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Introduction
La quéte des remédes au sein du régne végétal date de plusieurs millénaires. Depuis le 19°™
siecle, les scientifiques s’appliquent a isoler des molécules responsables de [I’activité
thérapeutique des plantes. La majorité des médicaments les plus vendus sont d’origines
végétales. A ce jour, moins de 15% des 250 000 especes connues du régne végétal auraient
fait I’objet d’analyse visant & y déterminer la présence de molécules bioactives. Parmi ces
molécules bioactives se trouvent les corps gras qui ont fait I’objet de beaucoup de recherches
explorant ce monde sans frontiéres. Les corps gras occupent une place importante dans le
monde ; les trois quarts de la production sont destinés a I’alimentation, le reste se partage
entre les applications industrielles, pharmaceutiques et cosmétiques. En plus des acides gras,
les vertus des huiles résident notamment dans leur insaponifiable, c’est a dire dans leur partie
non lipidique qui contient de nombreuses molécules tels que les terpenes, les stérols, les
carotenoides, les tocophérols, etc. Toutes ces molécules conférent a chaque huile des
propriétés particulieres comme par exemple [I’utilisation a visée cardio-vasculaire,
anticancéreux ou bien encore antidiabétique [1].
Les proprietés antioxydantes des extraits végétaux sont massivement étudiées. Le stress
oxydatif, qui survient lors de déséquilibres entre la production de radicaux Libres et
d'enzymes antioxydantes, est en relation avec l'apparition de maladies telles que I’ Alzheimer,
I'artériosclérose et le cancer. Une facon de prévenir ce stress oxydatif qui endommage et
détruit les cellules est de rechercher un apport supplémentaire de composés antioxydants [2].
L’objectif du présent travail est une contribution a I’étude de I’activité antioxydante et de la
composition chimique des acides gras et des insaponifiables de Carthamus caeruleus.

La présentation de nos travaux est répartie comme suit :

La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique et une présentation botanique
du genre Carthamus et sur notre plante Carthamus caeruleus ; ainsi que la présentation des
travaux scientifiques réalisés sur la plante et sur différentes espéces du méme genre
Carthamus.

La deuxieme partie concerne I’expérimentation réalisée sur la plante étudiée qui présente les
méthodes d’extraction, I’estérification des acides gras, leurs analyses par CPG et CPG/SM, les
conditions expérimentales (CPG, CPG/SM), menant a I’identification de la composition
chimique des acides gras et des insaponifiables, ainsi que les différentes méthodes utilisées
pour évaluer leurs activités antioxydante.

Enfin, nous terminerons par une conclusion générale.
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Chapitre | : Etude botanique de Carthamus caeruleus

I. Genre Carthamus

Le nom générique est peut étre dérivé d’un mot arabe, signifiant «teinture (Kartam),
et rappellerait les propriétés de certaines de ces plantes» [3]. C’est une de plante a
fleurs qui a des rapports avec les chardons [4]. Carthamus est un membre de la tribu
des cynarées, sous-famille tubuliflores, et de la famille des Astéracées. Il comprend

25 especes [5].

Figure 1 : Morphologie des Carthamus extraite de I'encyclopédie histoire naturelle.
Benard. XV Il éme siecle. Coloris postérieur.

I1. Présentation botanique de Carthamus caeruleus
Etymologie : caeruleus s’applique aux fleurs « de la couleur du ciel ».
Floraison : Avril-Juillet
Habitat : Champs, terrains incultes, commun partout [3].
11.1. Description

Plante vivace, herbacée, 20-60 cm de haut. Tige érigée, généralement simple, a au
moins 10 feuilles. Feuilles alternes a courts piquants sur le bord. Toutes les fleurs
bleues [6].

e Synonymes :
Kentrophyllum caeruleum.
Carduncellus caeruleus.
Onoborma caerulea.
Carthamus tingitanus. [7]

Nom Francais : Cardoncelle bleue. [8]
Nom Arabe : Gergaa, Kendjar. [9]
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11.2. Classification systématique :
Tableau 1: Position taxonomique de Carthamus caeruleus. [9]

Taxonomie Description
Regne Plante
Embranchement Cynarées
Sous-embranchement Centaureines
Famille Astéracées
Sous-famille Carduoidées
Genre Carthamus
Espéece Carthamus caeruleus

11.3. Distribution :
Cette espece prefere les endroits ensoleillés dans le bassin méditerranéen, elle est

d’origine de sud-ouest d’Asie mais elle se trouve dans le nord d’Afrique, I’Europe et

I”’Amérique [10].

11.4. Utilisation traditionnelle :
Certains herboristes suggerent que les racines de Carthamus caeruleus peuvent étre
utiles pour traiter les maladies de la peau et comme un cicatrisant qui contribue a
guérir les brulures et méme pour les inflammations articulaires ; les racines sont

appliquees sous forme de poudre ou de créeme préparé avec du lait.

I11. Travaux scientifiques réalisés sur différentes especes de genre Carthamus :

La recherche bibliographique exhaustive effectuée sur cette espéce a montré que,
jusqu’a ce jour, il semblerait qu'aucune étude n'ait été réalisée sur I’identification des
acides gras et des insaponifiables de Carthamus caeruleus. Cependant les travaux

antérieurs réalisés sur les autres especes sont présentés dans les tableaux ci-dessous.

<
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I11.1. Les acides gras

Tableau 2 : Composition des acides gras de différentes especes de genre

Carthamus.
Composition en acides gras (%)

Especes — . - —
Pays Réfs  Palmitique Stéarique Oléique Linoléique
Inde [5] 7.61 2.31 13.84 76.23

C. oxyacantha Iran [11] 6.09-8.33 2.50-4.87 14.11-19.28  63.90-75.43

C. glaucus Inde [5] 8.86 6.33 23.40 61.41

C. creticus Inde [5] 8.84 3.03 16.04 72.09
Inde [5] 8.45 2.52 20.09 68.94

C. turkestanicus = lran [12] 452 0.86 11.20 83.43
Inde [5] 9.72 2.74 23.17 64.37

C. lanatus Iran [11] 7.44-8.78 2.50-4.87 16.70-19.77  62.47-71.08

C. palaestinus Inde [5] 6.03 2.26 20.57 71.14

C. dentatus Iran [12] 4.90 1.20 21.10 72.80
Australie [13] 5.9 1.7 80.7 10.5

C. tinctorius Iran [11] 5.48-7.59 1.72-2.86 12.24-15.43  71.05-76.12
Espagne [14] 7.36 2.19 10.63 79.49
Maroc [14] 7.20 2.39 11.29 77.94

Travaux antérieurs

D’aprés la composition des acides gras de différentes espéeces de genre Carthamus
étudiée (tableau 2). Nous notons une nette prédominance des acides gras insaturés par
rapport aux acides gras saturés. La proportion d'acides gras saturés ; varie légerement
entre 0.86% et 8.86%, la proportion des acides gras insaturés varie entre 10.63% et
83,43%.

L’analyse des acides gras montre que les acides gras : palmitique, oléique, stéarique et
linoléique sont les principaux acides gras identifiés. L'acide palmitique a eté le
principal acide gras saturé (4.52 a 8.86%) suivi par de l'acide stéarique (0.86 a
6.33%). L'acide linoléique est I'acide gras principale (de 61.43 & 83,43%) suivi par
I'acide oléique (10.63 & 23.40%) comme le deuxieme principal acide gras. Une
exception pour C.tinctorius de I’Australie; I’acide oléique est le principal acide gras
(80.7%) suivi par I’acide linoléique (10.5%).

Les proportions relatives de ces deux acides gras principaux montrent des propriétés
nutritionnelles appropriées d'huiles alimentaires [14].
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111.2.Les insaponifiables :
Parmi les especes du genre Carthamus ; C. tinctorius est la seule espéce qui a fait

I’objet de plusieurs études préalables, notamment, des insaponifiables.

Tableau 3 : Composition des insaponifiables de Carthamus tinctorius

Espéces Pays Réfs Insaponifiables Stérols Tocophérols
(%) (mg/100 g) (mg/100 g)

France [15] 0.5-1.5 240-380 30-60
Malawi [16] 1.2 532 % 1.36

Iran [17] 0.6 124.80-297.62 20.18-46.59
C.tinctorius Egypte [16] 1.45 12% 4,05

Allemagne [18] 1 / 47.8-73.09

Maroc [19] 15 364-414 46.15- 49.96

IV. Travaux scientifiques réalisés sur Carthamus caeruleus

Le travail réalisé par Baghiani et al. (2009) dans la wilaya de Sétif située au nord-est
de I’Algérie a porté sur les racines. Les principaux composes isolés de cette espéce
sont les polyphénols et les flavonoides. 1l a été trouvé que I’extrait de racines de
Carthamus caeruleus est un inhibiteur efficace de xanthine oxydase, et posséde des
propriétés de piégeage de radicaux libres en raison de sa teneur élevée en acides

phénoliques et des flavonoides [20].
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Chapitre 11 : Rappels théoriques

I. Radicaux libres et leurs effets néfastes sur la santé humaine :

La découverte d'espéces chimiques radicalaires présentes normalement dans
I'organisme a bouleversé notre compréhension des mécanismes biologiques. Ces
radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles
pour l'organisme a dose raisonnable ; mais la production peut devenir excessive et
I'organisme va devoir se protéger de ces exces par différents systemes antioxydants.
Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des
réactions énergétiques ou de défense, et cette production physiologique est
parfaitement maitrisée par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au
niveau de radicaux présents. Dans ces circonstances la  balance
antioxydants/prooxydants est en équilibre, mais dans certaines situations, en raison
d’une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution et certaines pathologies
comme le diabete, le cancer, le SIDA, I’inflammation, pathologies cardiovasculaires )
ou d’une diminution des capacités antioxydantes (insuffisance d’apports des
micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre
production de radicaux libres et le systeme de défense est a I’origine d’un état redox
alteré de la cellule appelé stress oxydatif [21].

