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Résumé

La Cucurbita pepo (citrouille) est un fruit qui est traditionnellement utilisé pour traiter une grande
variété de maladies, Cependant, il y a un besoin de données plus scientifiques pour appuyer ces
diverses allégations de santé. Ce travail est consacré a 1’étude de la composition chimique en acides
gras, en triglycérides et en tocopherols, et d'évaluer I'activité antioxydante des lipides, des extraits
protéiques et des extraits phénoliques préparés a partir de huit échantillons de graines de citrouille

cultivés en Algérie.

Les résultats indiquent que les graines de citrouille sont relativement riches en huile (15,8 a 33,5%)
et que les AGs dominants trouvés dans les huiles étudiées sont: le palmitique C16:0 (13,9 a
20,0%), I’acide ’acide stéarique C18:0 (9,6 al7,7%), I’acide oléique C18:1 (26,2 a 39,6%) et
I'acide linoléique C18:2 (28,7 a 44,0 %). La position Sn-2 est préférentiellement occupée par les
acides gras insaturés C18 (oléique et linoléique), résultats déja publiés pour plusieurs huiles
d’origines végétales. Les principales catégories en tant que composés de majoritaires sont GU3 (tri-
insaturés) et GSU, (monosaturées). La teneur en tocophérol des huiles varie de 7,7 a 31.9 mg / kg
d'huile pour a-tocophérol, de 39,3 a 155.1mg / kg pour (B + y) tocophérol et de 39,0 a 103.0 mg / kg
pour o&-tocophérol. L'analyse quantitative des extraits de protéines a fourni des teneurs allant de
20,427 et 57,225 g pour 100 g de tourteaux. Les quantités de composés polyphénols s’échelonnent

entre 19,80 et 46,39 mg équivalent acide gallique (GAE) pour 100 g de tourteaux.

L’évaluation quantitative du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis du DPPH et la capacité
réductrice des ions molybdéne hexavalent, montrent que le niveau de l'activité antioxydante par ces
deux dosages utilises est significatif par rapport aux antioxydants standards. En outre, il a eté
démontré pour la premiere fois que les extraits de graines possédaient une bonne activité

antioxydante qui peut étre associée a leurs prestations de santé présumeés.

Mots clés: huile de cucurbitacée, acides gras, tocophérols, protéines, polyphénols, activité
antioxydante.



Abstract

Cucurbita Pepo (Pumpkin) is a fruit which is traditionally used to treat a wide variety of diseases,
and through scientific investigation most of the properties have been validated. However, more
scientific data is needed to support the various health claims. The aim of this study was to
determine the fatty acids (FA) profile, tocopherols content and to evaluate the antioxidant activity
of seeds oil, proteins and polyphenols extracts prepared from eight samples of seeds pumpkin

cultivated in Algeria.

The results indicated that pumpkin seeds were rich in oil (15.8-33.5%) and the major unsaturated
fatty acids were linoleic acid (28,7-44,0%) followed by oleic acid (26,2-39.6%), while the main
saturated fatty acids were palmitic (13.91-20.00%) stearic (9,6-17,7%).Unsaturated FA showed a
preference for the internal position. Linoleic and oleic acids occurred predominantly in the sn-2
position as generally found in vegetable oils. The main TAGs were triunsaturated GU;3; and
monosaturated GSU, as majorities’ compounds. The tocopherol content of the oils ranged from 7.7
to 31.9mg/kg of oil for a-tocopherol, from 39.3 to 155.1mg/kg for (B+y)-tocopherol, and from 39.0
to 103.0mg/kg for &-tocopherol. Quantitative analysis of proteins extracts gave contents ranging
from 20.427 and 57.225 g per 100 g of meal. Wile, the amounts of polyphenols compounds are

varied from 19.80 to 46.39 mg Gallic acid equivalent (GAE) per 100 g of meal.

The data of antioxidant capacities determined by using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and
phosphomolybdenum (PPM) complex methods, show that the level of the antioxidant activity by
two used assays was significantly compared to synthetic antioxidants. Also, it was demonstrated
for the first time that the studied oils and seeds extracts possessed a good antioxidant activity which

may be associated with their alleged health benefits.

Key words: Pumpkin seed oil, fatty acids (FA), tocopherols, proteins, polyphenols, antioxidant

activity.
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Les cucurbitacées ont été cultivées pendant longtemps non seulement pour la nutrition mais aussi
pour leurs propriétés médicinales. Particuliéres propriétés médicales ont eté attribuées a chaque
partie du fruit et les graines de plantes (Maznah et al., 2010). Cependant, les cucurbitacées sont
classées en plusieurs espéces selon leurs structures et de leurs pédoncules. Les citrouilles
(Cucurbita) qui ressortissent de cette famille, comprennent quatre sous-espéces en
I’occurrence, Cucurbita moschata, Cucurbita mixta, Cucurbita pepo et Cucurbita maxima. La

citrouille est probablement originaire d’Amérique du nord, et elle est maintenant cultivée partout
(Murkovic et al., 2002 ; Castilho Garcia et al., 2007).

En Algérie, la citrouille locale (Cucurbita pepo) a été largement cultivée dans plusieurs grandes
régions productrices pendant de nombreuses décennies et peut étre considérée comme l'une des
principales cultures de légumes. Dans la littérature, il existe de nombreux rapports sur la
composition et les propriétés des graines de citrouille et Cucurbita pepo en particulier (Younis., 2000 ;
El-Adawy et Taha., 2001 ; Stevenson et al., 2007 ; Bagepalli et al., 2010 ), qui concernent principalement des
variétés non-spécifiques. Cependant, peu d’études sur la composition chimique (acides gras,
triglycerides, proteines, carbohydrates et phénols, éléments minéraux et autres), les propriétés

antioxydantes et les avantages pour la santé de graines de citrouille algériennes.

Les graines de Cucurbita pepo et leur huile ont fait 1’objet de plusieurs études dans le domaine de
santé. La citrouille se présente sous une forme ronde et de couleur orangée. (Murkovic et al ., 2002 ;
Castilho Garcia et al., 2007).

Récemment, une attention accrue a été portée sur l'utilisation de sous produits agricoles, ainsi que
les co- produits et des déchets provenant de la transformation des aliments pour produire des
aliments et nutrition (Compaoré et al., 2011). Les graines de Cucurbita pepo qui restent en grande
quantité en tant que produit résiduel aprés I'élimination de la chair pouvait étre utilisé (ALfawaz.,
2004; Siger et al., 2008).

Les graines de citrouille sont consommeées directement pour la consommation humaine comme un
casse-cro(te dans de nombreuses cultures a travers le monde, et les graines sont particulierement
populaires dans les pays arabes, aprées le salage et la torréfaction. Les graines de Cucurbita pepo ont
été utilisées comme additifs a certains plats de nourriture (ALfawaz., 2004; Attarde et al., 2010). Les
graines de citrouille ont un effet thérapeutique fort qui peut aider a éliminer les parasites
intestinaux, nettoyage des vaisseaux sanguins, de normaliser le taux de cholestérol et de stimuler
I'activité rénale (Gemrot et al., 2006 ; Umadevi et al., 2011). Bien que les graines de citrouille sont riches

en huile et en protéines, la récolte pourrait potentiellement devenir une autre source d'huile végétale
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et de protéines, des études détaillées sur leur composition et les propriétés de leur huile sont limitées
(ALfawaz., 2004; Evangelos., 1992). Les graines, et tout particuliérement leurs germes, contiennent
jusqu’a 35% d’huile, des protides riches en acides aminés essentiels et la cucurbitacine. Elles sont
également riches en zinc et en autres éléments qui prévienne de la transformation de la testostérone

en dihydrotestostérone (Bachmann et Adam., 2010 ; Attarde et al., 2010 ; Caili et al., 2006).

Selon une étude chinoise publiée en 2007 (Caili et al, 2006), ’ingestion d’extraits de citrouille
pourrait permettre aux diabétiques de types I de ne plus avoir a s’injecter de I’insuline chaque jour.
Egalement, les graines de citrouille vertes ont d'excellentes propriétés diurétiques et sont d'une
bonne aide aux personnes souffrant de problemes liés a la prostate ou a une miction difficile
(Huang., et al., 2004 ; Murkovic et al., 2002 ; Castilho Garcia et al., 2007). La consommation des graines de
Cucurbita pepo particulierement est indiquée pour leur effet vermifuge et laxatif (Murkovic et al.,
2002 ; Castilho Garcia, et al., 2007). Certaines études épidémiologiques ont démontré un lien entre la
consommation de citrouille et la diminition du risque de certains types de cancers. D’abord, des
chercheurs ont observé gque les gens qui consommaient davantage de citrouille avaient un moindre

risque de différents types de cancers (Kune et al., 1992 ; Matsuo_et al., 2001).

Les composés protéiques font I'objet de nombreuses recherches orientées en particulier sur la
connaissance de leur structure, leur réle nutritionnel. De nombreuses études ont montré que les
protéines possedent un réle structural et fonctionnel et de réserve « il n’y a pas de vie sans eau mais
non plus sans protéine », du point de vue qualitatif les protéines participent a tout 1’événement
physiologique. lls jouent un role essentiel dans les fonctionnements des cellules vivantes. Les
protéines sont des biopolymeres appelés polypeptides d’acide amine de la série L (Lusas., 1979).
Toutefois, les polyphénols constituent un ensemble de molécules trés largement répandues
dans le régne végétal. Le réle des composés phénoliques est largement montré dans la protection
contre certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de

leurs propriétés antioxydantes (Lopes-Lutz et al., 2010).

La présente étude est consacree a la valorisation de quelques graines du fruit de la famille des
cucurbitacées (graines de citrouille). Cette valorisation consiste a déterminer la composition des
lipides en acides gras, en triglycérides, en tocophérols, ainsi d’évaluer les tourteaux de ces graines
en dosant les teneurs en protéiques et phénols totaux et leurs activités antioxydantes. Cette étude a

été entreprise pour les raisons suivantes :

» La production importante de cette espece en Algérie et notamment dans les régions steppiques

et sahariennes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caili%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16758316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20XE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15546249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matsuo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11676850
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» Les graines de cette espéce ont toujours été considérées comme des déchets malgré leur grande
importance, car elles sont riches en lipides, protéines, glucides.

» L’importance commerciale de ces plantes fruitiéres (citrouille) en Algérie en alimentation
humaine.

» Actuellement les huiles des graines de citrouille sont disponibles et vendues au niveau des
hérboristes pour leur utilisation en médecine traditionelle.

» 1l a été constaté qu’un certain nombre de composés extraits de cette famille de plante présente
des propriétés curatives ; I’huile de pépins de courge est utilisée contre 1’hyper-cholestérolémie,
et également efficace contre les caries dentaires et les infections de la bouche (aphtes, fissures
labiale). Sa teneur en acides gras essentiels (les acides oléique et linoléique) permet de réguler
la présence des acides gras insatures, elle possede également des propriétés vermifuges et
prodigue un effet apaisant et cicatrisant sur I’appareil digestif. Elle stimule et tonifie le systéme
nerveux et cardio-vasculaire.

» Peu de travaux ont été consacrés a I’étude des constituants chimiques des graines des
cucurbitacées et a notre connaissance aucun travail n’a été publié sur les lipides de la citrouille
locale (cucurbita pepo) et notamment la distribution des acides gras entre les trois positions du

glycérol.

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a donner quelques
connaissances bibliographiques concernant les graines de citrouille locale (Calebasse), des
généralités (structures et propriétés) sur les composés lipidiques, protéiques et phénoliques ainsi un
apergu sur I’activité antioxydante. Par la suite, notre étude a été consacrée a 1’étude des lipides de
huit échantillons de graines de citrouille a travers la détermination des compositions chimiques en
acides gras, en triglycérides, en tocophérols. Ensuite, nous avons quantifié les composés protéiques
(en Albumine, en Prolamine et en Globuline) et phénoliques des differents extraits préparés des
huits échantillons choisis. Enfin, nous avons évalué le pouvoir antioxydant des extraits lipidiques,
protéiques et phénoliques par 1’étude de leur capacité a balayer le radical stable DPPH' et a réduire
le molybdate (V1) au molybdate (V).
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1.1. Généralités sur les cucurbitacées

Cette famille végétale offre une incroyable diversité de fruits : la volupté de leur forme, la couleur
de leur peau, la multiplicité de leurs usages expliquent que les cucurbitacees comptent parmi les

plantes les plus connues et les plus cultivées au monde.

Apparues tres tot sur le continent américain (vers 6 000 av. J.-C.), elles ont eu un réle majeur dans
le développement de I’agriculture naissante en Amérique, d’ou leur culture s’est propagée a tous les
continents. Un peu partout sur le globe, les cucurbitacées sont aujourd’hui consommées (melon,
pastéque, courgette), utilisées comme objets du quotidien (gourde) ou comme médicament
(margose) ( Blanchard., 1981 ; Prades et al., 1998 ; Bérard et al., 2000).

1.1.1. Classification des cucurbitacées

Dans la grande famille des Cucurbitacées, les botanistes ont identifié environ 130 genres différents,
eux-mémes divisés en 800 especes environ (Prades et al., 1995). Parmi eux on distingue le genre
cucurbita (Figure 1.1). Ce genre comprend treize espéces, dont cing sont cultivées pour

I’alimentation :

e Cucurbita ficifolia : par exemple la courge de siam

e Cucurbita maxima : communément appelée potiron

e Cucurbita mixta : communément appelée la courge mexicaine

e Cucurbita moschata : communément appelée courge musquées ou muscades

e Cucurbita pepo : communément appelée citrouille

Figure 1.1. Quelques fruits de certaines cucurbitacées


http://econpapers.repec.org/RAS/pbl2.htm
http://www.persee.fr/web/revues/home/prescript/author/auteur_jatba_20
../Nouveau dossier/samira/A LA DÉCOUVERTE DES CUCURBITACÉES - TERRA BOTANICA THOUARS.mht
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1.1.2. Généralités sur les Cucurbita pepo

Le terme « citrouille » est d'abord apparu dans la langue en 1256 sous la forme de « citrole », pour
prendre sa graphie actuelle en 1549. Il vient de l'italien citruolo, qui I'a emprunté au latin citrus,
«citron ». La citrouille est une plante annuelle appartenant au genre Cucurbita et a la famille
des Cucurbitacées. C'est aussi le nom de son fruit volumineux. La citrouille est de forme “ronde”.
Son pédoncule est dur et fibreux, avec 5 cotés anguleux, sans renflements a son point d'attache. Sa

chair est filandreuse (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Description botanique et utilisation de la citrouille (cucurbita pepo)

Déscritption de la plante, du fruit et de graines Photo

Nom de la plante

Nom vernaculaire : Calebasse

Nom frangais : citrouille

Nom latin : cucurbita pepo

famille : cucurbitacée

Nom arabe : bl

Caractéres

Couleur des graines : jaune

Forme des feuilles : triangulaire tres lobée

Type de pilosités : épineux (rugosite)

Aspect de sépale : fines

Aspect de 1’épiderme de fruit : brillant

Forme du pédoncule du fruit : anguleux (5 angles)
Utilisation

Les graines de citrouille sont utilisées comme

diurétique, contre les parasites du systeme digestif,
pour traiter la fiévre et les désordres gastro-
intestinaux ainsi que les troubles du systéme

urinaire, 1’énurésie et I’irritation de la vessie

(Musset et Grange., 2000).



http://fr.wikipedia.org/wiki/Cucurbitaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit
http://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9doncule
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Les nutriments les plus importants que renferme la citrouille sont : les vitamines A, B,, C et E;
I’acide pantothénique et les oligo-éléments (Phosphore, Magnésium, Potassium, Fer, Zinc,

Manganese et Cuivre) (Attarde. et al., 2010).

Les graines de Cucurbita pepo contiennent une quantité élevée de phytostérols. Ces composés sont
reconnus pour leurs bienfaits sur la santé cardiovasculaire (Phillips et al., 2005) et leurs effets
potentiellement bénéfiques dans la prévention de certains cancers (Awad et Fink., 2000; Berges et al.,
1995). De plus, les acides gras des graines de citrouille sont, dans une grande proportion,
monoinsaturés et polyinsaturés, des types de lipides ayant des effets bénéfiques contre les facteurs
de risque de maladies cardiovasculaires (Bazzano., 2003 ; Lampe., 1999 ; Hu et Willet., 2002). Les graines
de Cucurbita pepo pourraient également étre utiles pour soulager les symptomes de la vessie
irritable (ou vessie hyperactive) et les troubles de la miction associés a 1’hypertrophie bénigne de la

prostate (Dvorkin et Song., 2002).

C'est en Autriche qu’en 1735, on aurait pour la premiere fois exprimé I'huile des graines de
Cucurbita pepo d’une variété locale (styriaca), dont la chair est insipide. Elle a d’abord été
employée dans les baumes et les crémes pour ses propriétés médicinales. Elle est ensuite passée
dans I'alimentation. Des chercheurs ont découvert son action favorable sur la prostate. lls se sont

penchés sur la composition de cette huile dans le but de comprendre le mécanisme de cette action
(Musset et Grange., 2000 ; Stahl et Sies., 2005 ; Van Het Hof et al., 2000).

Depuis quelques années, certaines études épidémiologiques et de cas-contr6le ont démontré un lien
entre la consommation de citrouille et le risque de certains types de cancers. D’abord, des
chercheurs ont observé gque les gens qui consommaient davantage de citrouille avaient un moindre

risque de différents types de cancers (Huang et al., 2004 ; Kune et al., 1992 ; Matsuo et al., 2001).
1.2. Les lipides

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

références a diverses huiles de graines ou a des graisses animales (Yousfi., 2005).

