100g) (Hamia., 2007), nous amene a
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dire que ’huile de mil local est riche en tocophérols, ce qui lui confére une importante
résistance a 1’oxydation et une action vitaminique indéniable (Karleskind, A, 1992).
11.4. Dosage spectrophotométrique des stérols

A partir d’une solution choloroformique de cholestérol de concentration 1mg/ml, nous
avons préparé une sériec de gamme de solutions afin de tracer une courbe d’étalonnage du

cholestérol liant la densité optique en fonction de la concentration (Figure.l1.2) :

0,7 - R? =0,998

0,5 -

0,4 -

Absorbance

0,2 -

0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentration (g/1)

Figure.l1.2: courbe d’étalonnage de cholestérol.

La variété mil foncé hydrolysé possede le teneur en stérol le plus élevé (4.07mg/g)
suivi par mil A non hydrolysé puis le mil Tamanrasset hydrolysé et le mil Tamanrasset sans
hydrolysé sont les plus faible (1.2mg/g), ces résultats montrent que apres 1’hydrolyse de mil le
taux de stérols augmente, on peut expliquer ¢a que il y’ a des molécules de stérols sont peut

étre masquées par I’amidon.

L’analyse de I’ensemble de ces résultats obtenus montre clairement que les teneurs en
huiles dans les échantillons étudiés de mil en stérols totaux sont importantes (1.2 a 4.07 mg/qg)
surtout si en compare ces teneurs a ceux trouvées par Hamia (arganier) (5,058 mg/g)
(Hamia., 2007) et a ceux trouvés par Charrouf s’échele entre 1,3 et 2,3mg/g (Charrouf.,
1984). Ces résultats, en générale sont beaucoup plus loin de nos valeurs et cela peut-étre
expliquer aux interférences avec d’autres composés qui posseédent des structures chimiques

semblables a la structure stérolique comme les méthyls stérols et les alcools tritérpeniques, la

Page 18



1. Résultats et discussions

vitamine D, le p-caroténe et d’autres composés qui absorbent de la longueur d’onde du

dosage.

Les résultats de ce dosage sont consignés dans le tableau 11.5:

Tableau.l1.5: les résultats de dosage de stérol

Echantillons

Concentration

s (mg/q)

1.20 2.59 3.5 4.07

1.5 Le test chimique DPPH
Les mesures de la diminution de I’absorbance du DPPH provoquées par la présence

des extraits apres 30 minutes ont permis de déterminer le pouvoir antioxydant des différents
extraits. Le pouvoir d’inhibition (PI) a été exprimé en présence de différentes dilutions (P1%
en fonction de la concentration aprés 30min d’incubation a température ambiante a
I’obscurité). Les dilutions ont effectué de sort que le coefficient de corrélation (R?) de ces
tracés soit supérieur a 0,90.

L’efficacité antioxydante des extraits lipidiques testés exprimée ensuite par le parametre
ECs « efficient concentration » qui représente la concentration de 1’inhibiteur nécessaire pour
diminuer 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel. Les valeurs de ECsp sont
déterminées pour chaque extrait lipidique a partir des représentations graphiques %innibition =f
(concentrations d’extraits), (figure.ll.3). De méme, nous avons calculés I’ECsy des
antioxydants de référence la vitamine E et vitamine C (I’annexe) a fin de les comparer avec
celui des extraits lipidiques. Les valeurs calculées d’ECsp (mg/ml) pour les différentes
concentrations des extraits sont regroupées dans le (Tableau .11.6).
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Figure.l1.3: Les courbes d’inhibitions des extraits en fonction de concentration

(mg/ml)
Tableau.l1.6 : les valeurs des IC50 des extraits lipidiques
Extrait lipidique IC50 (mg/ml) ‘
Mil A non hydrolyse 4.7 +0.153
Mil Ahydrolysé 250 £0.056
Mil T non hydrolysé 6.40  +0.526
Mil T hydrolysé 3.00 +0.09
Vitamine C 0.0049 +0.005
Vitamine E 0.0241 +0.0227
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Si on s’intéresse sur I’influence du mode de traitement (hydrolysé ou non hydrolysé)
on a obtenu que le pouvoir antioxydant des extraits hydrolyses est supérieur a celle non
hydrolysé quel que soit la variété étudiée.