I1. Evaluation de I’activité antioxydante des plantes médicinales :

Ces derniéres années, I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques
dans diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, I’identification et la
quantification de ces composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les
plantes médicinales et les produits agroalimentaires. L’activité antioxydante d’un
composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation. Les antioxydants les plus
connus sont le P-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine C), le
tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la plupart des
antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont
attribuées en partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres

tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et superoxydes (O;) [22].

<
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I11. Acides gras

111.1. Définition :

Les acides gras sont les constituants élémentaires des lipides. Ils sont composés d’une
chaine hydrocarbonée comportant a une extrémité un groupement méthyle CHs et a
I’autre extrémité un groupement carboxyle COOH. lls se définissent par leur nombre
de carbone, leur degré d’insaturation (nombre de doubles liaisons) et la position des
doubles liaisons (saturés, monoinsatures, polyinsaturés) [23].

Tableau 4: Structures et nomenclatures de quelques acides gras

Nombre Nom Dénomination Nom chimique Structure

de carbone commun biologique

12 Acide Cy:0 Acide Dodécanoique CH3(CH;)1,CO,H
laurique

16 Acide Cp:0 Acide Héxadécanoique CH3(CH;)14,CO,H
palmitique

20 Acide Cy:0 Acide Eicosanoique CH3(CH,;)13CO,H
arachidique

18 Acide Ci: 109 Acide cis 9- CH3(CH,);CH=CH(CH,),CO,H
oléique octadécénoique

18 Acide Cis : 206 Acide cis 9,12- CH3(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,)¢CO,H
linoléique octadécadiénoique

20 Acide Cyo : 4006 Acide cis 5, 8, 11,14- CH3(CH,)4(CH=CHCHy,)4(CH,),CO,H
arachidonique eicosatétraénoique

I11.2.R0le des acides gras :

Dans I’organisme, les lipides dont les briques de base sont les acides gras ; ils
sont indispensables pour notre organisme par exemple: notre cerveau est constitué
d’au moins 50 % de lipides et plus de 60 % de ces lipides sont des acides gras
oméga-3 [24]. Les acides gras possédent 4 fonctions principales :

Réserve d'énergie : stockés sous forme de triglycérides dans les tissus adipeux, les
lipides constituent ainsi une réserve énergétiqgue mobilisable (1 g de lipides donne
environ 9,3 Kcal).

Un réle structural : les acides gras servent a la synthése d'autres lipides, notamment
les phospholipides qui forment les membranes autour des cellules et des organelles.
La composition en acides gras de ces phospholipides donne aux membranes des

propriétés physiques particulieres (élasticité, viscosité).

D
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Un r6le de messager : ils participent a la synthése de médiateurs intercellulaires et
d’hormones régulant les fonctions cellulaires, la transmission des signaux et
I’expression des genes.

Un réle de transport de vitamines : ils véhiculent quatre vitamines liposolubles :
A, D, E et K [25].

111.3.Application des acides gras :

. En industrie cosmétique :

Les acides gras satures; sont utilisés comme facteur de consistance ou pour enrichir
et stabiliser les émulsions, durcir les baumes, mais aussi pour fabriquer les savons et
les bougies. Par exemple : I’acide stéarique est capable de former in situ un
émulsionnant ; 1l entre dans la composition de sticks déodorants sous forme de savon
de sodium.

Les acides gras monoinsaturés ; I’acide oléique est un ingrédient trés fréquemment
utilisé. Connu pour ses propriétés nourrissantes, il participe au renforcement du film
hydrolipidique qui aide la peau a conserver son élasticité et sa souplesse. Il possede
également des vertus réparatrices et cicatrisantes.

Les acides gras polyinsaturés ; A I’intérieur de notre peau, I’acide linoléique entre
dans la composition des céramides, qui, eux, font partie du ciment lipidique, veéritable
barriére protectrice de I’épiderme. Une carence en oméga 6 aura pour conséquence
une secheresse intense de la peau (la peau n’est plus capable de retenir I’eau), un teint
moins éclatant, des cheveux cassants et ternes.

Les acides gras estérifiés sont les plus employés dans le domaine cosmétique ; la
diversité de ce type de matieres premieres permet I’obtention de produits cosmétiques
ayant des textures et des capacités d’étalement tres intéressantes [26].

. En industrie pharmaceutique :

Acides gras polyinsaturés ; ils ont un réle dans la composition et la fluidité des
membranes neuronales, dont les oméga-3 auraient des activités anti-inflammatoires,
antiagrégante plaquettaire, de diminution de la vasoconstriction et de régulation du
rythme cardiaque qui pourraient avoir un rble protecteur dans la survenue d’une
maladie d’Alzheimer [27]. Les oméga-3, ce n'est que du bon pour notre sante:
consommeés régulierement en petite quantité, ils seraient efficaces pour prévenir

les crises d’épilepsie, améliorer la qualité du sommeil, lutter contre le cholestérol. Ils
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stimuleraient un récepteur présent au niveau de la prostate dont le réle est de réguler
le nombre de cellules cancéreuses et d'éviter leur prolifération [28].Les acides gras
oméga-3 peuvent jouer dans la prévention du diabéte et de certains types de cancer
[29].

IV. Les insaponifiables :
1VV.1.Définition

Ce sont des mélanges de substances effectivement non saponifiables ; chaque lipide
quel qu’il soit, est traité par une solution de soude ou de potasse, ce qui conduit a la
formation de savons. Il s’agit d’une saponification et le résidu insoluble dans la
solution alcaline mais extractible par I’éther est appelé insaponifiable [30]. Quelques
brassicastérol,

exemples sont: les phytostérols (stigmastérol, campesterol), les

caroténoides dont le P-carotene, lestocophérols dont 1’a-tocophérol [31].
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Figure 2 : quelque structure de stérols

1V.2. Domaine d’application

Le totum des insaponifiables possede des propriétés thérapeutiques reconnues comme
antagoniste du cholestérol et comme agent de restauration du tissu conjonctif et des
cartilages. Les insaponifiables sont introduits en tant qu’actifs dans les produits
cosmétiques mais aussi administré per os pour le traitement au long cours des
gingivites et de certains rhumatismes articulaires [31].

Ils conferent souvent aux corps gras certaines propriétés pharmacologiques et
cosmétologiques spécifiques et rentrent dans la composition de laits démaquillants, de
soins restructurants et de cremes nutritives contre le vieillissement. Certains produits
incorporent des insaponifiables totaux en cosmétologie. Ces composés insaponifiables
sont aussi bien recommandés dans I’alimentation qu’en médecine, pour leurs activités

anticancereuses et anti-inflammatoires [32].
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Chapitre I : Matériels et méthodes

I. Matériel végétal

Notre choix s’est porté sur les racines de Carthamus caeruleus car cette espece n’a

fait I’objet d’aucune étude sur la composition chimique des acides gras et des

insaponifiables. Les racines de Carthamus ont été collectées au mois du Mars- Avril

2016 dans la région de Tlemcen. L’identification de cette plante a été faite par le

Professeur Noury BENABADJI du laboratoire d’écologie et gestion des écosystemes

naturels de I’Université Abou Bakr Belkaid de Tlemcen. Les racines de notre espece

ont été broyées en utilisant un mixeur pour avoir une poudre.

Figure 3 : Poudre des racines de Carthamus caeruleus.

I1. Dégraissage du matériel végétal

Les matiéres grasses sont extraites a I’aide d’un solvant organique dans un montage

de type soxhlet [33].

lll—l

|

© oo N oA wDN R

N
= o

agitateur magnétique

ballon a col rodé

retour de distillation (tube d’adduction)
colonne en verre

cartouche en papier-filtre

haut du siphon
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entrée de I’eau de refroidissement
sortie de I’eau de refroidissement

Figure 4 : Montage d’un extracteur de soxhlet
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% Mode opératoire

L’opération consiste a introduire dans un siphon une cartouche de papier épais et
poreux dans laquelle sont mis 20g de poudre végétale et 150 ml d’hexane dans le
ballon. Le solvant est porté a ébullition, puis condensé avec le condenseur a boules,
dans le réservoir a siphon. Le contact entre le solvant et le produit a extraire dure
pendant I'accumulation de solvant dans le réservoir, puis quand le solvant atteint un
certain niveau, il amorce le siphon et retourne dans le ballon en entrainant la
substance dissoute. Ce cycle peut étre répété plusieurs fois, selon la facilité avec
laquelle le produit diffuse dans le solvant. La séparation du solvant de I’extrait est
faite a I’aide d’un évaporateur rotatif.
Le résidu obtenu, sous forme d’un extrait huileux, représente généralement la matiere
grasse.

¢ Calcul du rendement
Le rendement en huile est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile
obtenue et la masse de la matiere végetale seche.

[R: (mo/m) xloo}

Ou m : Masse en gramme de I’huile obtenue.
Mo: Masse de la matiére végétale séche.

I11. Propriétés chimiques et physiques de I’extrait huileux : [34]

Le calcul d’indices tels que I’indice d’acide, de peroxyde, de saponification,
d’estérification, permet de faire quelques estimations sur les masses moléculaires
moyennes des acides gras et des triglycérides déterminés par I’indice de
saponification, et sur la teneur en acides gras libres par la détermination de I’indice
d’acide, également déterminer la teneur de I’huile en insaponifiables et quelques
caractéristiques physiques telles que I’indice de réfraction et la densité.

I11.1. Indice d’acide
C’est la masse de potasse, exprimée en mg, nécessaire pour neutraliser I’acidité libre

contenue dans un gramme de corps gras.