Les lipides sont largement répandus dans 1’environnement, ce sont des produits complexes dont les
différents constituants jouent de fagon directe ou indirecte, immédiate ou retardée, un rdle

énergétique, structural et fonctionnel (Carpentier., 1996; Chos et Riche., 2005).


http://jn.nutrition.org/search?author1=Atif+B.+Awad&sortspec=date&submit=Submit
http://jn.nutrition.org/search?author1=Carol+S.+Fink&sortspec=date&submit=Submit
http://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=hypertrophie_benigne_prostate_pm
http://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=hypertrophie_benigne_prostate_pm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dvorkin%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12196065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20KY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12196065
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443904002807
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443904002807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Het%20Hof%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10702576
http://www.researchgate.net/researcher/44544934_Gabriel_A_Kune
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1.2.1. Définition et structure des lipides

Du grec "lipos" graisse c'est une classe des molécules biologiques hydrophobes constituées par des
acides gras aliphatiques et leurs esters & nombre égal ou supérieur & quatre atomes de carbone et
d'autres constituants mineurs. La fraction lipidique totale d’un tissu végétal ou animal est
I’ensemble des composés organiques insolubles dans 1’eau et solubles dans les solvants

apolaires (Frénot et Vierling., 2001).
Elles comprennent deux catégories essentielles :

e Lipides de réserve, constitués des triacylglycérols (TAG) nommeés aussi triglycérides,
constituants largement majoritaires, ainsi que de composés métaboliqguement proches, les
monoacylglycérols (MAG) et les diacylglycérols (DAG), les lipides constituent ainsi une
réserve énergétique mobilisable (1g de lipides donne environ 9,3 Kcal) (Lagarde., 2003; Chos
et Riche., 2005).

e Lipides de constitution (structure), représentés par les phospholipides. 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 particuliéres (élasticité,

Viscosité) (Carpentier., 1996).
Lors de la saponification d’une huile végétale par un hydroxyde alcalin, on obtient deux fractions :

» Une fraction majoritaire constitué¢e de sels d’acides gras résultant de 1’hydrolyse des TAG,
des DAG, des MAG, des phospholipides et des glycolipides. Cette fraction appelée
saponifiable est soluble dans I’eau (Figure 1.2).

» Une fraction minoritaire constituée de divers composes, tels que les triterpénes, les
vitamines liposolubles (A, D, E et K), les alcools gras, les hydrocarbures des caroténes
(pigments jaunes) et des caroténoides, les stérols et les tocophérols. Cette fraction appelée
insaponifiable est soluble dans presque tous les solvants organiques non polaires (Figure
1.2).
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Lipides
[
I ]
Lipides a base d’acides gras Lipides polyisopréniques
Lipides saponifiables Lipides insaponifiables
I
| | |
Acides gras Lipides simples || Lipides complexes Terpénoides
L || Glycéropho
AG Saturés Glycérides - Carotenoides
spholipides
Cérides Quinones a chaine
isoprénique
AG crid Sphingo
| insaturés | | Sterides | lipides stéroides
Tocophérols

Figure 1.2. Principaux constituants des lipides

1.2.1.1. Lipides saponifiables

Des lipides qui sont traités par des bases minérales (NaOH, KOH) donnent du savon.

1.2.1.1.1. Acides gras

Les acides gras sont des acides carboxyliques aliphatiques hydrophobes a chaine carbonée plus
ou moins longue dérivant de/ou contenu dans les graisses animales et végétales (Figure 1.3). Par
extension, le terme est parfois utilisé pour désigner tous les acides carboxyliques a chaine
carbonée non cyclique (Fahy et al., 2005). Les acides gras (AG) n’existent pratiquement pas a 1’état
libre dans les cellules et les tissus, mais le plus souvent estérifiés a des alcools tel que le

glycérol....

0 Fonction carboxylique
i ,\\ / A\\ //\ / /\\\ G /
s RV pve v "

X

R OH R= Chaine carbonée aliphatique

Figure 1.3. Structure des acides gras

Les acides gras ont généralement un godt aigre et une odeur prononceée. Ils sont insolubles

dans I'eau, mais solubles entre eux et dans les solvants organiques comme l'éther. Ils se different
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entre eux par la longueur de la chaine carbonée (de 4 a 30 atomes de carbone pour les acides gras

les plus connus, généralement un nombre paire) (Veillet., 2010).

Par le type de liaisons qui réunissent leurs atomes de carbone : on dit qu'ils sont saturés lorsqu'ils
ne contiennent que de simples liaisons, et insaturés lorsqu'ils comptent au moins une double
liaison (Blond., 1993). On observe une prédominance trés marquée des acides de 16 a 18 atomes de

carbone dans le regne végétal (Yousfi., 2005).

On connait une quarantaine d'acides gras naturels, dont les plus importants sont l'acide butyrique
(ou butanoique), que l'on trouve dans le beurre, lI'acide palmitique (huile de palme), I'acide
stéarique (suif), Il'acide linoléique (huile d'arachide) duquel est dérivé I'acide
arachidonique, et I'acide linolénique (huile de bourrache). Les acides linolénique et linoléique
sont des acides gras dits essentiels : les animaux sont incapables de les synthétiser et doivent donc
obligatoirement les trouver dans leur alimentation. Les deux acides constituent ensemble ce qu'on

appelait autrefois la vitamine F (Dymock., 2000).

Les acides gras (AG) différents donc entre eux non seulement par la longueur de la chaine
carbonée, mais aussi par le nombre, la position et la structure spatiale (cis ou trans) des doubles

liaisons.
La longueur de la chaine carbonée permet une classification des AG en quatre catégories:

» AG volatils avec 2,3 ou 4 atomes de carbone.
» AG a chaine courte qui possede 6 a10 atomes de carbone
» AG a chaine moyenne avec 12 a 14 atomes de carbone
> AG achaine longue (> a 16 atomes de carbone).
Les acides gras de 16 et 18 atomes de carbone sont les plus dominants dans le regne végétal.

Les acides gras sont classés en trois groupes essentiels selon leur structure chimique :
> Acides gras satureés

IIs sont constitués d’une chaine hydrocarbonée sans double liaison. En fait, cette chaine n’est pas
“linéaire” car les angles de valence entre les carbones sont autours de 109°. Les acides gras a
courte chaine sont liquides a température ambiante alors que les acides gras pourvus de 10 atomes
de carbone sont solides. Leurs formule générale est CH3 -(CH2)n — COOH. Ils peuvent également

exprimés par le symbole Cx:0, ou
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Cx indique le nombre d'atomes de carbone ;

0 indique qu'il y a zéro double liaison carbone-carbone et par conséquent, que l'acide gras

est saturé.
> Acides gras insaturés

Les acides gras insaturés peuvent contenir entre 1 et 6 doubles liaisons et sont dits selon le cas
monoinsaturés ou polyinsaturés. La présence de la double liaison introduit une possibilité
d’isomérie : Cis ou Trans dans la molécule. Dans les acides gras insaturés naturels, les doubles

liaisons sont en configuration isomérique Cis.

La formule générale d’un acide gras insaturé est : ChH(2nx)O2 (n = nombre d’atome de carbone

et x = nombre d’insaturations). Les acides gras a 1 double liaison sont dits mono éthyléniques
tandis que les acides gras a plusieurs doubles liaisons sont dits poly éthyléniques. Les doubles

liaisons sont notées A.
Cn:xA*P¢  avec:

n = nombre de Carbone ; x = nombre de doubles liaisons ; a, b et ¢ = positions des doubles

liaisons.

Exemple : acide dihomo y linolénique (C18:3 A% 114,

> Acides gras cycliques

Sont rarement rencontrés, ils consistent :

/CH2
N
CH3 - (CHZ )7— C = C ( CH2 )7_ COOH

Acide sterculiques : 8-(2-Octyl cyclopropénlyl) octanoique

CH = CH_
| CH — (CH2) 12— COOH
CH,—CH,”~

Acide chaulmoogrique : 13-(Cyclopent-2-enyl) tridécanoique
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1.2.1.1.2. Les lipides simples (homolipides)

Composés uniquement de carbone, d’hydrogéne et d'oxygene. Ils sont souvent des esters d'un alcool
et d'acides gras (Acides gras + Alcool). Les lipides simples sont classes en trois groupes : les

glycérides, les cérides et les stérides (Léger., 2010).
s Les glycérides (triacylglycérols)

Les corps gras ne sont pas constitués par les mélanges des acides gras mais par des mélanges de
triesters (entre les acides gras et le glycérol). Les glycérides sont donc des esters du glycérol et des
acides gras.

Ils sont présents dans la quasi-totalité des tissus de tous les étres vivants. Les triglycérides
constituant la principale forme de stockage des lipides (Horpkins., 2003). Les triglycérides sont les
constituants principaux des huiles végetales (plus de 95%). Les monoglycérides et les diglycérides
sont beaucoup moins abondants que les triglycérides (Bereau., 2001).

Selon le nombre d’acides Gras liés au glycérol, on distingue les mono-, les di- et les triglycérides :
a. Les monoglycérides

Résultant de I'estérification d'une molécule de glycérol par une seule molécule d'acide gras, ils
existent sous deux formes isomeres de position selon que la chaine grasse est portée par une des

fonctions alcool primaires ou par la fonction alcool secondaire (mono glycéride 2) (Figure 1.4)

CH,— oCcoR CH,—OH CH,— OH
OH—CH ROCO— C‘H OH — CH
CH,— OH CH, —OH CH, —OCOR
Mono glycéride 1(a) Monoglycéride 2(B) Monoglycéride 3(oc' )

Figure 1.4. Structure des monoglycérides
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b. Diglycérides :

Résultant de I'estérification d'une molécule de glycérol par deux molécules d'un méme acide gras :

(diglyceride 1.3), (diglyceride 1.2) et (diglyceride 2.3) (Figure 1.5) (Naudet., 1992).

CH,— OCOR CH,—OCOR CH,—o0OH
diglycéride 1.2 diglycéride 1.3 diglycéride 2.3

Figure L.5. Structure des diglycérides
c. Triglycérides

Lorsqu’une molécule de glycerol est liée a trois molécules d'acides gras, on obtient les triglycérides.
Quand la molécule de glycerol est liée a un méme acide gras les triglycérides formés ont dits

"homogenes” ou simples. Dans le cas contraire, le triglycéride est dit" mixte." (Figure 1.6).

Si la molécule du glycérol est estérifiée par des molécules d'acides gras différents, trois isomeres de
position, chacun dédouble en deux stéréo-isoméries, sont possibles (Naudet., 1992).

CH,— QOCOR
ROco— CH
CH, — OCOR

Figure 1.6. Structure des triglycérides

s Les cérides: Les cérides sont des esters d’acide gras et d'alcools aliphatiques a longue
chaine qui sont en général des alcools primaires, a nombre pair de carbones, saturés

et non ramifiés (Bereau., 2001).
Céride = acide gras + alcool a long chaine

s Les stérides: Les stérides ou esters de stérol sont un groupe hétérogéne de composes
chimiques, créés par l'estérification entre le groupe hydroxyle d'un stérol et un AG (Charpentier et


http://fr.wikipedia.org/wiki/Est%C3%A9rification
http://fr.wikipedia.org/wiki/St%C3%A9rol
http://www.unitheque.com/Auteur/Charpentier.html?
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al., 2008 ; Charles et al., 2003).
Stéride = acide gras + stérol

les stérides réduisent les niveaux de lipoprotéines de basse densité (LDL) du cholesterol dans le

sang (Katan et al., 2003).
1.2.1.1.3. Les lipides complexes (hétérolipides)

Les lipides complexes (parfois appelés hétérolipides) sont des lipides qui contiennent en plus du
carbone, I'nydrogene et I'oxygene un ou plusieurs hétéroatomes (azote, phosphore, soufre). Suivant
la nature de I'hétéroatome, on distingue : les lipides phosphorés (glycérophospholipide), les lipides
azotés (sphingolipide) et les lipides Soufrés. Ces lipides polaires constituent une fraction mineure
dans les huiles végétales, les plus répandus sont les glycérophospholipides et les sphingolipides.

e Glycérophospholipides : Les glycérophospholipides, encore appelés phospholipides ou
phosphoglycérides, résultent de I'association d'acide gras et d'acide phosphatidique
(Charpentier et al., 2008). L'acide phosphatidique est 1’¢lément de base des
glycérophospholipides

Glycérophospholipide = acide gras + acide phosphatique
Acide phosphatidique = Glycérol + 2 Acides Gras + H3PO, (acide phosphorique)

e Les sphingolipides : Dans ce groupe, le glycérol est remplacé par un alcool aminé la
sphingosine (Charpentier et al., 2008) :

Sphingolipide = acide gras + sphingosine

L’acide gras est fixé a la sphingosine par une liaison amide (liaison du carboxyle de I’AG sur le

-NH; de la sphingosine) (Moussard., 2004).
1.2.1.2. Lipides insaponifiables (polyisopréniques)

La fraction insaponifiable ou partie non glycéridique est par définition I’ensemble des constituants
d’une huile ou d’une graisse qui, apres action d’un hydroxyde alcalin (saponification), sont solubles
dans les solvants classiques des lipides (solvants apolaires ou peu polaires). Aprés saponifiction de

I’huile, I’insaponifiable est extrait par I’éther diéthylique.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Lipoprot%C3%A9ine_de_basse_densit%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cholesterol
http://www.unitheque.com/Auteur/Charpentier.html?
http://www.unitheque.com/Auteur/Charpentier.html?
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L’étude de la fraction insaponifiable est complexe du fait de la diversité de ses constituants d’une
part, et de la faible quantité de matériel de départ disponible d’autre part. En effet, contrairement
aux graisses animales, le taux de ’insaponifiable des huiles végétales est relativement faible (0,2 a
2,0 % m/m) (Ucciani, 1995 ; Karleskind, 1992), a I'exception du beurre de karité qui présente une teneur

en insaponifiable d’environ 10 % (Karleskind., 1992) (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Teneur en insaponifiable de quelques huiles végétales (Karleskind., 1992).

Huile Teneur en insaponifiable (Yom/m)
Tournesol 05-15
Col_za 07-1,8
Soja 05-1,6
- Mais 0,8-2,0
Pépins de raisin 08-15
Carthame 1,0-15
Sésame 05-15
Oeillette 05-1,3
Lin 03-1,2
Amande 03-1,2
Noisette 05-0,7
~ Noix 0,5-1,0
Pépin de cassis 1,0-12
Citrouille 1,2
Courge 2.1
Melon 1,0
Germe de blé 30-4,0
Arachide Afrique 0,6-10
Arachide Amérique du sud 06-09
Coton 06-15
Coprah 06-15
Palmiste 0,3-0,8
Beurre de cacao 03-05
Karite 7,0-10,0
Olive vierge 04-08
Palme 05-1,2
Avocat 1-12,0

Les lipides polyisopréniques jouent un réle biologique fondamental (hormones et vitamines)
(Veillet., 2010).

1.2.1.2.1. Les tocophérols

Les tocophérols constituent une fraction mineure de 1’insaponifiable des corps gras. Ce sont des
composés phénoliques possédant un noyau chromane portant en carbone 2 une chaine latérale
tri-isopropénique saturée dans le cas des tocophérols et tri-insaturée dans le cas des tocotriénols
(Figure 1.7). Les tocophérols et tocotriénols représentent une famille trés homogene de produits,

constitués d'un reste hydroquinone substitué par un ou plusieurs groupes méthyles, et d'une chaine
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polysoprénique plus ou moins saturée, les huit tocophérols et tocotriénols naturels isolés différent
entre eux par le nombre et la position relative des méthyles sur le cycle aromatique, mais la chaine
isoprénoide est identique dans chacune des sous-familles. On les appelle «a, B, y, 6-tocophérols et

tocotriénols» (Chazan et al., 1987).

R1
H A:HA‘\/\)\/\)\/\)\

Me Me
Composés
R1 R, A B
CH3 CH3 o-tocophérol a-tocotriénol
H CHs B-tocophérol B3- tocotrienol
CHs H y-tocophérol y- tocotriénol
H H 5-tocophérol 5- tocotriénol

Figure L1.7. Structure des différents tocophérols et tocotriénols

L’activité en vitamine E est la résultante naturelle de 8 molécules dont les structures dérivent de
celles des tocophérols et les tocotriénols. Chaque vitamére a une activité vitaminique différente,
comparée a celle de 1’a-tocophérol qui est considérée comme la forme primaire la plus active que

I’on rencontre le plus fréquemment dans la nature (Greenfield et Southgate., 2007).

Les B et y -tocophérols ont une activité vitaminique réduite, alors que la forme & est pratiquement
inactive. Les tocotriénols se distinguent des tocophérols par la présence de trois doubles liaisons sur

la chaine latérale (Brigelius-Flohe et Traber., 1999).

1.2.1.2.2. Les stérols

Ce sont des composés tetra cycliques comportant le plus souvent 27 ou 28 et méme parfois

29 atomes de carbone, ils différent de leurs précurseurs biosynthétiques.

Le noyau tétra cyclique posséde le plus souvent une double liaison localisée fréquemment en

position 5, mais que I'on peut rencontrer en position 7 (Figure 1.8).
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La chaine latérale possede huit a neuf ou dix atomes de carbone; elle peut étre saturée ou comporter

en 22,24(25), 24(28) ou 25(27) une ou deux doubles liaisons qui ne sont jamais conjuguées.

Les stérols constituent une fraction importante de I'insaponifiable (Naudet., 1992). Le stérol le plus
abondant dans le régne végétal et sans conteste le sitostérol, suivi du campestérol, du stigmastérol,

de l'isofucostérol et dans le regne animal, on trouve le cholestérol.

R
CHy |
12
HAC 1" \!3/1<
T v | = 16
B I O B T
| Pa 1A

Figure 1.8. Structure de Stérols
1.2.2. Propriétés physico-chimiques et biologiques des lipides

Les graisses sont indispensables au corps car, ce sont des composés energétiques puisque
I'oxydation d'un gramme de lipide libére une énergie de 38 kJ. Egalement elles constituent des
réserves sous forme de triglycéride (dans les tissus adipeux, sous cutanés), puisque 8 kg de

triacylglycérol, réserve habituelle de I'adulte sont équivalent au 40kg de glycogene hydraté.

Les lipides jouent aussi un ro6le structural formant une bicouche membranaire, en plus ils
possédent  un ro6le fonctionnel comme les hormones lipophiles et les prostaglandines. Ils

fournissent des vitamines liposolubles comme médiateurs cellulaires.

Dans le sang, les lipides plasmatiques sont sous forme des lipoprotéines, les protéines associés au
apolipoprotéines ont a la fois un réle vecteur et un réle enzymatique dans le métabolisme lipidique
(Frénot et Vierling., 2001). lIs jouent de nombreux roles dans le monde vivant :
1) Réserves intracellulaires d'energie.
2) Materiaux de structure (couches de protection de cellules, composants des membranes
biologiques.
3) Molécules en concentration faible qui peuvent étre des precurseurs d'activite biologique
(hormones stéroides, médiateurs extracellulaires et messagers intracellulaires, vitamines

liposolubles...) et sensibles a des stimuli comme celles des photorecepteurs.
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1.2.2.1. Propriétés des acides gras
a). Propriétes physiques :
1. Solubilité

e Les acides gras a courte chaine carbonée sont solubles dans I'eau, puis la solubilité des
acides gras baisse progressivement et ils deviennent insolubles a partir de 10 atomes de

carbone.
e lls sont solubles dans les solvants organiques apolaires comme le : benzéne, chloroforme,...