La comparaison des activités anti radicalaires des extraits lipidiques de mil révele que
les mil Adrar hydrolysé représentent 1’extrait le plus actif avec une valeur d’IC50 de 2.5 g/l
suivi par le mil Tamanrasset hydrolysé avec une valeur d’IC50 de I’ordre de 3 g/l. Le mil
Tamanrasset représente 1’activité anti radicalaire la plus faible (IC50 =6.4 g/l)
(Tableau.11.6).0n constate que le pouvoir antioxydant varié dans le méme sens, les extraits
hydrolysés sont toujours plus puissant quel que soit la variété étudiée. Il faut rappeler que plus

la valeur de ICsg est petite plus I’activité antioxydant des extraits est grande.

A des fins comparatives nous avons utilisé de la vitamine C et la vitamine E comme
antioxydants standards, ils ont montré des activités anti radicalaires intéressantes avec des
valeurs d’IC50 de I'ordre de 0,0049 et 0,0228 g/l respectivement. La comparaison de ces
valeurs avec celles enregistrées par les extraits des echantillons testés, nous permet de dire
que nos échantillons sont moins actifs que les antioxydants standards: a titre d’exemple, le
mil hydrolysé et non hydrolysé sont 110 et 207 moins actifs que la Vitamine E
respectivement.

Donc les capacités de piégeage du radical DPPH" des différents extraits lipidiques et
les standards de référence sont classées dans ’ordre suivant : Vitamine C > Vitamine E >

MAH > MTH > MASH > MTSH.

11.6 Correélation entre la teneur en tocophérol et I’activité antioxydant

Dans le cadre de confirmer I'activité antioxydant des composés lipidiques, nous avons
essayé de trouver une concordance entre les teneurs en tocophérols et les valeurs des
concentrations du test DPPH (Figure.ll.4).
D’aprés ces tracés, on remarque qu'il y une mauvaise corrélation entre la teneur en
tocophérols totaux et I’activité antioxydant (R? = 0.12).

Ceci nous permet de déduire que I’activité n’est pas due & la quantité de tocophérol

dans le mil mais peut étre a la qualite.
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Figure.l1.4: Corrélation entre la teneur en tocophérol et le test chimique DPPH.
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Conclusion générale

La présente étude a pour objectif 1’étude de deux variétés locales de mil provenant de
la région de Sud Algérien Adrar et Ain Saleh a travers leurs teneurs en composés
lipidiques : rendement, analyse des EMAG dosage des tocophérols ; ainsi I’étude de

I’activité antioxydant de leurs composes lipidiques.

On peut dire que :

» Que quelle que soit la variété étudiée le rendement d’extraction obtenu apres
I’hydrolyse est toujours plus élevé on peut expliquer cette différence par linfuence des
molécules d’amidon sur le rendement.

» Dans les deux variétés étudiées, le taux d’acide gras saturé de deux huiles hydrolysées
est toujours supérieur a ceux non hydrolysées.

» Le mode d’hydrolyse n’influe pas sur la quantité des tocophérols totaux (mil Adrar).

» Apres I’hydrolyse de mil le taux de stérols augmente, on peut expliquer ¢a que il y’a
des molécules de stérols sont masquées par I’amidon.

» Le pouvoir antioxydant des extraits hydrolysés est supérieur a celle non hydrolysé
quel que soit la variété étudiée.

La mauvaise corrélation entre la teneur en tocophérols totaux et I’activité antioxydant, (FQ2 =
0.12). Ceci nous permet de déduire que I’activité n’est pas due a la quantité de tocophérol

dans le mil mais peut étre a la qualité.

Comme perspective, il est important d’étudiée des autres molécules qui masquent les
composes lipidiques et aussi autres activités antioxydant in vitro et in vivo et de compléter ce
travail avec d’autres parties de cette plante pour voir quelle est la méthode d’extraction la

plus efficace et quelle partie de cette espéce donne 1’activité antioxydant la plus élevée.
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Annexe

Matériel et verreries utilisés
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Figure Annexa.l : Structure chimique de vitamine E et Stérol
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Figure Annexa.l : Courbes d’inhibitions de vitamine E et C en fonction de concentration
(mg/ml)
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Figure Annexe.3 : Les chromatogrammes des esters méthyliques d’acides gras
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