<
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¢+ Mode opératoire
L’acidité est déterminée par la méthode titrimétrique en utilisant une solution
d’hydroxyde de potassium éthanolique. Dans un erlenmeyer, peser une masse environ
0.4g d’huile et verser successivement 40 ml d’éthanol (96%), 40 ml de cyclohexane et
2 gouttes de phénolphtaléine (1g dans 100ml d’éthanol). Agiter avec un agitateur
magnétique jusqu’a dissolution, ensuite faire un dosage avec une solution de potasse
alcoolique a 0.01 M jusqu’a I’apparition d’une coloration rose persistante.

s Expression des résultats
Le calcul de cette valeur est comme suit :

[ A= (mp / mp) avec mb:C.V.M}

mp : masse de I’huile ; my : masse du potasse ; C : concentration du KOH ;

V : volume de KOH au point équivalent ; M : masse molaire du KOH.

I11.2. Indice de saponification
Il correspond a la masse de potasse en mg necessaire pour neutraliser les acides gras
libres et pour saponifier les acides gras combinés dans un gramme de corps gras.

¢+ Mode opératoire
Les corps gras étant insolubles dans I’eau, il faut les dissoudre dans un solvant
organique approprié. Commencer par peser une masse de 4g dans un bécher. Ajouter
100ml de solvant constitué de 50ml d’éthanol et 50ml de cyclohexane. Agiter pour
dissoudre le corps gras. Introduire dans un bécher 10ml de cette solution. Ajouter
25ml de potasse alcoolique de concentration (0.5 M). Mettre au bain marie bouillant
pendant 45 a 60 minutes. Ajouter 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine. Doser I’exces de
potasse par I’acide chlorhydrique a une concentration de 0.5 M en agitant jusqu’a la
disparition de la coloration de la phénolphtaléine. Effectuer dans les mémes
conditions un essai a blanc.

s Expression des résultats

_(VT-VE)xC HCIXxM KOH
- mh

Is

V't : volume a blanc ; Ve : volume de I’échantillon ; Cxcy : concentration de HCI ;

Mkon : masse molaire du KOH ; my, : masse de I’huile.

X
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111.3. Indice d’estérification
C’est la quantité en mg de KOH nécessaire pour saponifier 1g d’huile dépourvue

T

Ie : indice d’estérification ; Is : indice de saponification ; I A : indice d’acide

d’acide gras.

I11.4. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde d’un corps gras est le nombre de milliéquivalent d’oxygéne
contenu dans un kilogramme de produit qui permet d’oxyder I’iodure de potassium
avec libération d’iode [35].

+ Mode opératoire

Dans un erlenmeyer de 100ml, faire passer de I’azote pur et sec pendant environ 10
minutes et fermer I’erlenmeyer immédiatement. Peser exactement 2g du corps gras et
ajouter 25ml d’un melange de 10ml de chloroforme et de 15ml d’acide acétique privé
d’oxygene ; dissoudre en agitant. Ajouter 1ml d’iodure de potassium, agiter et
abandonner au placard 5 minutes. Ajouter rapidement environ 75ml d’eau pour arréter
la réaction. Ajouter I’indicateur. Si une couleur violacée apparait aprés agitation
énergique, il y a présence de peroxyde. Titrer immédiatement avec le thiosulfate de
sodium jusqu’a disparition de la coloration violette. Effectuer un essai a blanc.

X Expression des résultats

[ |s:5x (VE-Vb) ]

Ve : volume de I’échantillon ; Vy : volume a blanc

I11.5. Indice de réfraction [36]

la mesure de I’indice de réfraction consiste a déterminer le rapport entre le sinus de
I’angle d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de
longueur d’onde déterminer passant de I’air dans I’huile a une température constante

(souvent 20° C), en utilisant un réfractomeétre par lecture directe.

<
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< Mode opératoire
Diriger le réfractometre vers la lumiére. Ouvrir et orienter convenablement le volet
d’éclairage de I’échelle des indices. Régler le tirage des oculaires pour avoir une
vision nette du réticule et de I’échelle de lecture. Relever le prisme mobile d’éclairage
et nettoyer soigneusement les deux faces. Déposer 2 a 3 gouttes de liquide a I’aide
d’une pipette sur face horizontale du prisme de référence. Rabattre doucement le
prisme mobile. En regardant dans I’oculaire, agir sur le bouton moleté de droite de
facon a amener dans le champ de vision la limite de séparation des deux zones (claire
et obscure). Agir sur le bouton moleté de gauche pour rendre nette cette ligne de
séparation. Ajuster cette ligne a I’intersection du réticule par action sur le bouton
moleté de droite. En regardant dans I’oculaire, lire la valeur de I’indice de réfraction

nDT C.

111.6. Densité [36]

< Mode opératoire
Généralement, la mesure de la densité est déterminée a I’aide d’un pycnometre, ou on
peut utiliser un bécher sec et propre qui doit étre rempli par un volume déterminé
d’huile et le tarer. On fait la méme chose avec I’eau distillé.

< Expression des résultats

o _me ~ _mh
" Peau—Ve Phune—Vh

huile
peau

M. : Masse de I’eau; V.:Volumed’eau; peau : Masse volumique de I’eau ;

my, : Masse de I’huile ; Vy : Volume d’huile ; pruile : Masse volumique de I’huile.

<
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V1. Etude des acides gras [37]
La préparation des esters méthyliques est réalisée en trois étapes :

> La saponification des lipides,
> La libération des acides gras,

» Esteérification des acides gras.

V1.1. Saponification
Au cours de la réaction de saponification, les corps gras sont hydrolysés en milieu
alcalin par la soude (KOH) en chauffant le milieu réactionnel. La température élevée
sert a accelerer la réaction de saponification car c'est un facteur cinetique. La
saponification des corps gras produit du glycérol et un mélange de carboxylates de

sodium qui constitue le savon.

o]
HE(I':—CI—{CE—R H.C— OH
0
HC —O0—C—R + 3KOH ———— H?—DH + FRCOOK
0
HC—0—C—R HzC —OH
(Triglycéride) (Hydroxyde de potassium) (Glycérol) (Sels d’acides gras)

Schéma 1 : Reaction de saponification.

V1.2. La libération des acides gras

Pour obtenir un acide carboxylique, il faut acidifier le milieu par un acide concentré.

(RCOO', k") +HCI ——RCOOH+CI, K"

(Savon de potassium) (Acide carboxylique)

Schéma 2 : Réaction acido-basique pour I'obtention des acides gras.

V1.3. Estérification des acides gras
La réaction d’estérification est la réaction entre un acide carboxylique et un alcool
conduisant a la formation d’un ester et I’eau. Les réactions d’estérification sont lentes

cela nécessite la présence d’un catalyseur acide.

RCOOH + R'OH  catalyseur acide. RCOOR'+ H,O
(Acide Carboxylique) (Alcool) (Ester d'acides gras)

Schéma 3 : Réaction d’estérification

:
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< Mode opératoire :
a) Saponification
On ajoute a I'extrait lipidique, 50 ml de potasse éthanolique 2N (50 ml éthanol/5,6 g
de KOH), puis on porte au reflux pendant 2 heures.
Apreés refroidissement, on ajoute 100 ml d'eau et 100 ml d'hexane ; dans une ampoule
a décanter, on sépare la fraction hexanique contenant de l'insaponifiable et la fraction

aqueuse contenant les savons (pour la préparation des acides gras).

b) Libération des acides gras
La phase aqueuse issue de la saponification est acidifiée par une solution de HCI
(pH= 2). Les acides gras libres sont extraits a I'nexane. Les acides gras libres sont
récupérés apres évaporation de I'hnexane, peses et convertis en esters methyliques

d'acides gras (EMAG) dérivés volatils appropriés pour I'analyse en CPG et CPG/SM.

% calcul du rendement
Le rendement en acides gras est défini comme étant le rapport entre la masse des
acides gras obtenus
-par rapport a la masse de la matiére végétale seche.
-par rapport a la masse de I’huile

[R: (mo/m) xlOO]

Ou m : Masse en gramme des acides gras obtenus.

Mo: Masse de la matiére végétale séche.

: Masse de I’huile.

c) Transformation des acides gras en esters méthyliques [38]
Pour analyser les acides gras obtenus en CPG, on doit tout d’abord les estérifiés dans

le but de rendre les AG des EMAG. On cite les deux méthodes les plus utilisées :

1) Esteérification par le méthanol en présence de trifluorure de bore
L’estérification est réalisée en ajoutant 25ml d’une solution méthanolique a 10% de

fluorure de bore BF3 dans un ballon contenant déja une masse de 1g d’acide gras. Le

<
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mélange est maintenu a reflux pendant 2h. Aprés refroidissement, ajouter un volume

d’eau égal au volume de solution méthanolique de trifluorure de bore.

Aprés décantation, les esters méthyliques sont récupérés par une extraction liquide —
liquide en utilisant I’hexane (3 x 20ml d’hexane).La phase organique est lavée
plusieurs fois de I’eau distillée jusqu’a la neutralisation.apres séchage sur sulfate de

magnésium anhydre, le solvant est filtré puis évaporé sous pression réduite.

++ Calcul du rendement
Le rendement en esters des acides gras est défini comme étant le rapport entre la

masse des esters d’acides gras obtenus et la masse des acides gras.

[R: (mo/m) xlOOJ

Ou m : Masse en gramme des esters d’acides gras obtenus.
My: Masse des acides gras.
2) Estérification par le méthanol en présence d’un acide fort [37]
La méthylation des acides gras se fait par une solution de méthanol chlorhydrique 3 %
au reflux pendant 1 heure.
L'extraction se fait a I'nexane et on lave a I'eau distillée (3 fois). La phase organique
contient les EMAG.

HCI
R -COOH + CH30H ——» R - COOCH; + H,0
Acide gras MeOH EMAG
Schéma 4: Réaction d’estérification par un acide fort.

% Calcul du rendement
Le rendement en esters des acides gras est défini comme étant le rapport entre la

masse des esters d’acides gras obtenus et la masse des acides gras.