(Frenot et Vierling., 2001).
2. Point de fusion
Il depend du degré d’insaturation et de la longuer de la chaine

- Dans les acides gras saturés, le point de fusion augmente avec la longueur de la chaine

hydrocarbonnée.
- Les acides gras insaturés ont un point de fusion inférieur a celui des acides gras

saturés a longues chaine identiques (Frénot et Vierling., 2001).

Une augmentation du nombre d’insaturation entraine une diminution de la température de fusion.

Donc a température ordinaire, tous les acides gras insaturés sont liquides.
b). Propriétés chimiques :

- Les acides gras traités par un hydroxyde métallique alcalin (NaOH, KOH) donnent un sel
alcalin d’acide gras ou savon.

- Avec l'alcool, les acides gras donnent des esters. Les principaux alcools sont le glycérol et le
cholestérol.

- L'halogénation par le Br; ou I’l,: acide gras mono insaturés est transforme en un dérivé di
halogéné, permettant la détermination de I’indice d’iode (Réaction utilisée pour évaluer le

degré d’insaturation).

c). Propriétés biologiques :
Les acides gras jouent un réle énergétique et de réserve. Parmi les acides gras, on distingue les

acides gras essentiels qui sont indispensables au corps humain. Dans le cas de carence en ces acides
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se manifeste plusieurs maladies parce que I'nomme est incapable de les synthétiser. Parmi les

acides gras essentiels, on peut citer :

% L’acide polyisaturés (n-6) [AGPI n-6] série linoléique qui possede une fonction
reproductrice et fonction cellulaire (favorise la différentiation de I'épiderme) et la régulation
des lipides du plasma abaissent le cholestérol LDL athérogéne.

% L’acide polyinsaturé (n-3)[AGPI n-3] série a-linolénique posséde une neurosensorielles
(fonction spécifique dans le développement de la rétine, du cerveaux et du systeme nerveux,
fonction plaquettaire ( les AGPI n-3 sont des antiagrégants plaquettaires) . Les acide gras
AGPI n-3 possedent des fonctions anti-inflammatoire, précurseurs de nombreuse molécules
aux fonctions de signalisation inter et intracellulaires impliqués dans les réactions

inflammatoires. lls diminuent la synthése de cytokine proinflamatiore.

Ces deux types d’acide gras possédant d’autres réles communs, ils entrant dans la composition des
phospholipides membranaires plus la molécule et insaturée a long chaine plus elle est souple.
Autres roles peuvent étre attribués a ce type d’acides gras comme la prévention contre certaines

maladies cardiovasculaires (Frénot et Vierling., 2001).

Les autres acides gras se répartissent entre acides gras saturés (AGS) ou acides gras mono insaturés
(AGMI), selon leur structure chimique. Une consommation excessive en acides gras saturés (AGS)
fait augmenter les taux de Cholestérol total et de lipides sanguins ; elle accroit en outre 1’agrégation
plaquettaire. Si I’acide stéarique (C18 :0) est de ce point de vue, considéré comme (neutre) puisque

il se transforme rapidement par un métabolisme en acide oléique (C18 :1).

Les acides myristique (C14:0) et palmitique (C16:0) plus particulierement mis en cause dans les
facteurs de risques des maladies cardio-vasculaires sont toujours I'objet d'études.

La réduction de leur consommation abaisse donc le cholestérol plasmatique, surtout lorsqu’on,
méme temps, on augmente la consommation d’acide linoléique, le principal acide gras a effet

hypocholestérolémiant.

1.2.2.2. Propriétés des glycérides

a). Propriétés physiques :

La propriété physique dominante est le caractére complétement apolaire des acylglycérols naturels,
essentiellement des triacylglycérols. Les groupes polaires (hydroxyle ou carboxyle) disparaissent

dans les liaisons esters.
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Le point de fusion des acylglycérols dépend de leur composition en acides gras : il s’éléve
avec le nombre des acides gras saturés et la longueur de la chaine, la présence d’acides gras
insaturés diminue le point de fusion

Ils sont insolubles dans I'eau et tres solubles dans les solvants les plus apolaires.

b). Propriétés chimiques :

Le traitement acide libére les constituants : les acides gras et du glycérol mais en général de
fagon incomplete.

La lipase pancréatique hydrolyse les TAG (digestion enzymatique) par étape et ce en
émulsion des lipides (sels biliaires présents dans l'intestin) et en présence d'un facteur
protéique la colipase. Un TAG est hydrolysé en diglycéride avec libération d'un acide gras et
le diglycéride en 2-monoacylglycérol et un acide gras qui sont absorbés par l'intestin.

La réaction de saponification peut servir a doser la fraction non saponifiable d'un extrait

lipidique qui contient les lipides non acides et non esters (hydrocarbures, isoprénoides...).

c). Propriétés biologiques :

La plupart des eucaryotes stockent ces lipides neutres dans des inclusions huileuses du
cytosol : graines de plantes oléagineuses, tissu adipeux des mammiferes.
Le tissu adipeux sous-cutané est un isolant thermique trés efficace chez les animaux a sang

chaud des régions polaires.

1.2.2.3. Propriétés phyico-chimiques et biologiques des tocophérols

A la température ambiante, les tocophérols se présentent sous la forme d’une huile visqueuse de

coloration jaune pale. IIs sont insolubles dans I’eau, trés solubles dans les graisses, les huiles et les

solvants organiques (éthers, acétone, chloroforme, méthanol, alcools méthyliques et éthyliques).

Ils sont peu sensibles a la chaleur, a la lumiere et aux acides, mais tres sensibles a 1’oxydation et aux

bases. Les esters de tocophérols et notamment ’acétate de |-a-tocophérol sont relativement stables

(Bourgeois., 2003).

Les tocophérols sont au nombre de 4 (a, B, v et d-tocophérols). Ils jouent le role d’antioxydants

naturels ce qui explique pourquoi les huiles végétales résistent bien au phénomene de rancissement.

Parmi ces tocophérols, I’a-tocophérol ou vitamine E est doté de 1’effet antioxydant le plus puissant.
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La vitamine E est un antioxydant majeur au sein des membranes cellulaires et des lipoprotéines
plasmatiques. Elle inhibe le phénoméne de peroxydation lipidique en piégeant les radicaux libres
géneérés lors du processus oxydatif. Les propriétés antirides de la vitamine E sont une conséquence
de ses propriétés hydratantes. En augmentant la capacité de rétention d'eau de la peau, la vitamine E
améliore son aspect de surface et diminue I'amplitude des rides ; la peau devient plus souple et plus
douce (Di Mambro et al, 2003 ; Sies et al., 1992).

1.2.2.4. Propriétés phyico-chimiques et biologiques des stérols

» Propriétés physiques : Les stérols ont un point de fusion oscillant entre 120 et 170 °C

augmente généralement avec le nombre d'atome de carbone.

» Propriétés chimiques : Propriétés dues a la fonction alcool (formation des esters) si par
exemple les stérols sont souvent unis a des acides gras et réalisent alors la formation ce
qu'on appelle des stérides.

> Role biologique des stérols: Les stérols jouent un réle trés important dans le corps
humain. Ce sont les précurseurs des hormones stéroidiennes (hormone génitale ou
corticosurrénal) et acide biliaires, vitamine D, hétéroside cardiotonique de la digital et du
strophantus, saponine, certaine composante du venin de crapaud. Parmi les stérols le
cholestérol joue un réle important, intervient dans les précurseurs de la vitamine Dj et les
précurseurs des sels biliaires (synthétise par le foie et accumule dans les bile) (Frenot et
Vierling., 2001).

1.2.3. Analyse chimique des lipides
1.2.3.1. Caractéristiques physico-chimiques
a- Ladensitéd’ :

Elle est basée sur la mesure de la masse, a une température ambiante, d'un volume de corps gras

contenu dans le pycnometre préalablement étalonné a la méme température (T).

d'= (M2~ Mo) / (M1 - M)
Mo : la masse en gramme du pycnométre vide ; My : la masse en gramme du pycnometre rempli

d'eau ; My : la masse en gramme du pycnometre rempli d'huile.
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b- Indice de réfraction n"

Il permet de mesurer le pouvoir réfringent des huiles par rapport a la raie «D» du sodium (589,6

nm) a la température de référence.
c- Indice d'acide (1.A) :

C’est le nombre de milligrammes de potasse nécessaire pour neutraliser les acides gras libres de un
gramme de corps gras. Il consiste en la mise en solution d'une prise d'essai dans un mélange de
solvants (n-Butanol- Ethanol 1/1 v/v), puis titrage des acides gras libres présents a l'aide d'une

solution d'hydroxyde de potassium.
L'indice d'acide est donné par la formule suivante :

_ V.N.56,1
m

I.A

V : le volume en ml de soude utilisé pour le titrage ; N : normalité de la solution de soude ; m: la
masse en gramme de la prise d'essai ; 56,1 : masse molaire de KOH.

d- Indice d'iode :

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

d'apreés la réaction suivante:

R—CH=CH—R’ + I (gxces) » R—CHI—CHI—R’

L'indice d'iode est calculé a I’aide de la relation suivante :

(V,-V). C 12,69
a m

Vo : volume de thiosulfate de sodium dans le test a blanc exprimé en ml ; V : volume de thiosulfate
de sodium (en ml) nécessaire pour la neutralisation de I’excés d’iode ; C : concentration molaire de

la solution de thiosulfate de sodium ; m : masse prise d'essai d’huile en gramme.
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e- Indice de saponification (1.S)

L’indice de saponification est le nombre en milligrammes de potasse caustique (KOH), nécessaire

pour transformer en savon les acides gras et les triglycérides de un gramme de corps gras.

CH,-O-CO-R CH,-OH

| |

CH-O-CO-R + 3(K'+0OH) < PCH-OH  +3(RCOO +K")
| |

CH,-O-CO-R CH,-OH

La détermination de 1’indice de saponification est réalisée en utilisant la norme (AFNOR. NF T60-

206) en appliguant la relation suivante:

N.(V, —V,).56,1
m

1.S =

Vo : volume de HCI en ml dans le test a blanc en ml ; V : volume de HCI en ml nécessaire pour
neutraliser I’excés de la potasse ; m: masse d’huile prise en gramme ; N : la normalité de la

solution potassique ; 56,1 : masse molaire de KOH.
1.2.3.2. Analyse des acides gras

Les caractérisations physico-chimiques ne fournissent pas les renseignements nécessaires pour
connaitre la composition des huiles, et pour cela on doit analyser la composition en acides gras qui

donne des résultats clairs sur cette composition.

Toutes les méthodes chromatographiques sont utilisées pour 1’analyse des acides gras, mais la plus
pratique est la chromatographie en phase gazeuse (CPG) qui permet d’analyser les corps gras
quantitativement et qualitativement. Les acides gras doivent étre analysés par CPG a 1’état libre,
donc ils sont préalablement transformés en dérivés, et sont genéralement des esters méthyliques

(EMAGS) correspondant grace a leurs polarités moyennes et a leurs volatilités.

Cette technique permet de séparer les EMAGSs en fonction de leur nombre d’atomes de carbone
mais aussi en fonction du nombre et de la position des doubles liaisons, ainsi que d’éventuels

groupes fonctionnels (Guingnard et al., 1985).

Les EMAGSs sont préparés par plusieurs méthodes décrites dans la littérature, on peut citer deux

méthodes :
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» Esterification des acides gras par le méthanol en présence d’un catalyseur acide, le
trifluorure de bore (BF3) selon la méthode recommandée par « International Union of Pure
and Applied Chemestry »> (IUPAC) (Cocallemen et al., 1988). Cette estérification a lieu sur les
acides gras libres, par conséquent, il est nécessaire d’effectuer une saponification préalable
par un hydroxyde alcalin (hydroxyde de potassium en milieu hydroalcoolique). Cette
méthode est valable uniquement si 1’huile ne comporte pas d’acides gras particuliers, tels
que des acides gras polyéthyléniques ou époxydiques (Guingnard et al., 1985).

> Transestérification par action du méthylate de sodium en solution méthanolique (kuksis.,
1978). Cette technique n’est valable que si I’indice d’acide n’est pas trop élevé (teneur en

acides gras libres < a 3%)).

Les identifications se font par comparaisons des temps de rétention (Tg) de produits étalons ou par
calcul des longueurs de chaines équivalentes (LCE). Cette méthode permet de caractériser les AGs
par une valeur numérique que I’on peut rechercher dans les tables de données citées dans la
littérature (Pagout et Hautfenne., 1987). Mathématiquement, la LCE est définie par la formule

suivante :

LogTR(X) — LogTR(M)
LogTR(N) — LogTR(M)

LCE(X)=m+ (n—m)

ou M est ’acide gras saturé a m atomes de carbone ; N est ’acide gras saturé a n atomes de

carbone ; n > m ; X est I’acide gras recherché.
1.2.3.3. Analyse des triglycérides
a. Introduction

Les multiples combinaisons avec les molécules de glycérol font que les corps gras sont des
mélanges tres complexes. La maniére dont les acides gras sont associes pour former les diverses
molécules de triglycérides joue un grand rdle quand aux propriétés physiques, a la réactivité
chimique et aux comportements physiologiques des corps gras. La détermination de la structure
glycéridique d’un corps gras, en prenant en compte la nature et les proportions de chacun des
1someres, nécessite 1’identification et la qualification des différents types de glycérides présents.
L’isolement de ces derniers les uns des autres permet de préciser la nature et la proportion de
chacun des acides gras occupant chacune des trois positions du glycérol et d’en déduire quels

isomeres sont présents et quelle est la proportion de chacun d’entre eux.
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Afin d’obtenir le maximum de renseignements sur la nature des TAG dans les huiles, des études se

faitent successivement :

e Lanature et les proportions des acides gras pris en compte pour I’identification des TAG ;
e Lanature et les proportions des acides gras en position Sn-2 du glycérol ;
e La nature et les proportions des TAG différents entre eux par la nature des trois acides gras

présents.

La combinaison de ces trois types des résultats expérimentaux nous conduira a une composition en

TAG, ou ne seront pas distinguées les positions Sn-1 et Sn-3.

La non équivalence des trois positions du glycérol entraine 1’existence des isomeres de position
(lorsque les trois fonctions alcools ne sont pas acylées de la méme fagon) et d’isoméres optiques
(lorsque les deux fonctions alcools primaires sont acylées de facon différentes, le carbone médian

du glycérol devenant asymétrique).

Une numérotation unifiée des trois positions du glycérol est nécessaire afin de distinguer sans
ambiguité les isoméres de position des isomeres optiques. Cette numerotation stéréospécifique (Sn)
indique que dans la représentation de Fischer de la molécule de glycérol, dans laquelle la fonction
alcool secondaire est placée a gauche de la chaine carbonée, le carbone supérieur est le numéro 1, le

carbone médian le numéro 2 et le carbone inférieur le numéro 3.

Le nombre de combinaisons ternaires des divers acides gras ainsi identifié est assez important. Si on

désigne par n le nombre total d’acides gras, on peut avoir au maximum :

. N; TAG, si on considére I’ensemble des TAG et de leurs isomeres de positions et
optiques (distinction des positions 1 et 3 du glycérol), avec N;= n®
° N2 TAG, si I’on inclut les isoméres de position, mais sans tenir compte des énantiomeéres
n®+n’
2

(pas de differentiation des positions 1 et 3), avec N, =
o N3 TAG, différents entre eux uniquement par la nature des AG, avec

~ n®+3n*+2n

N, )
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sn-1 H,C—O0——CO—R;

R3 ocC O CH sn-2

sn-3 H,C—O0——CO—R,

ou Rj, Ry et R3 représentent les radicaux des chaines d’acides gras.

b. Méthodes d’analyse des triglycérides

En pratique, il n’existe pas une méthode parfaite pour déterminer la composition glycéridique

exacte d’une maticre grasse, mais on peut la faire en combinant plusieurs méthodes d’analyse.

La majorit¢ des méthodes utilisées pour identifier les TAG sont des techniques
chromatographiques (la chromatographie en phase gazeuse (CPG) sur colonne capillaire OV, la
chromatographie sur couche mince (CCM) de silice imprégnée d’une solution de nitrate
d’argent, la chromatographie liquide a haute performance (CLHP) utilisant une colonne en phase
inverse de type RP18).

La détermination des AG estérifiant la position 2 du glycérol a été réalisée pour la premiére fois en
1965 par Brockerhoff (Monseigny et al., 1979), en effectuant une digestion enzymatique de TAG par la
lipase pancréatique de porc qui est une enzyme esterhydrolase spécifique de la position 2. 1l existe
une autre méthode déterminant les acides gras estérifiant les fonctions alcools primaires du glycérol.
I1 s’agit de la réaction de Grignard qui utilise le bromure d’éthylmagnésium, réactif sans spécificité
de chaine, ni régiosélectivité (Goiffon et al., 1981). Ces deux méthodes ne donnent que la répartition
des AG sur les positions Sn-2 et Sn-1,3 du glycérol.

La méthode de Brockerhoff est aussi adoptée pour determiner les AG en positions Sn-1, Sn-2 et
Sn-3 (Figure 1.9). Les 1,2- et 2,3-diacylglycérols (DAG) obtenus aprés action du bromure
d’éthylmagnésium sur les TAG et séparation par CCM, sont transformés en 1- et
3-phosphatidylphénols. Ceux-ci subissent alors une digestion enzymatique par la phospholipase A,

du venin de serpent qui n’hydrolyse que les 3-phosphatidylphénols.
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—__OH
2|

T

N — 1 —__OH
2 L, +2 I

L3 L OH L3

1 ___ poh 1 ___poh

. = +9 vV, oH +OH ——|
L poh 3 L poh 3

Figure 1.9. Différentes étapes de la méthode de Brockerhoff. | : EtMgBr ; 11 : C.C.M; IlI :
dichlorophosphate de phényle, pyridine ; I\V: phospholipase A;; V : lipase pancréatique du porc

La figure 1.10, regroupe les différentes méthodes d’analyses stéréospécifiques des TAG.

TAG
Hydrolyse enzymatique lipase Hydrolyse chimique C,HsMgBr
pancréatique du porc Dérivatisation Réaction de Grignard
Sn-2, Sn-1,3 Sn-2, Sn-1,3
v

1- et 3-phosphatidylphénols
I

Phospholipase A, venin de serpent

!

Sn-1, Sn-2, Sn-3

Figure 1.10. Différentes méthodes d’analyse stéréospécifique des TAG
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L’ensemble de ces méthodes appliquées a un grand nombre de corps gras d’origines diverses
(graisses animales, huiles végétales, laits) ont permis d’énoncer des reégles générales de distribution

des AG au sein de TAG naturels (Pagout et hautfenne., 1987).

Ainsi, dans les TAG végétaux, les AG saturés estérifient préférentiellement les positions Sn-1 et
Sn-3 du glycérol. La position Sn-2 est occupée principalement par les acides gras mono- ou
poly-insaturés. Les acides gras particuliers se retrouvent majoritairement en position Sn-3 (Figure

1.11).
of

AG Saturés \ C, +—AG Insaturés

C; «—AQG Particuliers

Figure 1.11. Distribution des AG sur les trois positions du glycérol pour les huiles végétales

La distribution des AG des TAG des graisses animales differe des graisses végétales. La position
Sn-1 est ainsi occupée par des AG saturés. Les AG courts et insaturés estérifient la position Sn-2.
Enfin la position Sn-3 est occupée par les AG longs (Figure 1.12).

AG Saturés —— C1

C, <+—— AG Courts et Insaturés

AG Longs — C,

Figure 1.12. Distribution des AG sur les trois positions du glycérol pour les graisses animales

L’étude de la distribution stéréospécifique des AG dans les TAG est intéressante sur plusieurs
points de vue. La plus grande importance accordée a la détermination des AG en position Sn-2 est
due a I’intérét historique. Son analyse a été la premiere a étre développée. Cette analyse est trés
importante puisque, lors de la digestion chez les mammiferes, les 2-monoacylglycérols, ainsi que
les AGL correspondants, sont absorbés par les muqueuses intestinales apres hydrolyse préférentielle
des TAG sur les positions Sn-1 et Sn-3 par la lipase pancréatique du porc (Goiffon et al., 1981 ;
Brockerhoff., 1971).
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Les TAG sont isolés de 1’huile brute par chromatographie sur colonne ouverte de gel de silice par
¢lution du I’hexane selon la norme IUPAC 2.231 (Helme et Chirouze., 1984).

Apreés une estérification en milieu basique, les EMAG correspondants ont été analysés par CPG.
c. Détermination des TAG a partir des acides gras en position Sn-2

Une telle détermination nécessite 1’identification et la quantification des différents types de
triglycérides présents, 1’isolement de chacun d’entre eux afin de préciser la nature et la quantité de
chacun des acides gras occupant a chacune des trois positions du glycérol afin d’en déduire quels

isomeres présents et quelle est la proportion de chacun d’entre eux.

Les méthodes analytiques disponibles, en particulier pour le fractionnement des triglycérides, ne

sont pas encore suffisantes pour que le probléme puisse étre résolu dans tous les cas sans exception.

Si ’on considere que les acides gras estérifiant la molécule de glycérol en suivant une loi de
distribution de position des acides gras dans les triglycérides établie par plusieurs auteurs
(VanDerWal., 1960 ; Youngs., 1959 ; Coleman., 1963), il nous est alors possible, en utilisant les résultats de
la digestion de la lipase pancréatique des triglycérides, de quantifier les isomeres de position des
différents TAG.

Soit ABC, un TAG, mixte. Six isomeres différents de positions existent :

— A — A — B — B —C —C
B— | c— A—| c—I A—| B—|
¢ B ¢ LA B LA

Figure 1.13. Différents isoméres de position d’un TAG ABC

La digestion des TAG par la lipase pancréatique donne uniquement les pourcentages des acides gras
en Sn-2 et en Sn-1,3. Les positions Sn-1 et Sn-3 ne sont pas différenciées. Donc, seuls trois types de
TAG peuvent étre quantifiés. lls seront notés A(BC), B(AC), C(AB). Les AG entre parentheses
estérifient les positions Sn-1 et Sn-3 (Figure 1.13).

Les méthodes les plus adoptées pour la détermination de la composition des TAG sont la méthode
de Coleman et la méthode de Gunstone (Théorie 1) basées sur la composition des huiles en acides
gras en position-2 apres hydrolyse des huiles par la lipase pancréatique, (Coleman, 1961 et 1963 ;
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Gunstone., 1962). Si X est le pourcentage d’un acide gras dans le triglycéride et y le pourcentage de cet

—Y représente le

acide gras en position Sn-2 dans le triglycéride, alors que le quotient 3

pourcentage de I’acide en position Sn-(1+3). (Le détail de calcul est donné dans 1’annexe)

La proportion des acides gras des positions Sn-1 et Sn-3 du glycérol est calculée par la relation

suivante (Hamilton et al., 1986) :

3 [T.AG]% - [Sn-2]%
2

[Sn-13]% =

1.2.3.4. Détermination de la teneur de la fraction insaponifiable

On entend par matiéres insaponifiables d'un corps gras, I'ensemble des produits présents dans ce
corps gras qui, aprés saponification par traitement a I'ébullition a reflux de celui-ci par hydroxyde
alcalin éthanolique, extraction par un solvant spécifié et élimination de ce dernier, restent non

volatils dans les conditions opératoires décrites dans la norme NF T60-205 Nou : 1975.
1.2.3.5. Analyse des tocophérols
» Dosage des tocophérols totaux

La méthode adoptée pour ce dosage est celle d’Emmerie-Engel (Emmerie et Engel.,, 1939). Cette
méthode colorimétrique 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 I’orthophénantroline, forme un complexe rouge-orangé stable dont le coefficient

d’extinction molaire a 510 nm et est tres élevé.

Ce dosage peut étre réalisé soit a partir de 1’insaponifiable (Paquot et al., 1962), soit a partir de 1’huile
(Flanzy et Dubois., 1964). Chacun de ces dosages a ses avantages et inconvénients. Lorsque 1’on
effectue 1’analyse a partir de I’huile brute, on ne tient pas compte des composés tocophéroliques
engagés dans des combinaisons de type esters. En effet, la réaction d’oxydo-réduction, conduisant a
des composés de type quinonique, ne peut avoir lieu. L’analyse effectuée ne tient compte que des
tocophérols libres. Dans le cas du dosage a partir de I’insaponifiable, on dose les tocophérols
totaux, initialement libres et estérifiés. Lors des différentes manipulations nécessaires, une

dégradation partielle de ces composés peu avoir lieu, sauf cas particulier des huiles végétales



Chapitre I- Synthése bibliographique 30

pauvres en esters tocophéroliques. En fin de compte, les deux méthodes de dosage donnent des
résultats assez proches.

» Dosage quantitatif des tocophérols individuels

La méthode d’analyse préférée est par conséquent celle qui sépare et mesure les différents
vitaméres. Les méthodes colorimétriques s’appuyant sur la réaction d’Emmerie Engel et la
réduction du chlorure ferrique mais aussi sur la reaction avec 4,7-dipyridine ou
4,7-diphennanthroline. Les complexes formés sont plutdt instables et donnent une valeur des
tocophérols totaux. La méthode colorimétrique a été remplacée d’abord par la CPG, puis par la

CLHP qui est maintenant la méthode préférée (Joaquin et al., 2006).
1.2.3.6. Analyse des Stérols

Il s’agit d’une absorption spectrophotométrique suivant le test de Liebermann-Burchard (Naudet et
Hautfenne., 1986; Barreto.,, 2005) basée sur une réaction colorée spécifique des
3 B-hydroxystéroides 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 reactif spectral de Liebermann est constitué¢ par 60 ml d’anhydride acétique et 10 ml

d’acide sulfurique concentré et 30 ml d’acide acétique).
1.3. Les protéines

1.3.1. Définition

Le terme protéine qui veut dire ethymologiqguememnt "premier” caractérisé de la matiére premiére
primitive, ce sont en effet des substances de base commune a toute forme de vie. Elles sont des

principaux constituent des cellules animales et végétales (Calet et Dronne., 1996).

Les protéines sont des polymeéres linéaires synthétisées a partir des 20 a-aminoacides protéiques
qui, apres condensation, forment des liaisons peptidiques, elles sont des principaux constituants des
cellules animales et végétales (Calet et Dronne., 1996 ; Jacques et al., 2001). Elles ont un rdle
biologique capital, en particulier les enzymes, indispensable au déroulement des réactions dans les

cellules des organismes vivants (Calet et Dronne., 1996).

Les protéines contiennent les quatre éléments C, H, O, N et parfois S, P, Zn, Cu et les

a-aminoacides.
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Les protéines sont divises en deux grandes classes selon leur composition :

% Holoprotéines : qui liberent par hydrolyse que les acides aminés.

s Hétéroprotéines : qui libérent par hydrolyse les acides amineés et autres composées appelés :

groupements prosthétiques.

Selon la nature chimique des groupements prosthétiques on distingue :
- Les nucléoprotéines - Métalloprotéines
- Glycoprotéines - Lipoprotéines

- Phosphoprotéines
1.3.2. Structure chimique des protéines

Le terme protéine vient d'un mot grec signifiant " de premiére place” d’un point de vue chimique,
une protéine est un hétéro-polymere linéaire, c'est-a-dire qu’elle est le résultat de 1’enchainement

linéaire de monomeres : les acides aminés ou résidus (Jacques-Henry Weil., 2001).

Tous les travaux récents sur la structure des protéines se considérent qu’une molécule est formée
d’une ou plusieurs chaine polypeptidiques dont la quelles les acides aminés sont unis les uns aux
autres par des liaisons peptidiques impliquent des a-aminoacides de la série L dans les regnes

végétales et animales (Figure 1.14).

NH,—CH —— CO-NH ——CH ——CO- NH —CH —CO-NH—CH —COOH
Rl R2 Rn Rn+:L
liaison
peptidique

Figure 1.14. Structure générale des protéines

1.3.2.1. Structure primaire

La structure primaire d’écrit la séquence des acides aminés a I’intérieur de la chaine peptidique
Cette séquence est fixée et traduit I’information contenue dans le géne qui code cette protéine

spécifique (Frenot et Vierhing., 1997 ; Mokrane., 2010).


http://www.decitre.fr/auteur/166539/Jacques+Henry+Weil/
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1.3.2.2. Structure secondaire

Une chaine d’acides aminés posséde au niveau des liaisons peptidiques de nombreux groupement
- CO et -NH ceux-ci peuvent établir entre eux dans I’espace des liaisons hydrogeénes et forment une

structure secondaire (Frenot et Vierhing., 2001 ; Mokrane., 2010 ; Srinivasan et Rose., 1999).
1.3.2.3. Structure tertiaire

La structure tertiaire écrit la structure tridimensionnelle d’une protéine et se frome a la suite de
distorsions de structures secondaires (Frenot et Vierhing., 2001). Elle désigne la facon dont les chaines
polypeptidiques sont courbées dans les trois dimensions pour former les structures compactes et
extrémités enroulées des protéines globulaires. Cette structure permet a la protéine d'assurer de

facon efficace son rble biologique (effet catalytique des enzymes) (Mokrane., 2010 ; Turner et al.,
1985).

1.3.2.4. Structure quaternaire

De nombreuses protéines sont constituées, de plusieurs sous unités ou chaines polypeptidiques
associées par des liaisons non covalentes et dans certaines cas, par des ponts disulfure la structure
quaternaire se réféerée a la structure tridimensionnelle réalisée par 1’association des oust unités

(Frenot et Vierhing., 2001 ; Mokrane., 2010 ; Bratti., 1972).
1.3.3. Propriétés chimiques des protéines

> L’une des propriétés les plus intéressantes des composés protéiques sont apparait dans la
réaction colorée de biuret, dans un mélange protéines plus le réactif de Gornall, les ions
Cu*? forment avec les liaisons peptidiques un complexe coloré en violet qui absorbe dans le
visible (Polnoveski et al., 1977).

» L’hydrolyse des protéines: I’hydrolyse acide dans un acide minéral comme I’acide
chlorhydrique (HCI) de normalité 6N a la température de 105-110°C pendant 24 heures.

Cette hydrolyse libere la totalité des acides aminés.

> Solubilite : La solubilite des protéines dans une solution aqueuse contenant des sels dépend
de deux effets antagonistes liés d'une part aux interactions électrostatiques et d'autre part aux

interactions hydrophobes (Jacques-Henry Weil., 2001).

» L'analyse élémentaire d’une protéine quelconque reléve la présence de carbone, 0Xygene,

hydrogéne, d'azote, de soufre et parfois phosphore (Tableau 1.3).


http://www.decitre.fr/auteur/166539/Jacques+Henry+Weil/
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Tableau 1.3 : Analyses élémentaire des protéines (Polnoveski et al., 1977).

Elément Minimum (%0) Maximum (%) Moyenne (%)
Carbone 50 55 52.5
Oxygeéne 19 24 21.5
Hydrogéne 6.6 7.3 6.9
Azote 15 19 16
Soufre 0.3 2.4 1.35

1.3.4. Role des protéines
Le role des protéines se classe en quatre catégories :

> Role chimique : Les protéines sont des molécules indispensables au bon fonctionnement du
corps humain. Leurs réles sont multiples et dépassent la seule construction musculaire
(Godon., 1996).

» Role biologique : Les protéines possédent un rdle structural, fonctionnel et de réserve il ya
pas de vie sans eau mais non plus sans protéine. Elles jouent un réle essentiel dans les
fonctionnements des cellules vivantes (Alais et al., 2008).

» Role structural : Les protéines sont les molécules de construction et de réparation des tissus
du corps humain. Ce réle de construction est indispensable pour les muscles, mais aussi
pour tous les organes du corps (Alais et al., 2008). Elles participent a I'immunité, la digestion,
le transport de I'oxygéne, la transmission de I'influx nerveux (Godon., 1996).

» Role énergétique : En cas d'épuisement des glucides et des lipides, les protéines servent de
source d'énergie. Elles permettent de récupérer 4 kcal par gramme de protéines (Alais et al.,
2008).

1.3.5. Dosage des protéines

Un grand nombre de méthodes a été utilisé pour le dosage quantitatif des protéines : méthodes de
dosage nécessitant la dégradation par voie chimique des protéines (méthode de Kjeldahl, Dumas,
Kofranyi, dosage des acides sialiques), méthodes par titrage a la formaldéhyde, par fixation de
colorant, par colorimétrie, par spectrométrie d'absorption dans l'infrarouge et l'ultraviolet ou par
fluorescence dans l'ultraviolet, méthodes turbidimétriques, méthodes électrophorétiques, méthodes
chromatographiques, méthode immunologiques et par action d'exopeptidases (carboxypeptidase A).

Les avantages et les inconvenients de chacune d'elles sont discutés (Sari Pihlasalo., 2011).


http://www.eyrolles.com/Accueil/Auteur/charles-alais-66136
http://www.eyrolles.com/Accueil/Auteur/charles-alais-66136
http://www.all-musculation.com/nutrition/glucides/description-glucides.html
http://www.all-musculation.com/nutrition/lipides/definition-lipides.html
http://www.eyrolles.com/Accueil/Auteur/charles-alais-66136
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1.4. Composés Phénoliques

1.4.1. Présentation générale des polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le régne
végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits et de ce fait ils sont des
¢lements faisant partie de I’alimentation animale. Les polyphénols sont des métabolites secondaires,
ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de

I’organisme végétal, comme la croissance, ou la production.

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et de
phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité de molécules qui

sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire.
1.4.2. Classification des polyphénols

Une classification de ces substances a été proposee par Harborne en 1980 (Tableau 1.4). On peut
distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes

constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base.

Trois principales classes sont largement répandues :
e Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques) ;
e Les flavonoides ;

e Les tanins et lignines.

Les flavonoides representent la famille la plus impotante des composés phénoliques. Ils désignent
une tres large gamme de composeés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Certains sont
des pigments quasi-universels des végétaux. Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des
molécules dont les plus importants sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les
dihydroflavanols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes.
Ces divers composés se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides. On les
trouve, d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés
dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. lls ont une origine biosynthétique
commune et par définition, les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure du
diphénylpropane (Cg-C3-Cg); les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux
benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (Figure 1.15).
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Figure 1.15. Squelette de base des flavonoides (Ghedira., 2005).

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les deux cycles

aromatiques A et B et le cycle central C.

Tableau 1.4 : Principales classes de composés phénoliques (Collin et Crouzet., 2011).

Squelette carboné Classe Exemple Origine
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
Ce-Cy Acides p-hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
Ce-Cs Acides Acide caféique, acide Pomme de terre,
hydroxycinnamiques, férulique Pomme, citrus
Phenylpropenes Myristicin, eugénol
Coumarines Scopolétine
Isocoumarines Myristicine, eugénol
Chromones Eugenine
Ce-Cy Naphtoquinones Juglone, plumbagine Noix
polyphénols
Cs-C1-Cq Xanthones Mangiferine
Cs-C,-Cs Stilbénes Resvératrol Vigne
Anthraquinones
Ce-C3-Cs Flavonoides, Anthraquinones Fruit, légumes,
isoflavonoides fleurs, soja, pois
(Ce-C5), Lignanes Quercétine, cyanidine, Pin
Neolignanes daidzéine
(C6-C3-Co): Biflavonoides Pinorésinol
Eusiderine
(C6-C3)n Lignines Amentoflavone Bois, fruits a

(Ce-C3-Ce)n

Tanins condensés

noyaux, raisin, kaki
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1.4.3. Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leurs structures chimiques.
Ils constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les fruits et les légumes
puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules.

Contrairement aux antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le
butylhydroxytoluene (BHT) et 2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), les polyphénols n’ont aucun
effet nuisible sur la santé humaine (Lhuilier, 2007).

Le role des composeés phénoliques Chez les humains est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs

propriétés antioxydantes (Smyth et al., 2009 ; Vafeiadou et al., 2009 ; Rao et al., 2009 ; Macheix., 2005).