[ R= (mo/m) ><1001

Ou m : Masse en gramme des esters d’acides gras obtenus.

My: Masse des acides gras.

<
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V1.4. Identification et analyse des acides gras par CPG et CPG/SM
Les dérivés des esters méthyliques d’acides gras se présentes sous forme de mélanges
complexes volatils et injectables en CPG et CPG/SM.
Les différents spectres de masse individuels obtenus sont exploités pour déterminer
les structures des principaux acides gras saturés et insaturés.
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par
séparation qui s’applique aux échantillons gazeux ou susceptibles a étre vaporises par
chauffage sans qu’ils ne se décomposent. Cette technique permet de séparer des
mélanges trés complexes. L appareillage est composé d’un injecteur diviseur ou sera
placé I’échantillon & analyser, d’une colonne capillaire de plusieurs métres ou les
molécules de I’échantillon seront entrainées grace a un gaz vecteur (hélium, azote ou
hydrogene) et d’un détecteur.
Lorsque ce dernier est couplé a la spectroscopie de la masse, il est a la fois possible de
séparer les composés d’un mélange mais aussi a les analyser. Les composants peuvent
étre identifiés par comparaison aven des standards (temps des rétentions obtenus,
conditions de CPG), ou avec les spectres de référence contenus dans une
spectrotheque (si les spectres de masse correspondants ressemblent a des composeés
connus). Ainsi le couplage CPG/SM présente de nombreuses possibilités analytiques

pour les composés volatils [39].

+« Conditions opératoires
Analyse par CPG
Les analyses ont été faites a I’aide d’un chromatographe Perkin-Elmer
(Waltham, MA, USA) Autosystem XL, équipe d’un détecteur a ionisation de
flamme (FID) et deux colonnes capillaire en silice fondue, polaire (Rtx-wax,
polyethyleneglycol) et apolaire Rtx-1 (DB5), polydimethylsiloxane).
Les conditions opératoires sont les suivantes :
Programmation de température : de 60 a 230 °C a 2°C/min
Température de I’injecteur: 280 °C.
Temperature de détecteur: 280°C.
Injection: mode split (1:50).

Gaz vecteur: Helium (1ml/min).

VvV V. V V V VY

Volume injecté : 0.2 pL.




Partie expérimentale

% Analyse par CPG/SM
Un chromatographe Perkin-Elmer Autosystem XL équipé d’une colonne
capillaire en silice fondue Rtx.-Wax couplé a un spectromeétre de masse Perkin-
Elmer Turbo, muni d’un détecteur de type quadrip0le. Les spectres de masses ont
été acquis dans un intervalle de masse compris entre 35 et 350 Da
Les conditions opératoires sont les suivantes :
Programmation de température : de 60 a 230 °C a 2°C/min
Température de I’injecteur: 280 °C.
Température de détecteur: 280°C.
Injection: mode split (1:50).
Gaz vecteur: Hélium (1ml/min).

Volume injecté : 0.2 uL.

YV V.V V V VYV V

Mode ionisation : mode I.E positif 70ev

V. Etude de la fraction des insaponifiables

V.1. Extraction

La phase organique issue de la saponification est lavée et sechée avec du sulfate de
magnésium, ensuite, filtrée et évaporée. Il est pesé pour obtenir la teneur en

insaponifiable de I'extrait lipidique [37].

+« Calcul du rendement
Le rendement en insaponifiables est défini comme étant le rapport entre la masse des
insaponifiables obtenus et
-par rapport a la masse de la matiére végetale séche.

-par rapport a masse de I’huile.

[R: (Mo/m) x100 ]

Ou m : Masse en gramme des insaponifiables obtenus.

Mo: Masse de la matiére végétale séche.

&
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V.2. Détection des familles de I’insaponifiable

1) Tests phytochimiques

Les différents composés sont caractérisés suivant leurs fonctions, Ils présentent des
réactions colorées.

% Tocophérols
Test de Furter-Meyer : dans un tube a essai faire dissoudre 1-2 mg de I’échantillon
dans 1 ml de chloroforme ; I’apparition d’une couleur bronze-rouge indique la
présence de tocophérols [40].

% Stérols et Terpenes
Test de Liebermann-Burchardt: Faire dissoudre I’échantillon dans 1ml d’anhydride
acetique avec 1ml de chloroforme dans un tube a essai. Ajouter 1 a 2ml d’acide
sulfurique concentré au fond du tube a essais a I’aide d’une pipette et ne pas agiter. La
formation d’un anneau rouge-brunétre ou violet a la zone de contact des deux liquides
et une coloration violette virant au vert de la couche surnageante révélent la présence
de stérols et triterpénes [41].

%+ Test de Salkowski :
5 gouttes de H,SO,4 concentré sont ajoutées a 1 ml de chloroforme au tube qui
contient I’échantillon, I’observation d’une coloration rouge qui indique la présence de
stérols [42].

2) Détection par chromatographie sur couche mince (CCM) [32]

Les différentes classes de constituants de cet insaponifiable sont séparées par
chromatographie sur couche mince (CCM) car cette méthode s’avére la plus efficace
pour séparer des constituants de polarités différentes.

De facon génerale, pour chacune des especes étudiées on observe les différents (Ry) ;
présence de différentes composants (stérols, de tocophérols, d’hydrocarbures) en
comparant avec des témoins commerciaux.

Cependant, la CCM étant trop sommaire, elle est souvent complétée par une analyse
par CPG ou par HPLC (chromatographie liquide a haute performance) couplée a la

spectrométrie de masse (SM) des constituants a doser.
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% Mode opératoire

La fraction insaponifiable recueillie est diluée dans 0.5 ml d’hexane et 200 pl sont
prélevés et déposés sur une plaque de silice. La plaque est déposée dans une cuve
contenant le mélange éluant : hexane/acétate d'éthyle (85/15 v/v).

Aprés migration de I’éluant, la plaque est séchée a l'air libre. Apres migration, la
révélation s'est faite par I’iode ou bien sous lampe UV. On obtient alors un profil
CCM. On localise alors par correspondance les différentes taches présentes sur l'autre
partie de la plague. La migration effectuée par dépdts des différents etalons
(cholestérol, vitamine E, B-caroténe) nous a permis de déterminer qualitativement la

nature des taches.

V1. Etude des stérols
VI.1. Fractionnement par chromatographie sur colonne
Le fractionnement de I’insaponifiable de Carthamus caeruleus a été réalisé sur une
colonne en verre (70 cm de longueur et 2.5 cm de diametre interne). Le remplissage
de la colonne se fait avec de la silice (60 mesh) dans de I'nexane. Environ 1g
d’insaponifiable a été élué par un gradient (hexane/acétate d’éthyle) (85/15). Cette
fraction a été choisi suite aux résultats obtenus pour les chromatographies sur couche
mince (CCM) effectuées préalablement sur I’insaponifiable brute.

+ Confirmation par CCM
On confirme la présence des stérols par la chromatographie sur couche mince (CCM)
Le cholesterol commercial est utilise comme témoin. Nous avons utilise comme
éluant le mélange hexane / acétate d’éthyle (85/15). Aprés migration, la réveélation
s'est faite en vaporisant une solution a 50 % d'acide sulfurique-eau puis en laissant la
plaque 10 a 15 minutes a I'étuve. Les taches correspondantes aux stérols apparaissent
sous forme de spot violet ou gris-bleu.
V1.2. Calcul le rapport frontal des stérols (Rf)
On a calculé le rapport frontal qui est égal a la distance parcourue par le constituant

divisé par la distance parcourue par le solvant.

Rf=d/D

Ou d : Distance parcourue par le constituant

D : Distance parcourue par le front de I’éluant

<
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Ce facteur permet de mentionner une information sur la structure des stérols en tenant

compte la nature du solvant utilisé.

% calcul du rendement
Le rendement en stérols est défini comme étant le rapport entre la masse des stérols
obtenus ;
- par rapport a la masse de la matiére végetale séche.
-par rapport a la masse de I’huile.

- par rapport a la masse des insaponifiables.

[R: (mo/m) xlOO]

Ou m : Masse en gramme des stérols obtenus.

Mo: Masse de la matiére végetale séche.
: Masse de I’huile.
: Masse des insaponifiables.

V1.3. Analyses des stérols par CPG et CPG/SM
1) Préparation des acétates des stérols [37]

Pour I'analyse des stérols en chromatographie en phase gazeuse (CPG), on prépare les
acétates de stérols.
Aux stérols secs on ajoute:
- 3 ml de pyridine, 2 ml d'anhydride acétique. On porte au reflux pendant 15 minutes.
La récupération se fait a I'hexane. On lave 3 fois a I'eau la phase hexanique. Apres
séchage avec le sulfate de magnésium. Le solvant organique est évaporé et les
acétates des stérols obtenus.

% calcul du rendement de la réaction d’estérification
Le rendement en acétates des stérols est défini comme étant le rapport entre la masse

des acétates des stérols obtenus et la masse des stérols.

[R: (Mo/m) xloo]

Ou m : Masse en gramme des acétates des stérols obtenus.

mo: Masse des stérols.

<
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2) Identification et analyse des stérols par CPG et CPG/SM

C'est une méthode de séparation des composés gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés
par chauffage sans decomposition. L'identification des pics se fait par comparaison de
leurs temps de rétention relatifs, avec ceux donnés dans la littérature et par injection
des témoins commerciaux et confirmée par couplage chromatographie en phase

gazeuse/spectroscopie de masse (CPG/SM).

VII. Evaluation de I’activité antioxydante

Les mécanismes d’actions des antioxydants sont variés ainsi que les méthodes de
mesure de leurs activités antioxydantes. Certaines d’entre elles reposent sur la
capacité réductrice d’un composé, d’autres, par contre, reposent sur la mesure de la
capacité de ces antioxydants a piéger les composés radicalaires, tel que DPPHe ou
ABTS+ et le test de blanchiment de B-caroténe qui sont plus couramment utilisés pour
I'évaluation du comportement antioxydant totale d'extraits et d'huiles essentielles.
[43]. L’activité antioxydante de nos extraits (Extrait huileux, acides gras,

insaponifiables) de Carthamus caeruleus est évaluée par trois différents tests.