Les polyphénols sont également utilisés dans I’industrie agro-alimentaire comme additif, colorant,
arbme ou agent de conservation ((Bahorun, 1997 ; Guignard, 1996 ; Di Domenico, 2012 ; Hae-Suk Kim et al.,
2014).

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur capacité a piéger

les radicaux libres qui apparaissent dans plusieurs situations, telles que : 1’anoxie, 1’inflammation et
I’auto-oxydation des lipides (Kupeli and Erdem., 2007 ; Dufour et al., 2007 ; Kipeli and Erdem., 2007 ;

Dufour et al., 2007).

Flavonoide (OH) + R® ———— flavonoide (O’) + RH

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des flavonoides et leur
capacité a piéger les radicaux libres (Calgarotto et al., 2007 ; Rangkadilok et al., 2007 ; Maisuthisakul et al.,
2007). lls inhibent aussi lI'oxydation des LDL et, de ce fait, peuvent prévenir l'athérosclérose et

diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (Palinski et al., 1989).

Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés

dans le tableau 1.5 :


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986109000071
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Tableau 1.5 : Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans 1’organisme

Polyphénols Activités biologiques

Références

) ’ ) ] Antibactériennes, anti-ulcéreuses,
Acides phénols (cinnamiques et . o o
antiparasitaires antifongiques,
benzoiques) )
antioxydantes

Protectrices vasculaires, anti-
Coumarines inflammatoires, anti parasitaires

analgésiques et anti oedémateuses

Antitumorales, antiparasitaires,
vaso, dilatoires, antibactériennes,
anti carcinogénes, anti-
inflammatoires, analgésiques,
Flavonoides hypotenseurs, antivirales,
diurétiques, ostéogene,
antioxydantes, anti-
atherogéniques, antithrombotique,

anti-allergique

Protectrices capillaro-veineux,

Anthocyanes .
anti oxydant
Effets stabilisants sur le collagene,
Proanthocyanidines antioxydant, antitumoral,

antifongique et anti-inflammatoire

Tannins galliques et caté- ]
_ Antioxydantes
chiques

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques

(Sannomiya et al., 2005 ; Barros et
al., 2008 ; Gurbuz., et al., 2009 ;
Collin et Crouzet., 2011).

(Ito et al., 2005; Win et al., 2008 ;
Hitara et al., 2009 ; Melagraki et
al., 2009; Kalkhambar et al,
2007 ; Smyth et al., 2009 ; Collin et
Crouzet, 2011).

(Wollgast et Anklam., 2000 ;
Hitara et al., 2009 ; Tripoli et al.,
2007 ; Li et al., 2008 ; Rao et al.,
2009 ; Vafeiadou et al, 2009;
Ranajit et al., 2008 ; Choi et al.,
2009 ; Maurya et al., 2009;
Raimundo et Shadel., 2009 ; Shon
et al., 2004 ; Collin et Crouzet,
2011).

(Bruneton., 1993).

(Masquelier et al., 1979).

(Okamura et al., 1993 ; Kubata et
al., 2005).

(Kim et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barros%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18930797
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986109000071
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874390008000621
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1.4.4. Analyse des polyphénols

Les dosages les plus adoptés aux polyphénols sont :

» Dosage des polyphénols totaux par spectrophotométrie méthode de Folin-Ciocalteu
(méthode non spécifique). Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en
phénols totaux. Ce dosage non spécifique s’effectue a partir des extraits aqueux. Le réactif
de Folin-Ciocalteu est un mélange d’acide phosphorique et phosphomolybdique (état de
valence +VI du métal) qui peut étre réduit par des phénols (Il réagit avec la fonction —OH)
en oxyde de tungsténe et de molybdene, différents états de valence des métaux. Cette
réaction se traduit par le développement d’une coloration bleue foncée, qui passe une
absorption maximale aux environs des 760 nm permettant de déterminer la concentration
des polyphénols en se référant a une courbe d’étalonnage a partir des concentrations
connues (Catalano et al., 1999; Collin et Crouzet., 2011). Les structures électroniques des
produits de réduction ne sont pas bien connues. La réaction d’oxydation est accélérée en
milieu alcalin (carbonate de sodium Na,COj3). (Singleton et Rossi., 1965 ; Bonoli et al., 2004;
Georgé et al, 2005). Pour réaliser les courbes de calibration, I’acide gallique et la

(+) catéchine sont souvent pris comme référence.

» Dosage des polyphénols par méthode CLHP : Cette analyse habitieullement utilisée, nous
permet d’identifier les composés phénoliques individuels. Le dosage des polyphénols sur
HPLC, constitue une technique séparative qualitative et quantitative, sur colonne phase
inverse. Des systémes binaires d’élution sont préconisés : le solvant A est un milieu aqueux
acidifiés (acide acétique, acide phosphorique ou acide formique) et I’¢luent B est un milieu
organique moins polaire (méthanol, acétonitrile), éventuellement acidifié. En sortie
d’HPLC, les phénols peuvent étre détéctés par absorption UV (préférentiellement une

barrette de diode) ou par fluorimétrie.
I.5. Activité antioxydante

L’activité antioxydante (AAO) a été étudiée par de nombreux auteurs, au travers d’une grande
diversité de principes actifs, de drogues, de molécules, de modes d’action et de grande variété de
tests susceptibles de mettre en évidence cette activité. Les phénomenes caractérisant I’AAO ont été
surtout abordes vis-a-vis des corps gras qui sont un des principaux champs d’application des
produits a effet antioxydant. Il ya donc une multitude de résultats concernant ce type d’étude. Ces

derniers ne sont maleureusement pas toujours corrélés entre eux. (Yousfi., 2005).
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1.5.1. Especes oxygénées réactives-stress oxydant

En conditions physiologiques, le dioxygene, élément indispensable a la vie, produit au niveau de la
mitochondrie des especes oxygénées réactives (EOR) particulierement toxiques pour 1’intégrité
cellulaire (Tableau 1.6). Ces EOR, dont font partie les radicaux libres, sont dotées de propriétés
oxydantes qui les amenent a réagir, dans 1’environnement ou elles sont produites, avec toute une

série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN, glucose, ...) (Dhalla et al., 2000). .

Tableau 1.6 : Les principales especes oxygénées réactives (Bartosz., 2003).

Espéces oxygénées réactives Formule

Peroxyde d’hydrogene H,0;
Anion superoxydes 0,
Hydroxyle OH’

Peroxyle ROO’

Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO’
Oxygéne singulet 0,
Oxyde nitrique NO’

En effet, la pollution (oxydes d’azote...), 1’absorption d’alcool ou de certains médicaments,
I’exposition prolongée au soleil et le tabagisme, sont également des facteurs qui génerent

I’apparition des EOR (Patel. et al., 2000 ; Griendling et al., 2000 ; Kohen et Nyska., 2002).

Ainsi, certaines réactions enzymatiques telles que la NADPH oxydase, la lipoxygénase et la
xanthine oxydase sont susceptibles de surpasser nos défenses antioxydantes naturelles (superoxyde
dismutase, catalase, glutathion peroxydase et autres enzymes antioxydantes), provoquant ainsi des

dégats cellulaires. Ce déséquilibre nous menent au stress oxydatif (Fang et al., 2002; Servais., 2002 ;
Favier., 2003 ; Boutabet., 2007 ; Xu et al., 2006 ).

De manicre générale, le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la
balance des pro-oxydants et les systemes de défenses (antioxydants) (Pincemail et al., 2002 ; Olivier
Sorg., 2004 ; Koechlin-Ramonatxo., 2006). Avec comme conséquence, 1’apparition de dégats souvent
irréversibles pour la cellule allant de ’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies
inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le diabete (Halliwell and Whiteman., 2004;
Valko et al., 2006). Le rdle du stress oxydant a été également évoqué méme dans des processus

physiologiques tel que le vieillissement (Lehucher-Michel et al., 2001 ; Olivier Sorg., 2004 ; Valko et al.,
2006 ; Huang et al., 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dhalla%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10872549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Griendling%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11031201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boutabet%20K%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20S%5Bauth%5D
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1.5.2. Les antioxydants

Notre organisme est equipé de tout un systeme complexe de défenses antioxydantes enzymatiques
et non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et extracellulaires. Un antioxydant est
une substance qui inhibe ou retarde significativement 1’oxydation d’un substrat, alors qu’elle
présente une concentration tres faible dans le milieu ou elle intervient (Halliwell et Gutteridge., 1990).

D’apres Halliwell (1994), les mécanismes de 1’action d’un antioxydant peuvent comprendre

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

» La protection des systémes de défense antioxydants.
1.5.2.1. Les antioxydants de synthése

Les antioxydants de synthéses sont introduits dans toutes les formulations contenant des corps gras
insaturés et parfois aussi dans des phases aqueuses ou se trouvent des extraits végetaux riches en
oxydases (Perrin., 1992). Dans 1’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA) (E320), butylhydroxytoluéne (BHT) (E321) et des esters de 1’acide
gallique tel que gallate propylée (PG) (E310), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et
moins chers que les antioxydants naturels (wang et al., 2003). Cependant, il a été montré que ces
antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000). En effet, le BHA convertirait
certains produits ingérés en substances toxiques ou carcinogénes en augmentant la sécrétion des
enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques (Barlow., 1990). Ainsi Le BHT
présenterait des effets carcinogénes chez le rat (lto et al., 1985). Par conséquent, et vue le désir des
consommateurs de retourner a l'utilisation des produits naturels, la recherche des sources naturelles

d'antioxydants a provoqué l'intérét des grands laboratoires spécialisés (Frankel., 1993).
1.5.2.2. Antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont été proposé. Elles incluent le
béta-caroténe, I'albumine, l'acide urique, les oestrogenes, les polyamines, les flavonoides, I'acide
ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E...etc (Koechlin Ramonatxo., 2006). Elles peuvent
stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier

les acides gras libres.


http://www.researchgate.net/profile/Christelle_Ramonatxo
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1. Matériel et méthodes

11.1. Matériels

11.1.1. Matériel végétal

Dans ce travail le choix a été retenu sur 1’espéce de citrouille (calebasse), cultivée dans la Wilaya de
Laghouat (Sebgague : environ 100 km au nord ouest de Laghouat). Les citrouilles étudiées ont été
récoltées entre les mois de Juillet et AoGt 2008 et 2009. Le choix a été fixé sur huit échantillons de
graines (4 échantillons de la récolte de ’année 2008 et 4 autres de 1’année 2009). Les graines des
différentes citrouilles cultivées ont été ensuite séparées de la chair et séchées a I’obscurité jusqu’a
leur analyse. Dans un souci de simplicité nous donnons des codes a nos échantillons d’huiles : 81,
82, 83 et 84 pour les échantillons de la récolte de 2008 ; 91, 92, 93 et 94 pour les échantillons de la
récolte de 2009(Figure 11.1).
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Figure 11.1. Photos des graines de huit échantillons étudiées de citrouille (Cucurbita pepo)
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11.1.2. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans ce travail, sont d’un grade analytique élevé : le 1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyl (DPPH), I'acide ascorbique, le Trolox, vitamine E, BHT, BHA, le trifluorure de bore
(10% dans du methanol) et la lipase pancréatique ont été amenes de Sigma-Aldrich. L'hexane,
I'éther de diéthyle, le méthanol, 1’éthanol, butanol, I'acide formique, l'acide chlorhydrique, le

chlorure de calcium, de lI'acétone et tous les réactifs étaient de Fisher Scientific.
11.2. Méthodes
11.2.1. Extraction et analyse des lipides

11.2.1.a. Extraction des lipides

Afin d'extraire et de déterminer la teneur en matiéres grasses, nous avons adopté la méthode de
I’extraction par Soxhlet en utilisant les gaines de citrouille completement broyées comme
matiere végétale et I’héxane comme solvant. Les extraits sont ensuite séchés par le sulfate de
sodium anhydre. Aprés filtration, le solvant est évaporé sous pression réduite a 40°C. Les
extraits obtenus represntent un aspet huileux de couleur verte olive. Chaque extrait est pesé et la

teneur en huile a été calculée par la relation suivante :

Poids de I'huile extraite x 100

Teneur en huiles =
Poids total des graines

11.2.1.b. Détermination des indices physicochimiques

Nous avons déterminé quelques indices chimiques qui caractérisent les matieres grasses en utilisant
les normes AFNOR (Association Frangaise de Normalisation) (AFNOR, 1984). Ces indices
permettent de faire quelques estimations sur les masses moléculaires moyennes des acides gras et
des triglycérides déterminés par I’indice de saponification (I.S) et sur la teneur en acides gras libres
par la détermination de I’indice d’acide (I.A). Nous avons également déterminé la teneur de 1’huile
en matiéres insaponifiables et quelques caractéristiques physiques telles que 1’indice de réfraction et

la densité.
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» Indice d'acide (1.A)

La détermination de I’indice d’acide est réalisée en utilisant la norme (AFNOR NFT60-204).
Une quantité de masse bien précise d’huile est solubilisée dans 10 ml de chloroforme. La
solution organique est ensuite dosée par une solution éthanolique d'hydroxyde de potassium
0,IN jusqu' au virage de I’indicateur coloré utilisé. L'indice d'acide est calculé par la relation

décrite dans le chapitre I.
» Indice de saponification (1.S)

La détermination de 1’indice de saponification est réalisée par la norme (AFNOR. NF T60-
206). Une quantit¢ d’un gramme d’huile est saponifiée a reflux par 25 ml de KOH
éthanolique (0,5N) pendant une heure. L’excés du KOH est neutralis¢é par de I’acide
hydrochlorique (0,5N) en présence de phénophtaléine comme indicateur coloré. Un essai a
blanc est réalisé dans les mémes conditions sans 1’huile. L’indice de saponification est

calculé par la relation décrite dans le chapitre .
» Ladensité d*’

A une température ambiante, un volume précis de corps gras a été pesé. La masse de ce

dernier est divisée par la masse du méme volume d’eau a la méme température (27 °C).
> Indice de réfraction n*’

L'indice de réfraction est déterminé dans un réfractométre en utilisant la raie «D» du sodium
a une température aussi proche que possible de la température de référence. La température
est choisie de facon que le corps gras soit entierement liquéfié. La détermination de cet
indice est donnée par lecture directe sur le réfractométre a temperature ambiante (27°C).

11.2.1.c. Préparation et analyse des EMAGS dans I’huile

Dans un ballon de 250 ml, on introduit 5 g d’huile et 100 ml d’une solution alcoolique de potasse
(IN). On chauffe a reflux pendant 1h30 mn puis on ajoute 200 ml d’eau distillée. La phase aqueuse
basique est extraite 3 fois par 50 ml d’éther, séchée par Na,SO4 anhydre, filtrée puis évaporée sous
pression réduite. On obtient ainsi de la fraction insaponifiable. Le rendement en composés

insaponifiables est obtenu par peser du contenu du ballon aprés évaporation sous pression réduite.
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Les acides gras, sous forme de sels de potassium dissous dans la phase aqueuse, sont régénérés par
addition d’une solution d’acide chlorhydrique a 30%. Ils sont ensuite extraits par 3 fois 50 ml
d’hexane. La phase hexanique est lavée a 1’eau distillée jusqu'a neutralité, séchée sur sulfate de
sodium (Na,SQ,) anhydre, filtrée puis évaporée sous pression réduite. Ensuite, 100 mg d’acides
gras sont mis en solution dans 5 mL d’une solution méthanolique de trifluorure de bore a 10 %.
L’ensemble est porté a reflux pendant 10 mn. Aprés avoir laissé reposer 5 minutes, on ajoute 20 mL
d’eau distillée. Apres décantation, les esters méthyliques sont extraits par 3 fois 20 mL de I’hexane.
La phase hexanique est lavée plusieurs fois a 1’eau distillée jusqu’a neutralisation, séchée sur sulfate
de sodium anhydre, filtrée puis évaporée sous pression réduite. Les esters méthyliques (EMAGS)

ainsi obtenus sont conservés au réfrigérateur a 6°C.

L’analyse des EMAGsS a été effectuée par chromatographie en phase aqueuse (CPG) en utilisant un
chromatographe Delsi gaz-chromatography muni d’un détecteur a ionisation de flamme FID. La
chaine chromatographique est composée d’une colonne capillaire MEGA 10 (longueur 25 m,
diamétre interne 0,25 mm, épaisseur de phase 0,25um) avec une température de 150°C a 200°C a
raison de 2°C /mn. La température de I’injecteur et de détecteur est de 250°C. L’helium est utilisé

comme un gaz vecteur avec un débit de 1 mL/min.

11.2.1.d. Analyse des EMAGSs dans les Triacylglycerols (TAGS) purifiés

Les TAGSs sont isolés de I’huile brute par chromatographie sur colonne ouverte de gel de silice avec
I’hexane comme éluant selon (Pagout et Hautfenne., 1987). 5g de gel de silice sont mise en suspension
dans I’hexane puis transvasés dans une colonne en verre. Environ 2g d’huile sont dissous dans un
minimum de volume d’hexane et déposée en téte de la colonne. L’¢lution est réalisée par 80 ml
d’hexane. Les triglycérides purifiés sont obtenus apreés avoir €vaporé le solvant sous pression
réduite, la pureté est controlée sur couche mince, 1’élution est réalisée par un systéme de solvant

constitué par hexane/diéthyl éther (7/3 : V/IV).

Pour preparer les EMAGS, on pése 0,2 g de TAG purifiés et on ajoute 5 ml d’une solution
méthanolique d’hydroxyde de sodium (NaOH/MeOH) de concentration de 2 g/100 ml, le tout doit
étre sous ébullition a reflux pendant 30 minutes jusqu’a disparition des gouttelettes de matiere
grasse. Dans le mélange maintenu a 1’ébullition on ajoute 2 ml d’une solution méthanolique de
trifluorure de bore (10%) par le haut de réfrigérant, et on poursuit I’ébullition pendant 10 minutes,
on arréte le chauffage et aprés refroidissement on ajoute 20 ml d’eau distillée. Dans une ampoule a
décanter de 250 ml, les esters méthyliques sont extraits 2 fois avec 30 ml d’hexane. La phase

organique est lavée 4 fois par de 1’eau jusqu’a la neutralisation. Aprés séchage par sulfate de
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sodium anhydre, le solvant est filtré puis évaporé sous pression réduite. Les EMAGS ainsi obtenus

sont repris dans le diéthyl éther et conservés au réfrigérateur jusqu’a leur analyse par CPG.