VII.1. Test de piégeage du radical libre DPPH. (2,2-diphényl 1-1picrylhydrazyl)
% Principe:
Le DPPH (2,2-diphényl-1-1picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composes antiradicalaires, le radical
DPPH- est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a
517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH., qui est
proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I’échantillon [43].
+ Mode opératoire
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. Un volume de 50ul de chacune des solutions méthanoliques des
extraits testées (huile, acides gras, insaponifiables) a différentes concentrations (300
ug/ml, 250 pug/ml, 200 pg/ml, 150 ug/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml) est ajouté a 1,95 ml de
la solution méthanoliqgue du DPPH (0.025¢/l) fraichement préparée. En ce qui
concerne le témoin négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 50 pl du
méthanol avec 1,95 ml d’une solution méthanolique de DPPH. Aprés incubation a

I’obscurité pendant 30 min et a température ambiante la lecture des absorbances est

X



Partie expérimentale

effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. Le BHT est utilisé comme
témoin positif dans cette expérience dans les mémes conditions [44].

« EXxpression des résultats
-Calcul des pourcentages d’inhibitions
L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (IN%) est calculée de la

maniere suivante :

IN% = [(A; = Ac)/Ad x 100

A. : Absorbance du témoin négatif. A; : Absorbance dés différentes concentrations.
++ Calcul des concentrations 50 ** 1Cz"" :

ICso (aussi appelée ECso pour Efficient concentration 50), permet de calculer la

concentration de I’échantillon testé nécessaire pour reduire 50% des radicaux DPPH.

Elle est calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes traces,

pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits

utilises [45].

VI1.2. Pouvoir réducteur: FRAP (Ferric reducing antioxidant power) :
Le test du pouvoir réducteur met en évidence la capacité d’une molécule a réduire un
oxydant en lui cédant un électron, permettant ainsi de bien apprécier I’activité
antioxydante de nos extraits testés. La capacité réductrice d'un compose peut servir
d’indicateur de son potentiel antioxydant.

% Principe:
La présence d’un composé réducteur dans les échantillons entraine la réduction du fer
ferrique (Fe*®) présent dans le ferricyanure de potassium en forme ferreuse Fe*?, dans
un milieu acidifié par I’acide trichloracétique, ceci se traduit par le virage de la
couleur jaune du ferricyanure de potassium vers la couleur bleue verte dont I’intensité
est en fonction du pouvoir réducteur [46].
L’absorbance du milieu réactionnel est déterminee a 700 nm [47]. Une augmentation
de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits
testés [48].

]
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% Mode opératoire
Le protocole expérimental suivi est celui de (Karagozler et al., 2008). 2.5 ml de
chacune des solutions méthanoliques des extraits testées (huile, acides gras,
insaponifiables) a différentes concentrations (300 pg/ml, 250 pg/ml, 200 pg/ml, 150
ug/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml) est mélangé avec 2.5 ml d’une solution tampon
phosphate (0.2M ; pH 6.6) et 2.5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium
K3Fe(CN)g a 1%, puis on incube les tubes a 50°C pendant 20 minutes. Apres
refroidissement des tubes a température ambiante, on ajoute 2.5 ml d’acide
trichloracétique (TCA) & 10% pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés
pendant 10 minutes. Nous Prélevons alors 2.5ml du surnageant et y ajoutons 2.5ml
d’eau distillée. On ajoute au mélange 500ul d’une solution de chlorure de fer (FeCls,
6 H,0) a 0.1% fraichement préparée. La lecture des absorbances se fait a 700 nm a
I’aide d’un spectrophotomeétre. Le BHT est utilisé comme témoin positif dans cette
expérience dans les mémes conditions [49].
% Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la
majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions
des différentes concentrations utilisées pour les différentes fractions des deux parties
de la plante étudiée. L’augmentation de I’absorbance correspond & une augmentation

du pouvoir réducteur des extraits testes [48].

VI1.3. Test de blanchissement du B-carotene

% Principe
La capacité antioxydante de nos extraits de Carthamus caeruleus est déterminée en
mesurant l'inhibition de nos échantillon et des hydroperoxydes conjugués de diéne
résultant de I'oxydation d'acide linoléique et responsables de la dégradation oxydative
du B-carotene (décoloration) [50].

+ Mode opératoire
Le test de blanchiment de B-caroténe utilisé pour évaluer I'activité antioxydante des
extraits de notre plante est celui du (Sun et Ho., 2005).
Une quantit¢ de 2 mg de PB-caroténe est dissous dans 10 ml de chloroforme. On
préleve 1 ml de cette solution dans une fiole contenant préalablement 200 mg Tween

20 et 20 ul d’acide linoléique. Cette solution est évaporée au évaporateur rotatif

B




Partie expérimentale

jusqu’a disparition de I’odeur du chloroforme. Puis, un volume de 100 ml de I’eau
oxygénée diluée est ajouté dans la fiole et le mélange résultant est agité
vigoureusement. Dans des tubes a vis, I’émulsion B-caroténe/acide linoléique de 4 ml
est additionnée aux solutions méthanoliques des extraits ou de I’antioxydant de
témoin positif BHT de différentes concentrations. Apres une agitation proprement
dite, I’absorbance est mesurée immeédiatement a 470 nm ce qui correspond a t = 0 min
contre le blanc contenant 1’émulsion sans [B-caroténe. Les tubes bien fermés sont
placés dans un placard a I’obscurité pendant 48 h. Ensuite, I’absorbance de chaque
extrait est mesurée a nouveau [51].
%+ Expression des résultats [52]

L’effet antioxydant des échantillons est montré en suivant la cinétique de décoloration
du B-carotene dans les systemes étudiés et exprimé par des courbes de mesure de
I’absorbance.

IN %=[( Ac agn)-At @sny)/ (Ac (0)-At asny)] X100

Ou  Acusn et Ac(: représentent les absorbances en présence de I’extrait a 0 min et 48h.

Ci wsn) : représente I’absorbance du témoin négatif a 48 h.

La valeur (ICsp) est definie comme la concentration des antioxydants correspondant a
50 % d’inhibition. Elle est calculée en tragant la courbe des pourcentages d’inhibition

en fonction des concentrations des extraits.
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

l. Extraction par soxhlet

I.1. Caractéristiques de I'extrait hexanique obtenu des racines de C. caeruleus

Aspect Couleur

Liquide limpide (huileux) Orange

1.2. Calcul du rendement
Le rendement de I’extrait huileux des racines de C. caeruleus obtenu par Soxhlet a été

estimé a 2.3 % (m/m).

1. Propriétés chimiques et physiques de I’extrait huileux

Les huiles occupent une place considerable sur les marchés de la pharmacie, de
I’industrie cosmétique ainsi que dans de nombreux secteurs de I’industrie
agroalimentaire. Pour le contr6le de leur qualité, on prescrit la détermination d’un
certain nombre de constantes physiques : densité et indice de réfraction, ainsi qu’une
étude chimique qui concerne la détermination des indices: d’ester, de peroxyde,

d’iode, d’acide et de saponification.
I1.1. Indice d’acide

L’indice d’acide rend compte de I’état de comestibilité d’une huile dans la mesure ou
les acides gras libres sont des produits de dégradation et plus particulierement
d’hydrolyse des triglycérides, constituants majoritaires de I’huile [32].

La valeur obtenue pour I’indice d’acide de I’huile de C. caeruleus est de 2.24 mg
KOH/g. Plus cet indice est élevé, plus le taux d’acides libres est important. Une
bonne huile possede un faible taux d’acidité (< 4 mg KOH/g d’huile ; norme imposée
par Codex Alimentarius) qui contribue & lui donner une forte stabilité face a
I’oxydation [53].

Tableau 5 : les indices d’acide des principaux corps gras

Huiles Huile de Huile Huile Huile de carthame
C.caeruleus d’Argan d’olive

Indice d’acide

mg KOH/g. 2.24 0.98-2.6 1-3 Au maximum 4

Réfs [54] [55]

.
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11.2. Indice de saponification
L’indice de saponification nous informe sur la longueur de la chaine carbonée des
acides gras qui constituent les triglycérides (fraction majoritaire d’un corps gras) ; il
est d’autant plus élevé que la chaine des acides gras est courte. La détermination de
I’indice de saponification de notre huile a donné la valeur égale a 151.47 mg KOH/g ;
cela montre que notre huile contient des acides gras de moyennes et de longues
chaines hydrocarbonees.

Tableau 6 : les indices de saponification des principaux corps gras [56,16]

Corps gras huile Huile Huile de Huile de  Huile de Huile de
Huile de de d’olive  tournesol soja palme carthame
C.caeruleus colza

Indice de 211.5-
saponification 151.47  168-  185-  188-193 188-195 195-205  218.35
(mg KOH/g 181 196
d’huile).

11.3. Indice d’estérification
Des deux indices précédents. Nous pourrons déduire I’indice d’ester de cette huile qui
est égale a 149.23 mg KOHY/g. I’indice d’ester est normalement élevé, puisque il
indique la teneur en triglycérides. Plus cet indice est élevé plus I’huile ne peut étre
conservee plus longtemps [32].
Le tableau suivant représente les valeurs des indices d’ester de certaines huiles
vegeétales étudiées en bibliographie.

Tableau 7: les indices d’ester de certaines huiles végetales

Corps gras Huile de Huile Huile d’olive Huile de
C.caeruleus d’Argania coloquinte
Spinosa
Indice d’ester (mg 192.45 180 215.76
KOH/qg) 149.23
Références [57] [58] [54]

bibliographiques

Cet indice est utilisé pour évaluer la masse molaire moyenne des esters présents et
déduire donc la longueur moyenne des chaines des acides gras. Notre résultat vient de
confirmer le résultat obtenu a partir de I’indice de saponification qui nous montre que

les acides gras que renferme notre I’huile de C. caeruleus sont de longues chaines.

.
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11.4. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde est un critere de qualité, il permet de voir I’état d’oxydation des
huiles et de contréler les premieres étapes de I’altération oxydative [59].

La valeur obtenue pour I’indice de peroxyde de notre huile est 2.05 meq d’O,/kg.

Tableau 8 : les indices de peroxyde de certaines huiles végétales

Corps gras Huile de C. caeruleus  Huile de Huile de coloquinte
carthame

Indice de peroxyde 3.78-45 1,17

meq d’O,/kg, 205

Réfs : [16] [54]

Cette valeur montre que I’huile obtenue n’a pas été trop altérée par I’oxydation car
cette valeur est dans la norme (Codex Alimentarius) qui est inférieure a 10 meq
d’O,/kg d’huile [53].

I11.5. Indice de réfraction

L’indice de réfraction est particulierement utile car il nous renseigne sur I’état de
dégradation d’une huile. En effet, la présence d’acides gras libres abaisse fortement
I’indice de réfraction [32]. La mesure de I’indice de réfraction a été faite a une
température de 20°C avec un réfractometre par lecture directe.

La valeur lue est la suivante : np?®’© = 1.471

On trouve pratiqguement la méme valeur pour différentes huiles végeétales, le tableau
suivant résume les indices de réfraction de quelques huiles végétales étudiées en
littérature scientifique.

Tableau 9 : indice de réfraction de quelques huiles végétales

L’huile végétale Indice de réfraction Références
Huile d’arganier 1.4685 [57]
Huile d’olive 1.466-1.468 [60]
Huile de C.caeruleus 1.471
Huile de carthame 1.469-1.471 [16]

L’indice de refraction qui est également un critére important de pureté de I’huile est
proportionnel au poids moléculaire des acides gras. Il varie de facon intéressante
selon le degré d’insaturation des lipides et peut nous donner une idée sur la

prédominance d’un acide gras insaturé sur un autre dans I’huile.
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Tableau 10: les indices de réfraction des huiles en fonction de I’acide gras insaturé
prédominant [61]

Les huiles richeen  Acide oléique  Acide linoléique Acide linolénique

Indice de 1.468-1.472 1.471-1.477 1.480-1.523
réfraction

Nous pouvons déduire qu’a partir du tableau 10, la composition chimique en acides
gras de I’huile des racines de Carthamus caeruleus est tres intéressante puisqu’il y’a

prédominance de I’acide oléique et I’acide linoléique.

11.6. Densité

C’est une grandeur physique qui caractérise les corps liquides par unité de volume.
Elle permet le controle de la pureté de I’huile extraite. Sa mesure a été effectuée a
I’aide d’un bécher sec et propre et la valeur obtenue est 0.919. Cette valeur est proche
des valeurs des huiles pures trouvées dans la littérature, donc on peut conclure que
notre huile est pure.

Tableau 11 : la densité de certaines huiles végétales

L’huile végétale Densité Références
Huile de tournesol 0,920
Huile d’olive 0.910 [54]
Huile de C.caeruleus 0.919
Huile de carthame 0.919-0.921 [16]

e Tableau 12 : Tableau récapitulatif des résultats des indices de I’extrait huileux

des racines de C.caeruleus.

Indices Valeurs
Indice d’acide 2.24 mg KOH/g
Indice de saponification 151.47 mg KOH/g
Indice d’ester 149.23 mg KOH/g
Indice de peroxyde 2.05 meq d’O,/kg
Indice de réfraction 1.471
Densité 0.919
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e Discussion
Les résultats obtenus de I’analyse de I’extrait huileux des racines de C.caeruleus ;
montre qu’en général les valeurs restent dans la gamme des normes admises au niveau

international et notamment par les normes du Codex Alimentaire.

I11. Etude des acides gras
I11.1. Calcul du rendement
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse des acides gras

obtenus ;

- par rapport a la masse de la matiére végétale séche[ R=2.25% ]

- par rapport a la masse de I’huile [ R= 97.83 % ]

Donc on remarque que les acides gras sont les principaux constituants de la matiere
grasse.
I11.2. Transformation des acides gras en esters méthyliques
Pour analyser les acides gras obtenus en CPG et CPG/SM, on doit tout d’abord les
estérifiés dans le but de rendre les AG volatils.
v' Avant I’analyse par la CPG et CPG/SM, nous avons réalisé une analyse
infrarouge afin de s’assurer de I’absence de la bande OH caractéristique
des acides gras.

111.2.1. Estérification par le méthanol en présence d’un acide fort (HCI)

%T

Figure 5 : Veérification de la formation de la fonction ester dans les EMAG du

Carthamus caeruleus en présence de HCI

Données spectrales : 1744.31 cm™ (C=0 ester), 1170.37 cm™ (C-O-C ester), 2854.79

cm™ et 2925.61 cm™ (C-H aliphatiques). Avec une bande d’acide apparente & 3472.93

cem™.
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% Calcul du rendement de la réaction d’estérification
Le rendement des esters correspondant est défini comme étant le rapport entre la
masse des esters d’acides gras obtenus et la masse des acides gras.
+ Rendement d’estérification par le méthanol en présence d’un acide fort (HCI)
[ R=g575% |

Les acides gras transformés en leurs esters méthyliques comme décrit au [partie
experimentale, chapitre 1 (IV)] sont analyseés par CPG pour I’obtention de leurs temps
de rétention (analyse quantitative), et les comparer avec des étalons et la CPG/SM

(analyse qualitative) pour confirmer leurs structures.

= so also 2ase 3ase oo Sa oo = T

==y s ZS-APr-ZO16 + 13:41:0)

Figure 6 : Chromatogramme des EMAG apres estérification en présence de HCI.

La détermination des pourcentages est basée sur la méthode de normalisation interne
admettant que la somme des aires des pics représente la totalité des constituants.

Les résultats des analyses sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 13 : Identification et composition moyenne des acides gras correspondants

de C.caeruleus (%) obtenus en présence de HCI.

Acides gras correspondants Temps de Composition en
Nombre de rétention acides gras (%)

Noms usuels Noms carbone (mm)
systématiques

Acide Acide hexadécanoique C16:0 80.45 14.2

palmitique

Acide linoleique ~ cis-9,12- C18:2 88.82 18.6
octadécadiénoique

Acide oléique Acide cis-9- Ci18:1 89.39 55.4
octadécénoique

Acide stéarique  Acide octadécanoique C18:0 90.48 4.3

Total composés identifiés= 92.5%

S
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111.2.2. Estérification par le méthanol en présence de trifluorure de bore
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Figure 7 : Vérification de la formation de la fonction ester dans les EMAG du Carthamus
caeruleus en présence de BF;

Données spectrales : 1743.65 cm™ (C=0 ester), 1171.09 cm™ (C-O-C ester), 2854.73
cm™ et 2925.85 cm™ (C-H aliphatiques).
% Calcul du rendement de la réaction d’estérification
Le rendement en esters des acides gras est défini comme étant le rapport entre la
masse des esters d’acides gras obtenus et la masse des acides gras.
+ Rendement d’estérification par le méthanol en présence de trifluorure de bore
[ R=97.8 % ]

» ZO-APr-2016 + 10:35:0¢
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Figure 8 : Chromatogramme des EMAG apres esteérification en présence de BFs.
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Tableau 14 : Identification et composition moyenne des EMAG de C.caeruleus (%)
obtenus en présence de BFs.

Acides gras correspondants Temps de Composition en
Nombre de rétention acides gras (%)
Noms usuels Noms carbone (mm)
systématiques
Acide Acide eicosanoique C14 0 69.28 1.4
myristique
Acide Acide hexadecanoique C16:0 80.45 13.9
palmitique
Acide linoléique ~ cis-9,12- C18 :2 88.82 17.9
octadécadiénoique
Acide oléique Acide cis-9- Ci18:1 89.39 54.2
octadécénoique
Acide stéarique  Acide octadécanoigue C18:0 90.48 3.8
Acide Acide tétradécanoigue C20:0 08.36 1.9
arachidique

Total composés identifiés= 93.1%

111.2.3. Interprétation des deux chromatogrammes :

Nous notons une nette prédominance des acides gras insaturés par rapport aux acides
gras saturés. La proportion d'acides gras saturés varie légérement entre (18.5% et
21.8%), les acides gras insaturés varient entre (72.1%-74%) de la composition totale
en acides gras des racines de C. caeruleus. L analyse des acides gras des racines de
C. caeruleus montre que I’acide palmitique, acide stéarique, acide oléique, acide
linoléique sont les principaux acide gras identifies. L ’acide palmitique est I’acide gras
saturé majoritaire (13.9-14.2%), suivi par I’acide stéarique (3.8%-4.3%), I’acide
oléique (-9) est le principal acide gras insaturé (55.4%-54.2%) suivi par I’acide
linoléique (w-6) avec une proportion de (17.9%-18.6%). Les proportions relatives de
ces deux acides principaux montrent de propriétés nutritionnelles appropriées d’huiles
alimentaires [25].

Nos résultats sont similaires avec ceux des travaux réalisés sur différentes espéces du
méme genre Carthamus [Partie bibliographique, chapitre 1. (I11.1)] ; une variation
considérable dans la composition chimique des acides gras a été observée; les
résultats rapportés par (Carapetian et Zarei ; 2005) sur trois especes sauvages de
Carthamus ont montré que la plus haute teneur en acide oléique a été enregistrée dans
le C. glaucus (21,6%-23,4%).