L’analyse des EMAGS a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse (CPG) en utilisant un
chromatographe Chrompack CP 9002 muni d’un détecteur a ionisation de flamme FID. La chaine
chromatographique est composée d’une colonne capillaire PEG (polyéthyléne glycol) (30 m de
longueur et 0.32 mm de diamétre et 0.25 um d’épaisseur) avec un injecteur SPLIT 1/100 de
température de 250°C. La température du four est maintenue 150°C pendant 3 min en suite elle
augmente a raison de 4°C/min juqu’a 220°C ou elle se stabilise pendant 20 min. L’azote est utilise

comme un gaz vecteur avec un débit de 1 mL/min.
11.2.1.e. Analyse des acides gras en position 2

Certains organismes vivants possedent des enzymes lipolytiques susceptibles d'agir sur les liaisons
ester de glycéride, tenant compte des positions occupant sur le glycérol. La lipase extrait du
pancréas du porc intervenant spécifiquement sur la position 1,3 de triglycéride et permettant
d'obtenir un monoglycéride-2 et des acides gras libres, une méthode a été développée dans le cadre
des travaux du conseil oleicole international et normalisée (UIPAC et AFNOR NF ISO 6800)
(Figure 11.2).

Aprés I'hydrolyse enzymatique du corps gras dans des conditions déterminées : température de
milieu et pH, les monoglycérides en position-2 sont isolés par chromatographie sur couche mince
(CCM), puis ces acides constitutifs sont transformés en ester méthyliques pour déterminer leur
composition par chromatographie en phase gazeuse (CPG). Cette méthode est utile pour le contrdle
de pureté des huiles.

L:H,—Z::ucn:m1 Cle—OH

CH——0COR, CH —0OCOR,

CH, DCOR, CHy, —OH

@ Monoglycéride-2

Figure 11.2. Action de la lipase pancréatique sur les triglycérides
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Une quantité de 1 g de TAG déja purifiés sont hydrolysés en présence de 10 ml d’une solution
tampon de 1,2M de chlorure d’ammonium (NH4CI) et 4 ml de chlorure de calcium hydraté a 22 %
(CaCly, 2H,0) et 2 ml de sel biliaire a 25%. Quand le mélange réactionnel atteint la température
de 37 °C, on ajoute 100 mg de la lipase et on agite pendant 45 minutes. La réaction est stoppée en

ajoutant 1ml d’une solution aqueuse d’acide hydrochlorique (4N).

Les produits de I’hydrolyse sont récupérés avec le diéthyle éther par une extraction liquide-liquide.
La phase organique est lavée 3 fois avec de I’eau afin d’éliminer toutes traces d’acide, puis traitée
par du sulfate de sodium anhydre. Apres filtration, le solvant est évaporé sous pression réduite a
40°C.

Les produits de I’hydrolyse sont solubilisées dans 1 ml de chloroforme, puis fractionnés par
chromatographie préparative de couche mince de Gel de silice (Quinlin et al., 1958 ; Bilyk et al., 1991).
L’¢lution est réalisée par un systéme de solvant constitué par éther de pétrole : diéthyl éther : acide
formique : 6/4/0,1 (VIVIV). Aprés désorption des mono glycérides, ils sont récupérés par le
chloroforme et sous agitation pendant deux heures. Le solvant est filtré et évaporé sous pression
réduite. Les EMAGs des mono glycérides sont préparées de la méme maniere que celle utilisée pour
les TAGs. Egalement ils sont analysés par CPG dans les mémes conditions que celles des TAGs.

11.2.1.f. Dosage des Stérols par UV-visible

IIs s’agit d’une absorption spectrophotométrique suivant le test de Liebermann-Burchard (Naudet et
Hautfenne., 1986 ; Barreto., 2005), bas¢ sur une réaction colorée spécifique des 3 B-hydroxystéroides
possédant une double liaison en position 5-6.les stérols forment un complexe stable avec
I’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le visible a une longueur d’onde de 550
nm.(le réactif spectral de Liebermann est constitu¢ 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 du cholestérol, de concentration 1g/1, nous avons préparé
une série de gamme de solutions afin de tracer une courbe d’étalonnage liant la densité optique en
fonction de concentration. On prend 1ml de chaque solution et on ajoute 2ml du réactif de
Liebermann puis on laisse la coloration se developpe et se stabilise pendant 25 min. On mesurant
I’absorbance a 550 nm de chaque solution, nous obtenons la courbe d’étalonnage. Les échantillons
sont traités de la méme maniere et la teneur en stérol sera déterminée a partir de la courbe

d’étalonnage.
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11.2.1.9. Analyse des Tocophérols
» Dosage spectrophotomeétrique des tocophérols

Nous avons adopté la méthode de dosage colorimétrique d’Emmerie-Engel (Emmerie et Engel., 1939).
Une droite d'étalonnage tracée a partir d'a-tocophérol commercial, permet de relier la densité
optique et la concentration de tocophérol exprimée en g.L™. A partir d'une solution commerciale de
la vitamine E, nous avons préparé dans 1’hexane des solutions ayant des concentrations bien
déterminées, 1ml de chaque solution fille plus 1ml de réactif (Ortho-phenantroline) et 0.5ml FeCl;

(solutions éthaloniques). Aprés 3min on mesure I’absorbance a 510 nm.

Nous avons effectué le dosage des tocophérols totaux a partir des extraits sur I'huile extraite de la

méme maniere et la teneur en tocophérols totaux sera déterminée a partir de la courbe d’étalonnage.
» Dosage des tocophérols par CLHP

Nous avons effectué 1’analyse par CLHP en utilisant un appareil de type Waters muni d’une
colonne apolaire a phase inverse (RP18), ’analyse se fait en mode isocratique, par 1’injection
directe de 20ul d’échantillon dilué dans le pentane avec un mélange méthanol/eau (92/8 : V/V)
comme ¢luant. La détection est faite par fluorimétrie a une longueur d’onde d’excitation de 290 nm
et une longueur d’onde d’émission de 330 nm. Un étalonnage externe nous a permis de quantifier
chaque tocophérol dans I’huile par comparaison a des tocophérols étalons (standards) (a-, B- et

8- tocopherols).
11.2.1.h. Classification ascendante et hiérarchique (CAH)

A des fins comparatives de la composition triglycéridique et la composition tocophérolique de nos
échantillons avec celle des autres huiles déja étudiées on a utilisé une technique complémentaire de
I’analyse des données, en utilisant un logiciel XLSTAT. Cette meéthode est basée sur la

classification ascendante hiérarchique (CAH).
11.2.2. Extraction et dosage des protéines
11.2.2.1. Extraction des proteines

Apres avoir sécher, les graines des huit échantillons a I’obscurité, elles sont ensuite finement
broyées et délipidées par ’hexane. Les protéines sont extraits par macération a froide de 0.5g de

tourteaux délipidées avec 20 ml de chaque solvant (H,O, NaCl et Ethanol & 70%).
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Dans le but de doser les protéines individuelles (albumine, globuline, prolamine) nous avons

procédé a une extraction a froid par élimination dans 1’ordre « albumine, globuline, prolamine ».

L’albumine est extraite en traitant 0.5g de tourteaux avec 10 ml d’eau distillé sous agitation
pendant 15mn, le mélange est centrifugé pendant 20 mn. L’opération est refaite 2 fois, a la fin on

obtient les filtras qui contiennent I’albumine.

Le résidu est retraité 2 fois par une solution aqueuse de NaCl (0.5M) de la méme méthode utilisée

dans le cas de I’albumine. Cette extraction nous permettra d’obtenir la globuline.

En fin, la prolamine est obtenue par I’extraction du résidu par la méme manicre lors de I’extraction

de I’albumine et la globuline mais en utilisant une solution éthanolique a 70 % comme solvant.

Chaqgue échantillon choisi des graines pour extraction a subi rigoureusement le méme traitement

d’extraction par macération.
11.2.2.2. Dosage des composes protéiques

De nombreuses méthodes ont été mises au point pour doser les protéines. Ce sont généralement
des méthodes spectrophotométriques basées sur diverses caractéristiques spectrales ou
réactionnelles des acides amines constituant les protéines. Des comparaisons entre ces méthodes
sont disponibles. Le choix dépend des besoins et des caractéristiques recherchées : fiabiliteé,
sensibilité, taille des échantillons, possibilit¢ de récupérer 1’échantillon apres dosage, présence de
substances interférents dans 1’échantillon. Deux méthodes ont été choisies pour le dosage des

protéines : la méthode de Biuret et la méthode de Lowry.
» Meéthode de Biuret

Sous ’action d’une solution alcaline forte de sulfate de cuivre, les protéines donnent un complexe

coloré bleu a violet pourpre (Figure 11.3). Cette réaction, dite du Biuret (Hubert, 1998).

Cette méthode a été développée par Gornall et al 1949 qui ont appliqué la réaction du Biuret a cause
la simplicité, et la rapidité, et relativement spécifique de la liaison peptidique qui forme avec le
réactif de Gornall un complexe stable de coloration violette qui absorbe de la lumiere visible a

540nm (Noll et al., 1974).

Le réactif de Gornall composé de sulfate de cuivre (coloration bleu du réactif due aux ions Cu®"),

hydroxyde de sodium et le tartrate double de sodium et potassium qui chélate les ions de Cu®* pour
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éviter leur précipitations, en milieu trés alcalin d’hydroxyde de cuivre insoluble et en présence de

I’iodure de potassium pour éviter la réduction du cuivre (Gravriliare et al., 1996).
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Figure 11.3. Complexe de Biuret

Tout d’abort nous établi une courbe d’étalonnage de I’albumine. A partir d’une solution mere
d’albumine de concentration 10 g/L préparé dans une solution de NaCl 0.5M, On a préparé des
solutions fille a des concentrations bien connues, a une quantité 1ml de chaque solution et 3 ml de
réactif de Gornall aprés incubation pendent 30 min a I’obscurité d’un spectrophotometre a 540 nm.
Une courbe d’étalonnage a été¢ obtenue en tragant la variation de I’absorbance en fonction de la

concentration.

» Meéthode de Lowry

La méthode de Lowry a été la premiére fois décrite en 1951 par Lowry et autre qui ont combiné une
réaction au biuret, et une réaction de Folin- Ciocalteu. Dans cette méthode, le mélange d’acide
phosphomolybdique et phosphotungstique (réactif de Folin-Ciocalteu) réagit avec le tryptophane ou
phénol de la tyrosine pour donner avec les proteines un complexe bleu de molybdene dont le

maximum d’absorption se situe autour de 640 nm (Godon., 1996).

A cause des énormes risques d’interférences avec un tas de constituants présents dans les produits
alimentaires (oses, osides, lipides, ions potassium, bisulfite, etc...), la méthode de Lowry ne peut

s’appliquer qu’a des extrais protéiques. Elle est trés sensible (Hubert., 1998).

Les réactions ont comme conséquence une couleur bleue forte, qui dépend en partie du contenu de
tyrosine et de tryptophane. La méthode a réduit sensible a environ 0.01 mg de protéine/ml, et mieux

est utilisée sur des solutions avec des concentrations dans l'intervalle 0.01-1.0 mg/ml de protéine
(Hubert., 1998).

A partir d’une solution mére d’albumine de concentration 2 g/L préparé dans une solution de NaCl

0,5 M, On a préparé des solutions fille a des concentrations bien connues, a une quantité 0,5 ml de
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chaque solution et 2,5 ml de réactif de Lowry, apres incubation pendent 10 min a 1’obscurité. Puis
on ajoute 0,25 ml du réactif de Folin- Ciocalteu et incubation pendant 35 min a 1’obscurité. Les
valeurs de 1’absorbance sont obtenues a 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde de
640 nm. Une courbe d’étalonnage a été obtenue en tracant la variation de I’absorbance en fonction
de la concentration. Les échantillons sont traités de la méme maniére pour les deux méthodes
choisies (Buiret et Lowry) et les teneurs en protéines individuelles seront déterminées a partir de la

courbe d’étalonnage.
11.2.3. Extraction et dosage des polyphénols
11.2.3.1. Extraction des polyphénols

Pour extraire les composeés phénoliques, nous avons utilisé deux systémes de solvants :
(Méthanol/Eau) et (Acétone/Eau) d’un rapport de (8/2 : v/v). Nous avons utilisé la méthodologie

d’extraction et de purification des composés phénoliques décrite par M.J.Amiot (Marie-JosBphe

Amiot et al., 1986).

Apres délipidation des graines séchées, un broyage fin en a été effectué. 3g de la poudre ainsi
obtenue est macérée dans 100 ml de chaque mélange : hydro-alcoolique (méthanol/eau) (8/2 : V/IV)
et hydro-cétonique (acétone/eau) (8/2 : V/V) pendant vingt quatre heures a température ambiante.
L’extrait est filtré puis le résidu est repris pour une deuxieme fois avec un volume de 50 ml du
méme mélange hydro-cétonique pendant vingt quatre heures a température ambiante. On obtient
donc I’extrait hydro-cétonique brut. Aprés élimination de I’acétone de ’extrait précédant, la phase
aqueuse restée est ensuite lavée plusieurs fois avec un méme volume d’acétate d’éthyle en présence
d’un mélange de deux solutions aqueuses de 2% de sulfate d’ammonium et de 2% d’acide
orthophosphorique. L’extrait organique ainsi obtenu est évaporé a sec apres séchage par le sulfate
de sodium anhydride. Les extraits phénoliques ainsi obtenus présentent généralement un aspect
visqueux de couleur marron jaunatre. Le résidu est repris dans 10 ml de méthanol pur et conservé a

5°C donnant I’extrait phénolique purifié.

11.2.3.2. Quantification des composées phénoliques

11.2.3.2.a. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de Singleton et Ross (en 1965)
avec le réactif de Folin-Ciocalteu (Giner-Chavez., 1997). En milieu basique, le réactif de Folin-

Ciocalteu oxyde les groupements oxydables des composés polyphénoliques présents dans
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I’échantillon. Les produits de réduction de couleur bleue, présentent un maximum d’absorption dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon. La
concentration massique des constituants utilisés dans la préparation des réactifs, a été optimisée
pour obtenir la réponse analytique la plus linéaire possible en respectant le rapport

réactifs/polyphenols totaux.

Pour réaliser ce test, des volumes de 100 pl de chaque échantillon ont ét¢ introduits a 1’aide d’une
micropipette dans des tubes a essai, suivis de 1’addition de 500 ul du réactif de Folin-Ciocalteu (10
fois dilué). Apreés incubation pendant 2 minutes, 2 ml de carbonate de sodium a 5% ont été ajoutés,
puis les solutions ont été secouées immédiatement et sont maintenues a 1’obscurité pendant 30
minutes a température ambiante. L’absorbance de chaque solution a été¢ déterminée a 760 nm contre
un blanc sur un spectrophotomeétre UV-Visible de type UV-1601. Dans cette méthode on a utilisé

I’acide gallique comme étalon.
11.2.3.2.b. Dosage des flavonoides

La méthode de (zhishen et al, 1999 ; Dewanto et al., 2002) a €té employé pour déterminer les teneurs en
flavonoides des échantillons en utilisant le trichlorure d’aluminium comme réactif. Cette méthode
est basée sur la compléxation entre les flavonoides et le trichlorure d’aluminium en présence de
nitrite de sodium et la soude, ce qui entraine une coloration rose détectable dans le visible. Les
teneurs en flavonoides des extraits ainsi préparées ont été calculées a partir de la courbe

d’étalonnage de la catéchine choisie comme étalon.

Dans une fiole jaugée de 10 ml, nous avons introduit 1ml de chaque échantillon, 5 ml d'eau distillée
et 0.3 ml de 5% de NaNO2. Aprés 5 minutes, 0,6 ml de 10% d’AlCl3.6H20 a été ajouté. 2 mL de
NaOH de concentration 1M a été ajouté 5 minutes plus tard et alors le volume était ajusté a 10 ml
avec de l'eau distillée. La solution est bien homogénéisée et l'absorbance a été mesurée
immédiatement a 510 nm contre un blanc en employant le méme spectrophotometre pour le dosage

précéedant.

I1.2.4. Evaluation de P’activité antioxydante

Les capacités antioxydantes de nos différents échantillons sont exprimées en ECs, (Efficient
Concentration) qui est définie comme la concentration efficace de 1’antioxydant qui provoque la
perte de 50% de l'activité oxydante. On peut aussi, représenter le pouvoir antioxydant de nos
extraits en utilisant un autre paramétre le TAC (Total Antioxidant Capacity) qui représente I’inverse

du ECs (1/ EC50).
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11.2.4.1. Test de DPPH

Le 1,1-diphényll-2-picrylhydrazyle (DPPH’) est un radical stable et présente une absorption
spécifique a 517 nm qui confere une couleur violette. Un antioxydant aura la capacité de donner un

électron singulet au radical synthétique DPPH" de coloration violette pour le stabiliser en DPPH de

coloration jaune-verte (Chevalley I ., 2000). La réduction du radical libore DPPHpar un antioxydant

peut étre suivi par spectrophotométrie UV-Visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance

provoquée par la présence des extraits (Figure.l1.4).

DPPH.

i DPPH. + extrait

Absorbance (517 nm)

Temps (min)

Figure 11.4. Courbes cinétiques de la variation de I’absorbance en fonction du temps dans le test du DPPH

Le DPPH' est initialement violet, se décolore lorsque 1’électron célibataire s’apparie (Figure.ll.5).

Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres
indépendamment de toutes activités enzymatiques. Ce test permet alors, d’obtenir des informations
sur le pouvoir antiradicalaire direct de différentes substances de nos extraits. Il est donc prévu a
fournir un lien avec les réactions ayant lieu dans un systéme d’oxydation, tel que l'autoxydation

d'un lipide ou de toute autre substance insaturée.
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Figure 11.5. Réduction du radical libre DPPH
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Dans le test du DPPH, le mécanisme principal d’action des composés phénoliques est le piégeage
des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPH" qui se transforme en une molécule
stable DPPH. La capacité a fixé des radicaux libres, donc a arrété la propagation de la réaction en
chaine ne peut étre mesurée directement, mais par controle de 1’effet de la réactivité. Plusieurs
facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, notamment les conditions

de la réaction (temps, rapport Antioxydant / DPPH’, type de solvants, pH).