.
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C. lanatus recueillies auprés de I'Inde possédait des teneurs élevées en acide oléique
(23,17%) et I'acide palmitique (9,72%). Cependant, C. glaucus a enregistré un niveau
moyen en en acide stéarique (6,33%) [12].

Toutes les espéeces de Carthamus (Inde, Iran, Espagne, Maroc) ; (C.oxyacantha, C.
glaucus, C.creticus, C.turkestanicus, C.lanatus, C.palaestinus, C.dentatus) qui sont
des espéeces sauvages et C. tinctorius possédent la plus haute teneur en acide
linoleéique (61.41%-83.43%); [25], Sauf une exception pour C. tinctorius de
I’Australie qui possede une plus haute teneur en acide oléique (80.7 %) [22], comme
il a été trouvé pour notre espéce. Du point de vue de la composition en acides gras
des racines de C. caeruleus, elle est riche en acides gras monoinsaturés (acide
oléique, ®-9) qui lui confére les mémes propriétés que celle de I’huile d’olive, et en
acides gras polyinsaturés (acide linoléique, ®-6) comme I’huile de tournesol et I’huile
de soja, (w-6) appartient aux acides gras essentiels que notre corps ne peut pas
synthétiser, donc il faut les apporter par I’alimentation. [Les bienfaits des acides gras
insaturés sont mentionnés dans le 2°™ chapitre de la partie bibliographique,
(111.3)]. Ces deux types de prédominance permettent plusieurs voies de valorisation :
dans I’alimentaire direct et en lipochimie, notamment en savonnerie, dans I’industrie

des tensioactifs, dans I’industrie des lubrifiants industriels et en cosmétologie [32].

111.2.4. Comparaison entre les deux catalyseurs (BF3 et HCI)
Nous avons remarque que le chromatogramme des EMAG obtenu en présence du
trifluorure de Bore présente de légeres différences puisque la composition centésimale
fait apparaitre la présence d’autres acides gras tel que I’acide myristique avec une
moyenne de 1.9% et I’acide arachidique avec une moyenne de 1.4%. Les deux
chromatogrammes different notamment en ce qui concerne la concentration des acides
gras restants dont en présence de I’acide chlorhydrique les pourcentages étaient plus
ou moins élevés par rapport a ceux obtenus en présence de BF; et cela est d a la forte
intensité des AG majoritaires c’est ce qui nous conduit a dire que la séparation du 2°™
échantillon était meilleure que celle du 1ér, donc le catalyseur le plus convenable pour

I’estérification des acides gras est le trifluorure de Bore.
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IV. Etude de la fraction des insaponifiables
IV.1. Calcul du rendement
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse des insaponifiables

obtenus ;

-par rapport a la masse de la matiere végétale seche. [ R=0.05% ]

-par rapport a la masse de I’huile. | R= 217% |

IVV.2. Détection des familles de I’insaponifiable

a) Tests phytochimiques
Un des outils indispensables est la connaissance du screening phytochimique ou
criblage phytochimique. Ce dernier joue un réle essentiel dans la caractérisation des

groupes de familles chimiques dans une plante donné [62].

Tableau 15 : Résultats des tests phytochimiques.

Famille a Partie testé Résultat
détecter
Tocophérols Test de Furter-Meyer
+
Test de Liebermann- Les racines de Carthamus
Stérols et Burchardt caeruleus +
terpenes Test de Salkowski
+
(+) : présence de la famille testé (-): absence de la famille testé

b) Détection par chromatographie sur couche mince (CCM)
Les différentes classes de constituants de cet insaponifiable sont séparées par
chromatographie sur couche mince (CCM) car cette méthode s’avére la plus efficace

pour separer des constituants de polarités différentes.
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Tableau 16 : profil CCM

Famille a détecter Témoin utilisé Résultat
Tocophérols Vitamine E +
Caroténes [3-caroténe -
Stérols Cholestérol +
(+) : présence de la famille testé (-): absence de la famille testé

« Interprétation des résultats
Nos résultats sont similaires avec ceux des travaux réalisés sur différentes espéces du
méme genre Carthamus [Partie bibliographique, chapitre Il. (111.2)], qui indique la
présence des tocophérols, les terpénes et les stérols.

V1.3. Etude des stérols
a) Chromatographie sur colonne

D’aprés travaux réalisés sur différentes espéces du méme genre Carthamus [Partie
bibliographique, chapitre I1. (111.2)], et nos tests phytochimique réalisés sur notre
espece ; on remarque que les stérols sont les constituants majeurs de la fraction
insaponifiables. Le fractionnement de I’insaponifiable de C. caeruleus a été réalisé sur
une colonne en verre (70 cm de longueur et 2.5 cm de diamétre interne). Le
remplissage de la colonne se fait avec de la silice (60 mesh) dans de I'hexane.
Environ 1g d’insaponifiable a été élué par un gradient (hexane/acétate d’ethyle)
(85/15). Cette fraction a été choisi suite aux résultats obtenus pour les
chromatographies sur couche mince (CCM) effectuées préalablement sur
I’insaponifiable brute.

<
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Carthamus caeruleus
lg de la fraction insaponifiables

-chromatographie sur colonne

Eluant (hexane / acétate d’¢thyle)

(99/1) (98/2) (97/3) (85/15)

Fraction des stérols

Figure 8 : Schéma de fractionnement de la fraction insaponifiable.

b) Confirmation par CCM
On confirme la présence des stérols par la chromatographie sur couche mince (CCM)
Le cholestérol commercial est utilisé comme témoin. Nous avons utilise comme
éluant le mélange hexane/acétate d’éthyle (85/15). Aprés migration, la révélation s'est
faite en vaporisant une solution a 50 % d'acide sulfurique-eau puis en laissant la
plaque 10 a 15 minutes a I'étuve. Les taches correspondantes aux stérols apparaissent

sous forme de spot violet ou gris-bleu.

c) Calcul le rapport frontal des stérols (Rf)
On a calculé le rapport frontal qui est égal a la distance parcourue par le constituant

divisé par la distance parcourue par le solvant.

R¢=0.17

% calcul du rendement
Le rendement en stérols est défini comme étant le rapport entre la masse des stérols
obtenus ;
- par rapport a la masse de la matiére végétale séche.
-par rapport a la masse de I’huile.

- par rapport a la masse des insaponifiables.

= On peut remarquer que la fraction de stérols represente 53% de la totalité des

insaponifiables, donc sont les composants majoritaires de cette fraction.
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d) Analyses des stérols par CPG et CPG/SM
% Préparation des acétates des stérols
Pour l'analyse des stérols par CPG et CPG/SM, les acétates de stérols ont été
prépares.
v Avant de faire I’analyse par la CPG et CPG/SM, il fallait s’assurer de la
présence de I’ester donc il fallait procéder a une analyse par infrarouge.

o7
95+

20+

85+

80+

%T

75+

70

65+

60+

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1

Description
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Figure 9 : Veérification de la formation de la fonction ester dans les acétates de stérols
du C. caeruleus en préesence de la pyridine.

Données spectrales : 1738.54 cm™ (C=0 ester), 1092.71 cm™ (C-O-C ester), 2850.90
cm™ et 2920.97 cm™ (C-H aliphatiques).

% calcul du rendement de la réaction d’esteérification
Le rendement en acétates des stérols est défini comme étant le rapport entre la masse

des acétates des stérols obtenus et la masse des stérols.

[ R=92% J

La transformation des stérols en acétates de stérols est décrite au [partie

expérimentale, chapitre | (V1.3)]. Ces derniers sont analysés par CPG pour I’obtention
de leurs temps de rétention (analyse quantitative), et les comparer avec des étalons et
la CPG/SM (analyse qualitative) pour confirmer leurs structures.

Remarque

On n’a pas pus determiner le chromatogramme pour identifier la fraction des stérols ;
car la colonne utilisé est applicable avec des molécules ayant le maximum 28

carbones.
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VI1. Evaluation de I’activité antioxydante

VII1.1. Test de piégeage du radical libre DPPH
La méthode de piégeage du radical libre DPPH est utilisée pour comparer l'activité
antioxydante de nos extraits (extrait huileux, acides gras et insaponifiables) des
racines de C.caeruleus avec le BHT en tant que antioxydant de référence. Une
solution de DPPH fraichement préparée affiche une couleur pourpre (Amax = 517 nm)
qui disparait progressivement en présence d'un bon donneur d'hydrogene, c'est a dire,
un puissant antioxydant. Le tableau 17 montre le pourcentage d’inhibition du radical

DPPH-' En fonction de différentes concentrations de nos extraits.

Tableau 17 : Pourcentage d’inhibition (%) du DPPH en fonction des concentrations
des extraits de Carthamus et du BHT a différentes concentrations

Echantillons Activité antioxydante
Concentration (pg/mL) 50 100 150 200 300
Huile Pourcentage d’inhibition du 17.7 2284 3984 47.09 5161
DPPH(%)
DPPH ICs (pg/mL) 270.3
Concentration (pg/mL) 50 100 150 200 300
Acides gras Pourcentage d’inhibition du 3045 30.84 3174 4574 50.00
DPPH(%)
DPPH ICs (ug/mL) 300
Concentration (pg/mL) 50 100 150 200 300
Insaponifiables Pourcentage d’inhibition du 33.16 370 4201 6843 7215
DPPH(%)
DPPH ICs (ug/mL) 170.2
Concentration (ug/mL) 2 5 10 20 25
BHT Pourcentage d’inhibition du 1855 3040 3595 5585 64.69
DPPH(%)
DPPH ICs (ug/mL) 17.36

La comparaison de l'activité de balayage DPPH de I’huile, des acides gras et
des insaponifiable avec celle exprimé par le BHT a montré que I’huile et les
insaponifiables présentent une activité antioxydante modérée. La plus faible activité
de piégeage des radicaux libres est obtenue par les acides gras (50.0 %) suivie par

I’huile (51.61 %) et les insaponifiables (72.15 %) a la concentration de 300 pg/mL,

@
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alors que l'activité la plus forte est obtenue par le BHT (64.69 %) a la concentration
(25 pg/mL).