Pour réaliser ce test, Iml de chaque extrait dilu¢ dans le méthanol est additionné a 1ml d’une
solution de DPPH" (250 uM) préparé dans le méthanol. Le mélange réactionnel a été secoué
immédiatement, puis il est maintenu a 1’obscurité pendant 30 minutes a une température ambiante
pour que la réaction s’accomplisse. L’absorbance du milieu réactionnel a ét¢ mesurée a 517 nm
contre un blanc. Nous avons également, testé la vitamine C, la vitamine E, le BHA, le BHT et le

trolox des antioxydants commerciaux pris comme antioxydants de référence.
11.2.4.2. Test du phosphomolybdate (PPM)

Le test du PPM (Phosphomolybdate) est une variante du test au DPPH. Au cours de ce test,
I’hydrogéne et 1’électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant) vers le
complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la structure
du composé antioxydant. Le test est basé sur la réduction du molybdene de 1’étage d’oxydation (VI)
a (V). Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/ Mo (V)) a
un pH acide, ayant un maximum d’absorption a 695 nm. On mesure I’évolution de la coloration du
complexe molybdene (V) en présence d’antioxydant (Figure 11.6). A la différence des autres tests,
ce test permet non seulement de quantifier ’apport de 1’activité antioxydante des lipides, des
protéines et des polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les vitamines (C,

E...) (Pilar Prieto et al., 1999).
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Figure 11.6. Courbes cinétiques de la variation de I’absorbance en fonction du temps dans le test du PPM
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Ce test a pour but d’évaluer le statut antioxydant, par la mesure du pouvoir réducteur des extraits
dans une réaction colorimétriques d’oxydoréduction. En effet, 1 mL de chaque extrait dilué est
ajouté a 1 mL du réactif phosphomolybdique (28 mM de phosphate de sodium, 4 mM de molybdate
d’ammonium et 0,6 M d’acide sulfurique), puis le mélange est placé dans un bain marie a une
température de 70 °C pendant 90 min. Aprés refroidissement, 1’absorbance est mesurée a 695 nm
contre un blanc. Egalement, nous avons comparé le pouvoir réducteur de nos extraits phénoliques a
la vitamine C, la vitamine E, le BHA, le BHT et le trolox pris comme antioxydants de synthése

utilisés dans I’industrie agroalimentaire.
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I11.1. Extraction et analyse des lipides
I11.1.1. Teneur et caractéristiques physico-chimiques des lipides

Les huiles des graines de citrouille visuellement ont des couleurs vert olive, elles sont liquides a
température ambiante avec une odeur agréable. La teneur en huile des graines varie de 15,8 a
33,5% (m/m) (Tableau I11.1). Les quantités en huile dans les graines de citrouille collectées en 2009
sont plus supérieures a celles récoltées en 2008. De méme, on remarque dans cette étude que la
teneur en huile dans nos graines est comparable ou par fois dépasse celle des graines comestibles
connues, comme le Cotton (22-24%), tournesol (30-35%) soya (18-22%) et 1’olive (15-50%) (FAO.,
1993). La teneur en huile des graines étudiées est aussi semblable avec celle d’autres graines et fruits
locals étudiés dans notre laboratoire, comme le cas des fruits noirs de Pistachier lentisque
(32,82 %) (Charef et al., 2008), et la teneur trouvée par Yousfi et al concernant I’huile d’arganier

(39,5%) (yousfi et al., 2009).

Ces valeurs sont en accord avec d’autres espéces de cucurbita (9,8-52,1%), et différentes avec
d’autres variétés de cucurbita pepo (31,2-51,0%) (Nyam et al., 2009). La quantité en huile de nos
graines est tres inférieure par rapport a des variétés européennes (60%) (Younis et al., 2000), et
d’autres égyptienne (51%) (El-Adawy et Taha., 2001) et comparable a des variétés d’Erithérie
(22-35%). Par contre cette quantité en huile, est supérieure a celle de Lima beans (19,8%) et
chikpeas (19%) (Oshodi., 1992), et a ceux des graines du Sorgho et de Mil perlé (6,2 a 6,5%) et (4,34
a 4,68 %) respéctivement (Hadbaoui et al., 2010). Cette différence en teneur en huile peut étre
expliquée par les différentes méthodes d’extraction et aux différents modes de traitement de la
matiére végétales. Cette différence en quantité d’huile peut étre due a la différence en climat de
cultivassions, le degré de maturité des graines, la période de la cueillette des graines et les
méthodes d’extractions utilisées (solvants, température). Ces résultats en teneur en huile nous
permettent de considérer ces graines comme source végeétales en huile domestique et industrielle
(Tableau I11.1).

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

substances antioxydantes benéfiques pour la santé humaine (Mellerup et al., 2007). Quantitativement,
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la teneur en matiere insaponifiable dans les huiles des graines de citrouille collectées en 2008 est
plus supérieure a celle de 2009. Les valeurs des pourcentages en matieres insaponifiables sont
consignées dans le tableau I1l. 1. Ces valeurs sont plus importantes que les huiles de graines de
Congo (Minzangi et al., 2011), palme, tournesol (Rossel., 1987) et 1I’huile d’arganier (Yousfi et al., 2009),
mais ces valeurs appartiennent a 1’intervalle 3-7% qui sont déja reportées par Anwar et al (Anwar et
al., 2005) pour les graines de Riz. Une analyse approfondie et détaillée de la composition de la

fraction insaponifiable de cette huile sera intéressante.

Les valeurs des constantes physico-chimiques des huiles des graines de citrouille étudiées sont
regroupées dans le tableau I11.1. Les constantes physiques des huiles nous donnent des informations
préliminaires sur les structures chimiques ainsi les fonctions chimiques qui peuvent étre renfermées
dans la structure des lipides. Il est aussi possible de nous donner des indications sur la pureté et la
qualité des huiles (Gohari et al., 2011).

Tableau I11.1. Constantes physico-chimiques et teneur des huiles de graines de citrouille

Huile de graines de citrouille (Récolte 2008) Huile de graines de citrouille (Récolte 2009)
81 82 83 84 91 92 93 94
Teneur en 15,8 26,7 27.2 225 271 29.8 28 335
huile (%)
LA (mg 149023 16,8+043 158+085 1724067 11,2+022 1514026 28,7+039 23.4+065
(KOH)/9)
.S (mg 195+05 198,8+37 1986+5 1972+14 1975+05 1982+11 197,7+02 1999+01
(KOH)/9)
b 1,468 +0,1 1,467 +02 1468+01 1469+02 1469+01 1468+05 1468+01 1,471+03
d* 0,846 +001 0,831 +004 0,882+004 0,896+006 0,875+004 0,837 +003 0,879+004 0,895+0,08
F1 % (m/m) 6,54 5,50 4,15 2,33 3,18 3,40 2,96 4,72

I.A : Indice d’acide ; 1.S : indice de saponification ; n°' p: indice de réfraction ; d*’: densité;
FI (%): fraction insaponifiable

L’indice de réfraction est utilisé pour mesurer la variation de I’insaturation dans les huiles apres
I’hydrogénation. L’indice de réfraction des huiles dépend de leurs masses moléculaires, la longueur
de la chaine des acides gras, le degré d’insaturation et le degré de la conjugaison (Nichols et
Sanderson., 2003). Les huiles des graines de citrouille montrent des valeurs d’indice de réfraction qui
s’échelonnent de 1,467 a 1,471 (Tableau I11.1), ces valeurs sont similaires a celles publiées par
Gohari Ardabili de cucurbita pepo (1,4662) et Alfawaz de cucurbita maxima (1,4656). Ces valeurs

sont inférieures a celles des huiles d’Arganier (1,4853) (yousfi et al., 2009) et a celles des huiles de
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tournesol et d’olive et supérieures a celles des huiles de palme et sont dans la méme fourchette des

huiles de canola et mais (Gohari et al., 2011).

Les valeurs de la densité des huiles étudiées sont rangées de 0,831 a 0,896 (Tableau Ill.1). Ces
valeurs sont comparables a celles trouvees par Gohari (Gohari et al., 2011).des huiles de cucurbeta
pepo d’Iran (0,9151). Toutes fois ces valeurs sont inférieures a celles reportées pour 1’huile d’olive
(0,910-0,920), de canola (0,914-0,920) et d’autres huiles de graines oléagineuses (Minzangi et al.,
2011) et I’huile d’arganier (0.9450) (yousfi et al., 2009).

La « Codex Alimentations Commission » recommande les valeurs maximales acceptées pour les
indices d’acide sont 10 et 4 mg KOH/g d’huile pour I’huile de palme et 1’huile de noix de coco
respectivement (ALfawaz., 2004). L’huile de faible acidité est la plus souhaitable a recommander pour
la consommation. Ces huiles doivent avoir une acidité inférieure a 0,1 mg KOH/g (FAO., 1993).
Toutes les huiles étudiées possédent des valeurs fortes en acidité, les valeurs des indices d’acidité
sont supérieures a 10 mg KOH/g (Tableau III.1). Les résultats de 1’étude actuelle sont plus
supérieurs de toutes les huiles les graines de citrouille (cucurbita pepo, Subsp. Pepo, Var. Styriaka)
poussant en Iran (Gohari et al., 2011) et quelques huiles de graines de Congo (Minzangi et al., 2011).
Nos résultats et notamment les échantillons 93 et 94, sont similaires aux valeurs trouvées par charef

et al pour les fruits (Rouges) de Pistacia.L (Charef et al., 2008).

Ces résultats peuvent étres expliqués que les huiles étudiées ont subi une dégradation au cours de
leur stokage ou les graines n’ont pas abouti a leur stage de maturation (biosynthese incomplete), et

pour cela ces huiles ne sont pas conseillées pour 1’alimentation.

L’indice de saponification est un indicateur de la masse moléculaire des acides gras et des
triglycérides ainsi la longueur de chaine de carbone qui contient I’huile. Il est inversement
proportionnel a la masse moléculaire de 1’huile. Les valeurs obtenues de 1’indice de saponification
des huiles étudiees varient de 195,05 a 199,86 mg KOH/g (Tableau I11.1). Ces valeurs appartiennent
a la fourchette 174-197 reportée pour des huiles de graines de cucurbita pepo (Nichols et Sanderson.,
2003). Ces valeurs indiquent que les huiles des graines de cucurbita pepo contiennent des acides
gras avec des longues chaines de carbone comparativement aux graines des huiles de noix de coco
(248-265) et de palme (230-254) (Nichols et Sanderson., 2003). Nos résultats sont en accord avec ceux
de Markovic et Bastic (185,5-195,3) (Markovic et Bastic., 1976), tandis qu’ils sont faibles que ceux
reportés par Al-Khalifa, EI-Adawy et Tsaknis et al (200-218) (Al-Khalifa., 1996 ; Tsaknis et al., 1997 ;
El-Adawy et Taha., 2001), par contre ils sont supérieurs a la valeur 184,4 pour I’huile d’arganier

trouvée par yousfi et al (yousfi et al., 2009), elles sont encore plus supérieures a la valeur 132,3 pour la
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Cucurbita pepo L africainne trouvée par Younes et al (Younis et al., 2000) et aux valeurs (147,85 et
154,60) pour les huiles de Pistacia lentiscus L trouvées charef et al (Charef et al., 2008 ) . Toutefois
nos valeurs sont comparables avec d’autres pour les huiles de cotton, palme et beaucoup de gaines
de plantes médicinales (ALfawaz., 2004). Beaucoup d’huiles végétales possédent des valeurs
d’indices de saponification rangés entre 195 et 200 (Nyam et al., 2009). Toutes les huiles des graines
de la présente étude possedent des indices de saponification appartiennent a cette fourchette. Les
huiles ayant des valeurs d’indice de saponification élevées environ 300 sont utilisées pour la

fabrication des savons qui n’est pas le cas de cette étude.
111.1.2. Analyse des acides gras dans I’huile

Les résultats de la composition en acides gras des huiles de graines de citrouille peuvent étre utilisés
pour évaluer la stabilité et la qualité nutritionnelle. Un degré d’instauration d’huile plus élevé le
rend plus sensibles a la dégradation par oxydation. D'autre part, il y a beaucoup de données pour
recommander la production en acides gras saturés et une augmentation modérée de monoinsaturés
et n-3 et n-6 polyinsaturés AGs en nutrition humaine afin de prévenir les maladies coronariennes et
d'autres maladies (Compaoré et al., 2011). La composition d’AG varie en fonction de plusieurs
facteurs, notamment la variété, zone de culture, le climat et la maturité des graines (Rombaut et al.,

2009).

L'analyse par Chromatographie en phase gazeuse (Figures : 1, 2, 3 et 4. Annexe 1) a montré que les
AGs dominants trouvées dans les huiles étudiées sont: le palmitique C16: 0 (13,9 a 20,0%), I’acide
stéarique C18:0 (9,6a 17,7%), I’acide oléique C18:1 (26,2 a 39,6%) et I'acide linoléique C18:2
(28,7 a 44,0%). La composition en acides gras des huit échantillons des graines de citrouille
étudiées sont regroupés dans le tableau I11.2. Ce profil d’AG est confirmé par d’autres études
(Younis et al., 2000; Markovic et Bastic., 1976 ; Bagepalli et al., 2010). Les huiles de graines de citrouille
étudiées contiennentt une proportion totale en acides gras saturés qui s’échelonnent entre 24,63 et
40,5% dont 1’acide palmitique est le majoritaire (plus de 14%) suivi par I’acide stéarique (plus de
9,6%), par contre la somme des acides gras insaturés représente un total de 59,3 a 74,22% de la
totalité des acides gras. Ce pourcentage élevé en acides gras insaturés est aussi trouvé dans d’autres
études dans les espéces de Cucubitacées (Stevenson et al., 2007 ; Bagepalli et al., 2010). Ces valeurs
appartiennent a la méme fourchette reportée pour des huiles de graines du Sorgho et de Mil perlé
(Hadbaoui et al., 2010). Les acides gras majoritaires sont 1’acide linoléique suivi par ’acide oléique

avec des proportions différentes.
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Tableau 111.2. Composition relative en acides gras de ’huile de graines de citrouille

Huile de graines de citrouille Huile de graines de citrouille

(Récolte 2008) (Récolte 2009)

81 82 83 84 91 92 93 94
Cl4:0 048 028 038 031 036 030 - 0,26
C16:0 200 162 188 162 153 139 180 158
Cl6:1 0,26 0,19 - 0,17 016 019 023 0,18
C18:0 17,7 11,1 113 119 127 9,6 10,2 119
C18:1 293 325 358 387 337 396 326 262
C18:2 28,70 374 31,06 30,17 3502 342 365 44,0
C18:3 1,0 042 035 040 036 023 024 0,32
C20:0 15 11 099 08 104 065 087 0,72
C22:0 045 026 030 027 025 018 025 0,22
C23:0 0,06 - - - - - - -
C24:0 0,31 - - 0,16 0,14 - - -
Autres 020 055 084 08 097 115 111 04

Total AGS 40,5 28,94 31,77 29,73 29,79 2463 29,32 289
Total AGI 59,3 7051 67,39 69,44 69,24 7422 6957 70,7

AGI/AGS 1,46 244 212 2,33 2,32 3,01 2,37 244
AGI: Acides gras insaturés; AGS: Acides gras saturés.

Dans d’autres investigations menées pour 1’étude de la composition en acides gras de cucurbita
pepo (El-Adawy et Taha., 2001), les pourcentages de 1’acide linoléique (43,1-55,6%) sont plus élevés
par rapport aux résultats trouvés par la présente étude. Toute fois la composition en acide linoléique
est comparable a celle trouvée dans les variétés Européennes : 36,6 a 60,8% (Murkovic et al., 1996).
Comparativement a d’autres graines, les proportions en acides oléique et linoléique de nos graines
de citrouille sont comparables a celles des huiles de graines de melon (65,6%), les huiles de graine
de Kenaf (74 ,8%) et les huiles de graines de roselle (64,1%) (Nyam et al., 2009). Ces résultats
montrent que les huiles des graines de cucurbita pepo sont une source riche en acide linoléique et
en acide oleique ce qui est un indice favorable pour que ces huiles peuvent étres utilisées comme
des huiles alimentaires. Malgré la proportion élevée en acides gras insaturés dans les huiles de
graines de citrouille, I’acide linolénique & enregistré une proportion trés faible (0,23-1,00%), qui est
en accord avec d’autres études similaires consernant les huiles de Pistachier et de Quercus (Charef
et al., 2008 ), I’huile de fruit de 1’arganier (yousfi et al., 2009) et les huiles de graines du Sorgho et de
Mil perlé (Hadbaoui et al., 2010). De méme les faibles proportions enregistrées pour les autres acides

gras sont aussi en accord avec d’autres résultats reportés dans la littérature (Stevenson et al., 2007).
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Les traces en d’autres acides gras comme I’acide linolénique trouvées dans les huiles de graines
récoltés en 2008 sont plus supérieures a celles récoltées en 2009 (Tableau 111.2). Cette conclusion
est basée sur I'hypothése que l'erreur expérimentale rencontrée dans la mesure de ces quantités de
trace est négligeable. Ces observations sont également en conformité avec les résultats rapportés
qu'en raison de la date de la culture. 1l est a noter que des traces d'acide nervonique C22:0

(< 0,45%) ont été trouvées dans tous les échantillons d'huile de graines analysés dans cette étude.

En outre, Les valeurs des quotients AGI/AGS sont rangees entre 1,46 et 3,01 (Tableau 111.2). Ces
quotients dans les huiles des graines de citrouille récoltées en 2009 sont plus supérieurs a ceux
récoltées en 2008. Toutefois, les quotients sont plus élevés a ceux trouvés dans les graines de I’huile
de I’Arganier (2,1) (Yousfi et al., 2009) et ’huile de fruits de Pistachier de 1’Atlas algérien (2,7)
(Yousfi et al., 2005) et plus faibles que ceux des huiles des graines de Sorgho en Algérie (plus de 5,7)
(Hadbaoui et al., 2010).