L’activité DPPH est généralement présentée par la valeur ICsy (Concentration de
I'inhibiteur causant 50% d'inhibition) ; calculée pour chaque extrait, elle permet de les
classer entre eux. Plus I’ICso est petite, plus la molécule est antioxydante. Les
résultats présentés dans le tableau 17 révélent que nos extraits sont des
antiradicalaires. Les insaponifiables possedent I'activité de piégeage des radicaux la
plus élevée avec la valeur de ICsy de 170.2 pug/mL suivie de I’huile (ICso = 270.3
ng/mL) et les acides gras (ICso = 300 pg/mL). Ce qui est largement inférieure que le
BHT (17.36 pg/mL).

VI1.2. Pouvoir réducteur: FRAP (Ferric reducing antioxidant power) :

L'activité antioxydante de nos extraits a été évaluée en utilisant la méthode de FRAP.
Le pouvoir réducteur de I’extrait huileux, des acides gras et des insaponifiables,
déterminée selon la méthode de réduction du ferricyanure de potassium, a augmenté

avec une concentration croissante.

Huile Acides gras Insaponifiables  ==—BHT

\
w
@b
@
4
w

1,756 1,821
154 159
1,17 - ron 111
0,667 U,895
=0;75
0377 0403 07432 07469 0,548
50 100 150 200 250

Figure 10 : Pouvoir réducteur de I’huile, des acides gras et des insaponifiables des

racines de Carthamus caeruleus et de BHT.
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Dans notre travail, nous avons testé, par la méthode de FRAP, différents extraits des
racines de la plante, et les résultats obtenus nous ont permis de tracer des courbes pour
chaque extrait. D apres ces résultats, nous remarquons que la capacité de réduction du
fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des échantillons.

Tous nos extraits présentent des activités antioxydantes nettement inférieures que
celle de la référence (BHT). Les résultats obtenus montrent que la capacité des
différents extraits de réduire le fer est largement inférieure a celle de BHT Cette
réduction est beaucoup plus importante dans I’extrait des insaponifiables (DO = 1.81)
suivie de celle de I’extrait brut huileux (DO = 1.11) et des acides gras (DO = 0.548).
Nous pouvons déduire que tous les extraits des racines ont la capacité pour réduire le
fer, mais elle reste toujours inférieure a celle de BHT (DO = 3.0). Si nous classons
nos extraits selon la puissance de réduction de fer par rapport au BHT, nous
obtiendrons I’ordre suivant :

BHT > Insaponifiables > Extrait huileux > Acides gras.

VI1.2. Test de blanchissement du béta-carotene

L’inhibition du blanchiment du B-caroténe est évaluée par I’aptitude d’un antioxydant
a neutraliser les radicaux libres issus de I’oxydation de I’acide linoléique et les autres
radicaux libres formé dans le systeme (c'est-a-dire le milieu réactionnel) qui attaquent
les doubles liaisons du B-caroténe. Ceci se traduit par la décoloration de plus moins

forte de ce dernier.

Tableau 18 : Résultats du test de blanchissement du B-carotene

Echantillons Activité antioxydante
Concentration (pug/mL) 50 100 150 200 300
Huile Inhibition du blanchiment du p-caroténe (%)  29.4 404 656 708  75.2
ICso (ng/mL) 119.8
Concentration (pug/mL) 50 100 150 200 300

Acides gras |nhibition du blanchiment du p-caroténe (%) 3.3 41 55 163 505

ICsp (ng/mL) 298.6
Concentration (png/mL) 50 100 150 200 300
In- Inhibition du blanchiment du B-caroténe (%) 48.8 656 714 75.4 86.5
saponifiables ICo (ng/mL) 53.6
Concentration (pug/mL) 10 20 40 50 60
BHT Inhibition du blanchiment du B-caroténe (%) 48,55 55,5 75.4 82.2 98.3

F
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Le pourcentage d’inhibition de I’activité antioxydante par le systéme [-carotene/
acide linoléique est proportionnel a la concentration. A 300 pg/mL, les
insaponifiables et I’huile révélent la meilleure activité avec des pourcentages
d’inhibitions de 86.5 et 75.2 %, respectivement. Alors que les acides gras présentent
une activité inhibitrice de 50.5 %. Les valeurs de la ICsy calculées nous a permis
d’évaluer et comparer I’efficacité des extraits par rapport au témoin (Tableau 18). Les
insaponifiables (ICso = 53.6 ug/mL) constituent un bon piégeur des radicaux libres en
comparant avec les autres extraits (ICsp de 119.8 ug/mL pour I’huile et une ICs, de
298.6 pug/mL pour les acides gras), mais cette activité reste inférieure au BHT.

Conclusion

D’apres les résultats obtenus de I’activité antioxydantes par les 3 méthodes ; on peut
déduire que les insaponifiables présentent une activité plus importante que I’extrait
huileux et les acides gras.

Sur le plan économique, il est souhaitable de procéder a une analyse approfondie des
mécanismes d’action de ces composés individuellement et une recherche plus avancée

sur la synergie des composeés de base.
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Conclusion générale

La qualité d'une huile dépend essentiellement de sa composition chimique.

Le contréle analytique était basé sur la détermination des indices chimiques
caractéristiques de I’extrait huileux (indice de peroxyde, d'acide, d’ester, de
réfraction, de saponification et la densité), la détermination du profil acides gras et la
détection des constituants mineurs de la fraction insaponifiables des racines de

Carthamus caeruleus.

Les résultats obtenus, comparés aux normes du Codex Alimentarius, permettent une

identification de notre extrait huileux.

Le profil obtenu des acides gras de notre échantillon est conformes aux travaux
réalisés sur différentes especes du méme genre Carthamus [partie bibliographique,
chapitre 1 : (111.1)].

Du point de vue de la composition en acides gras, il ressort que I’extrait huileux des
racines de Carthamus caeruleus se compose principalement d’acide oléique qui leur
confere les mémes propriétés que celle de I’huile d’olive, et en acide linoléique
comme I’huile de tournesol et de carthame. Ces deux types de prédominance
permettent plusieurs voies de valorisation : dans I’alimentaire direct et en lipochimie,
notamment en savonnerie, dans I’industrie des tensioactifs, dans I’industrie des

lubrifiants industriels et en cosmétologie.

De I’étude de la fraction insaponifiable, il ressort les conclusions suivantes :
De facon générale, I’extrait huileux des racines de Carthamus caeruleus represente
une teneur élevé en insaponifiable de 2.17%
Du point de vue qualitatif de la fraction insaponifiable ; les terpenes, les tocophérols
et les stérols sont les constituants détectés par CCM et les tests phytochimiques
réalisés.

Pour ce qui est de la composition en stérols:
Les stérols constituent une part plus ou moins importante de I’insaponifiable avec un
pourcentage de 53%; nombreuses applications surtout dans le domaine alimentaire,

médical voire cosmétologique peuvent étre envisageées.

<



Conclusion générale

L’espéce Carthamus caeruleus s‘avere étre intéressante; Son rendement en huile
2.3% et sa composition en acides gras principalement oléique (54.2%-55.4%)
permettent une exploitation immédiate dans I’alimentaire. Son utilisation en médecine
traditionnelle en vertu de ses propriétés anti-inflammatoires et cicatrisantes
conforterait son utilisation dans les industries pharmaceutique et cosmétique en depit
d’une teneur en matiéres insaponifiables moyenne (2.17%).

la teneur en acide oléique et insaponifiables rend I’huile des racines de Carthamus
caeruleus nutritionnellement trés précieuse et utilisable en Algérie comme une
alternative de I’huile d’olive (meilleure source en oméga 9) dont le prix est élevé et ne

peut pas satisfaire nos besoins.
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Activité antioxydante et analyse chimique des acides gras et des insaponifiables
de Carthamus caeruleus

Résume

L’objectif de cette étude est d’évaluer la teneur en huile des racines de Carthamus caeruleus
et leur propriétés physiques et chimiques, la composition en acides gras par CPG et CPG/SM,
détection des constituants mineurs de la fraction insaponifiables, fractionnement, la teneur en
stérols et I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait huileux, acides gras et les
insaponifiables par 3 méthodes (DPPH, FRAP et blanchissement du [-caroténe). La
composition en acides gras indique la prédominance de I’acide oléique suivi par I’acide
linolénique, I’acide palmitique et I’acide stéarique. La teneur en insaponifiables de I’extrait
huileux, détection de présence de tocophérols, terpénes et stérols, les stérols constituent 53 %.
Les insaponifiables possédent une activité antioxydante plus importante que I’extrait huileux
et les acides gras.

Mots clés: extrait huileux, acides gras, insaponifiables, propriétés physiques et chimiques,
Carthamus caeruleus, stérols, activité antioxydante, DPPH, FRAP, blanchissement du
B-carotene.

Abstract

The objective of this study is to evaluate the oil contaned in the roots of Carthamus caeruleus
and its physicals and chemicals properties, the fatty acid composition by GC and GC / MS,
detection of minor constituents of the unsaponifiables fraction, fractionation, sterol content
and evaluation of the antioxidant activity of the oily extract, fatty acids and unsaponifiables
by 3 methods (DPPH, FRAP and bleaching of -carotene). The fatty acid composition of the
oils indicated that the predominant fatty acid was oleic acid, followed by linoleic acid,
palmitic acid, and stearic acid. Content of the unsaponifiable of oil extract, detecting presence
of tocopherols, terpenes and sterols. Unsaponifiables have a higher antioxidant activity than
the oily extract and fatty acids.

Keywords: oily extract, fatty acid, unsaponifiables, physicals and chemicals properties,
Carthamus caeruleus, sterols, antioxidant activity, DPPH, FRAP, bleaching of B-carotene.
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