111.1.3. Analyse des acides gras en TAGs et en 2-MAGs

L’étude de la structure des triglycérides naturels a été étudiée par plusieurs méthodes depuis un trées
bon moment. La plus part de ces méthodes ont étés basées sur la distribution des acides gras dans
les trois positions de molécule du glycérol. Ces études ont abouti a proposé des théories a savoir :
théorie de distribution aléatoire, aléatoire équivalente et aléatoire restreinte. En 1956 Mattson et
Beck (Mattson et Lutton., 1958) montre, que la lipase pancréatique est une enzyme spécifique pour la
rupture de liaison ester au niveau des positions 1 et 3 du triglycéride. Cette observation a donné une
nouvelle information et un avantage de plus dans I’étude de la structure des triglycérides.
L’absorption des acides gras ne dépend que de la longueur de chaine des acides gras mais aussi de
leur distribution dans les trois positions du triglycéride (Kubow., 1996). Dans la stéréochimie des
acides gras, le carbone du milieu est numéroté sn-2. La lipase pancréatique hydrolyse les acides
gras en position sn-1,3 des triglycérides pour produire les acides gras libres et les 2-MAGs (Carriere
et al., 1993). Les acides gras dans la position sn-2 des triglycérides sont absorbes préferentiellement
par les intestins, par contre les autres acides gras saturés esterifies les position-1,3 et notamment qui
contiennent des longues chaines de carbone comme 1’acide palmitique ne sont pas absorbés , en
partie a cause des points de fusion sensiblement supérieures a la température corporelle et une forte
tendance a former des savons insolubles avec des cations divalents tels que le calcium et le
magnésium Innis et Dyer., 1997). Des études récentes ont démontrés que par changement de la
position des distributions (augmentation de la proportion des acides gras en position-2 du
triglycéride) peuvent favoriser I’absorption de 1’huile. Dans la présente étude nous avons investigué

la position de distribution des acides gras dans les triglycérides des huiles de graines de citrouille.
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Les triglycérides neutres des huit échantillons d’huiles sont purifiés par une colonne
chromatographique ouverte, ils sont contrélés par chromatographie sur couche mince (CCM)
(Figure 111.1).

Les résultats de la purification des huiles de graines montrent que la majorité des especes
moléculaires lipidiques sont des TAGs (Spot important). Par comparaison, les AGs libres et les
glycérols sont faibles, ce qui est en accord avec d’autres investigations (Pham et al., 1998). Les TAGS

ont éteé ensuite estérifiés et analysés par CPG (Figure 5, Annexe 1).

Figure 111.1. CCM de I’huile brute (a gauche) et fraction des TAG a droite, révélée avec I’iode

Les résultats de la composition des triglycérides neutres en acides gras sont mentionnés dans le
tableau 111.3.
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Tableau I11.3. Composition relative des AG dans les TAGs et en position Sn-2 (récoltes 2008 et 2009)

TAGs % 2-MAG %
Graines de citrouille Graines de citrouille Graines de citrouille Graines de citrouille
(Récolte 2008) (Récolte 2009) (Récolte 2008) (Récolte 2009)

81 82 83 84 91 92 94 81 82 83 84 91 92 93 94
C12:0 - - 27 - 0,3 - 63 02 06 05 - - - - 11
C14.0 23 - 101 14 30 20 05 07 06 15 - - 164 10 08
ci6.0 124 144 154 102 106 134 136 125 62 30 23 20 40 477 15 137
ciw8o 76 92 58 70 80 94 77 14 15 23 - 22 325 32 39
c18:1 270 386 168 256 29,8 32,1 193 171 384 395 299 289 373 291 17,7 203
C18:2 492 378 49,1 558 473 432 554 559 525 534 593 691 555 61,26 73,0 594
C18:3 - - - - - - - 051 02 16 - - - 1,2 -
c20:0 14 - - - 10 - - - 04 08 - - - . ]
C20:1 - - - - - - - - 1,0 - - 1,0 - - 0,7
C20:4 - - - - - - - - - 14 - - - - -
C23:0 - - - - - - - - - - - - - 024 -
C24:0 - - - - - - - - - 03 - - - - -
TAGS 238 236 341 186 230 24,7 253 270 85 57 73 20 6.2 9,6 8,1
TAGI 76,2 764 659 814 770 753 747 730 915 943 929 0980 938 904 919

TAGS: Total Acides Gras Saturés; TAGI: Total Acides Gras Insaturés

Les résultats révelent que tous les triglycérides des huiles de graines de citrouille contiennent un
pourcentage important d'acides gras insaturés (de 65,9 a 81,4%), avec l'acide linoléiqgue comme
composant insaturé majeur suivie par l'acide oléique avec une quantité qui variait entre 17,1 et
38,6%. Alors que dans tous triglycérides des huiles des graines de citrouille étudiées, la présence de
I'acide myristique C14:0 est faible (< 3%), alors qu'il était complétement absent dans I'échantillon
82 et relativement plus élevé dans I'échantillon 83. Les contenus en acides palmitique et stéarique
sont remarquables, ils varient respectivement entre 10,2 a 15,4 et de 5,8 a 9,4%, respectivement.
Quelques échantillons des triglycérides des graines de citrouille ont montré des petites quantités en
acide laurique. Par contre, nos résultats ne montrent pas 1’existence de traces des acides C20 :0 et
C22 :1 comme il est publié par Al-khalifa (Al-Khalifa., 1996). Cependant, le taux de C18: 2 et d’autres
acides gras varie entre les échantillons visés. Si nous comparons nos tryglérides des huiles de
graines de citrouille avec d'autres triglycérides d’huiles de graines oléagineuses comme les huiles de
tournesol, de carthame, de sésame et de graines de lin (Mattson et Lutton., 1958), 1’huile de graines
d’arganier (yousfi et al., 2009) et I’huile de Fruits (rouge) Pistacia lentiscus (Charef et al., 2008), il est

évident que les pourcentages en acides palmitique et stéarique sont comparables. De plus, le



Chapitre 111- Résultats et discussion 63

contenu en acide gras essentiel comme 1’acide linoléique (C18: 2) dans nos échantillons est
comparable avec I'huile de tournesol et Iégerement inférieur aux huiles de pépins de raisin et de

graines de carthame.

Plut6t la compisition des acides gras dans tous les triglycérides des graines de citrouille est en accord
avec les travaux publiés sur d’autres graines de Cucurbitacées qui montrent d’une fagcon générale
que les huiles de ces graines contiennent des faibles proportions (en acides gras saturés et des
proportions élevées en acides gras polyinsaturés qui sont doués par des propriétés importantes pour
la santé humaine (Chang Chew Sew et al., 2010); Les proportions élevées en acides gras polyinsaturés
(AGPI) surtout C18:2 et monoinsaturés (AGMI) indiquent la possibilité de 1’oxydation des huiles
de graines de cucurbitacées. Aucune huile de cucurbitacées n’a présenté une utilisation industrielle,
mais quelques une ont été utilisées comme huile de table dans quelques pays africains et moyen-
Orient (Al-Khalifa., 1996). Selon Smit et al, les acides gras essentiels sont des composés bénéfiques
pour la santé et qui ne sont pas synthétisés par le corps humain et donc il faut les consommer a

travers un régime alimentaire (Smit et al., 2004).

Les triglycérides purifiés a partir des huiles sont hydrolysés par la méthode de Luddy et al (Luddy et
al., 1964), procédure pour analyser la composition des 2-MAGs. Les 2-MAG ont ensuite été séparées
a partir du produit lipolytique par TLC preparative silicate. Les 2-MAG pures sont immédiatement
estérifiés et soumis a une analyse par CPG (Figure 6, Annexe 1). Le tableau 111.3 montre les
pourcentages des acides gras en position-2 du triglycéride (2-MAG). Dans tous les échantillons, on
remarque que les acides gras insaturés sont les plus dominants comme 1’acide linoléique dont son
pourcentage varie de 52,5 a 73,0% suivi par I’acide oléique avec un pourcentage de 17,8 a 39,5%.
D’autres acides gras sont aussi présents dans les monoglycérides-2 a savoir : 1’acide palmitique
(moins de 14%) et I’acide stéarique (moins de 4%). A I’exception de I’échantillon de 94, tous les
échantillons des graines de citrouille, montrent que la somme des pourcentages des acides gras
insaturés en position-2 est tres élevée, elle représente 90% de la totalité des acides gras totaux. Ce
résultat est en accord avec les travaux de Mattson et VVolpenhein (Mattson et Volpenhein., 1961), les
travaux de Yousfi et al (Yousfi et al., 2005; Yousfi et al., 2009) et les travaux de Charef et al (Charef et
al., 2008), qui montrent que les acides oléique et linoléique sont préférentiellement attachés a la
position 2. Ce résultat est aussi en accord avec la théorie de la distribution de position décrite par
Van Derwal (vanDerWal., 1960), Coleman et Fulton (Coleman., 1961), Gunstone (Gunstone., 1962) et
Youngs (Youngs., 1959), ou le 2-MAG contient principalement des acides gras insaturés a 18 atomes
de carbone. Le reste des acides gras est distribué aléatoirement dans les deux autres positions 1 et 3
dans la molécule du triglycéride. La teneur en TAG composants de huile de cucurbita pepo a été
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calculée a partir des poucentages en AGs trouves dans les positions 1,3 et ceux qui sont déterminés
dans la position 2 du triglycéride et en utilisant les deux théories de distribution de Gunstone
(Gunstone., 1962) et Coleman (Coleman., 1961). Nos résultats concordent bien avec la "théorie de la
position de distribution ", représentée par des courbes publiées par Gunstone (Gunstone., 1962). Les
résultats de la structure glycéridique sont en accord avec les corrélations des courbes de Gunstone
(Figure 111.2) et (Tableau 5; Annexe 1). Les résultats des TAGs sont donnés dans le tableau 3

(Annexe 1). Les valeurs de la composition des TAGs moins de 0,1% n’est pas mentionnés.
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Figure 111.2. Composition glycéridique pour la distribution positionnelle (GUNSTONE)

Selon la théorie de distribution de Gunstone, sept TAGs ont été identifiés: LOL, LLL, OOL, LPL,
OPL, LStL et Ostl. Les autres TAGs sont minoritaires (moins de 3%). Le contenu de ces TAGSs
varie d’une fagon plus ou moins importante d'un échantillon & un autre. Ainsi, dans I'échantillon
84, la composition gquantitative de LOL, LLL, LOO, LPL, OPL, LStL et OStl représente plus de
83% du total des TAGs, avec une domination de LOL (23%); tandis que, la composition
guantitative la plus basse de ces TAGs majeures a été trouvée dans I'échantillon 83 qui représente
52,5% des TAGs totaux. Dans les autres échantillons, les compositions quantitatives des sept
principales TAGs montrent un contenu similaire et proche (environ de 70%) des TAGs totaux, avec
une domination de LOL (10-23%).

Les composés triglycéridiques des huit échantillons d’huiles des graines de citrouille déterminés
par I’utilisation de la méthode de distribution de Coleman sont consignés dans le tableau 3 (Annexe
1). On remarque d’aprés ces résultats que, les Triglycérides contenant les acides gras ; oléique,

linoléique et palmitique représentent plus de 50% de la totalité des triglycérides car ces acides gras
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sont les plus majoritaires dans la composition des huiles étudiées ainsi dans la distribution des
TAGs. En plus, on remarque que les valeurs calculées des Triglycérides qui contiennent deux
chaines oleoyl et une chaine linoleoyl (O, O, L) ou une chaine palmiteoyl et deux chaines oleoyl
(P,0,0) sont en accord avec celles calculées a partir des courbes de Gunstone. Ces résultats sont
similaires a ceux trouvés dans la littérature (yousfi et al., 2005 ; yousfi et al., 2009 ; Charef et al., 2008).
Puisque on remarque que les huiles des graines de cucurbitacées habituellement consommées en
Congo (Citrullus lanatus, Cucurbita pepo, siceraria Lagenaria et Cucurbita moschata) montrent un
profile en composition triglycérique similaire par rapport a nos huiles (Mvoula et al., 2008). En
conclusion, les acides oléique et linoléique préférentiellement seraient ainsi fixés en position 2. Une

telle proprieté augmente I'intérét nutritionnel de cette famille botanique.

D’une facon générale, on peut interpréter les propriétés physiques des huiles par la classification
des composés triglycéridiques en groupes selon leur degré d’insaturation. Le tableau 111.4 montre
les pourcentages des TAGs des quatre grandes catégories de TAGs: trisaturés (GSs), disatures
(GS,U), monosaturées (GSU,) et tri-insaturée (GU3).

Tableau I11.4. Les quatre catégories des triglycérides

Coleman Gunstone

GS; GS,U GSU, GU; GS; GS,U GSU, GU;
3 - 81 0,01 12,7 459 41,3 0,01 12,7 459 41,3
g, 3
T= «Q 82 0,04 12,5 45,7 41,7 0,03 12,5 457 41,7
53 &
3 g S 83 0,0 26,1 50,0 23,9 0,03 26,1 50,0 23,9
2° ¢
T 84 0,04 7,80 40,2 52,0 0,04 7,8 40,2 52,0
3 9 0,0 11,9 452 43,0 0,0 11,9 452 43,0
g, 3
== & 92 0,0 13,7 46,7 39,6 0,01 13,7 46,6 39,6
>3 2
S5 893 00 14,4 47,1 38,4 0,01 14,4 47,1 38,4
] o
T T 04 0,0 16,4 48,2 35,4 0,02 16,2 48,3 35,5

GS;: Classes des TAG trisaturés; GS,U: Classes des TAG disaturés;
GSU,: Classes des TAG monosaturés; GUs: Classes des TAG tri-insaturés.

Les catégories GS3;, GS,U, GSU;, et GUj; sont détectées dans tous nos échantillons d’huiles

étudiées. La contribution de la catégorie GU,S est également importante lors de I'examen de leurs
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propriétés sensorielles a la température ambiante. En consequence, le rapport entre les quantités des
GU,S et GS,U dans les échantillons d'huile est sélectivement associé a une augmentation de la
fonctionnalité ou I'amélioration de la capacité technologique des attributs sensoriels de cette matiére

premiere.

A partir de ces résultats, il est clair que le TAG tripalmitine PPP est le composé majoritaire des
triglycerides de la catégorie GS3 détecté dans les huiles de graines de citrouille. Cette valeur est en
accord avec la théorie distribution aléatoire limitée de Khartha (Yousfi et al., 2009); qui montre que la
quantité de GS3 ne doivent pas dépasser une valeur permise sa solubilité dans le substrat.

Les valeurs de GSU, sont rangées entre 7,8 et 26,1%. Ces valeurs sont ddes a ce que les huiles
contiennent des proportions faibles en acides gras saturés tels que ’acide palmitique et 1’acide
stéarique. Le TAG (PPL) constitue le principal triglycéride de la catégorie de GU S,. Concernant la
catégorie GSU,, le palmitodilinolein (PLL) est plus dominant que le palmitidiolein (POO) car la
teneur de I’acide linoléique est plus importante que celle de 1’acide oléique dans les échantillons
d’huiles. D’une fagon générale le taux des triglycérides de la catégorie GSU; dans toutes les huiles
étudiées est le plus important comparativement aux d’autres catégories. Le total de GUj3 est range
entre 23,9 et 52,0%. OLL est le plus dominant avec un pourcentage qui s’échelonne de 10,2 et
23,0%, tandis que le TAG trioléine (OOO) est le moins abondant avec un pourcentage qui varie
entre 0,4 et 5,4%.

111.1.4. Analyse des Stérols

A partir d’une solution choloroformique de cholestérol de concentration Img/ml, nous avons
préparé une série de gamme de solutions afin de tracer une courbe d’étalonnage du cholestérol liant

la densité optique en fonction de la concentration (Figure 111.3) :
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Figure 111.3. Courbe d’étalonnage du cholestérol
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Les résultats de ce dosage montrent que, les taux des composés steroliques les plus élévés ont été
enregistrés pour les extraits 93, 94 et 81. Tandis que les autres extraits ont montré de faibles teneurs

en stérols (Tableau I11.5).

Tableau I11.5. Quantité des stérols dans les huiles de graines de citrouille

Echantillons 81 82 83 84 91 92 93 94

Concentrations (mg/g) 11,6 3,3 2,13 3,8 3,17 2,26 8,45 8,75

L’analyse de I’ensemble des résultats obtenus montre clairement que les teneurs en huiles dans les
échantillons étudiés de cucurbitacée en stérols totaux sont importantes (2,13 a 11,6 mg/g) surtout si
en compare ces teneurs a ceux trouvées par Radi (1,6 mg/g) (Radi., 2003) et a ceux trouvés par
Hamia (5,058 a 8,45 mg/g) (Hamia., 2007), par contre les valeurs de Charrouf s’échéle 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 possédent des structures
chimiques semblables a la structure stérolique comme les méthyls stérols et les alcools
tritérpeniques, la vitamine D, le B-carotene et d’autres composés qui absorbent longueur d’onde de

dosage.
111.1.5. Analyse des Tocophérols

La détermination des tocophérols homologues dans les huiles de graines de citrouille est
importante en raison de leurs effets antioxydants et leurs influences nutritionnelles positives dans le

métabolisme humain comme antioxydants biologiques (Yoshida et al., 2006).
» 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 111.4). 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 de réactif (Ortho-
phenantroline) et 0.5ml FeCl; (solutions éthaloniques). Aprés 3min on mesure 1’absorbance a
510 nm.
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Figure 111.4. Courbe d'étalonnage de la vitamine E

Nous avons effectué le dosage des tocophérols totaux a partir de I'huile brute. Les taux des
tocophérols totaux dans les échantillons d’huiles ont été déterminés a partir de la courbe
d’étalonnage de la vitamine E (Figure 111.4).

Les résultats de ce dosage sont consignés dans le tableau I11.6 :

Tableau I11.6. Quantité des tocophérols dans les huiles de graines de citrouille

Echantillons 81 82 83 84 91 92 93 94

Concentrations (mg/kg) 320,2 223 373,3 229,9 324,2 153,4 333,9 380,6

Les taux des composés tocophérolique les plus élevés ont été détectés dans les extraits 83 et 94
(373,3 et 380,6 mg/kg d’huile) respectivement. Tandis que, les teneurs les plus basses sont
observées pour les extraits 82 et 92 (223 et 153,4 mg/kg d’huile) respectivement. Les résultats de
cette analyse montrent que les échantillons d’huiles étudiées contiennent des quantités moins
importantes en tocophérols totaux (la moyenne est 292,32 mg/kg). Ces valeurs comparées aux
teneurs en tocophérols des huiles : d’olive (350 mg/kg), de pépins de raisin (700 mg/kg), de mais
(900 mg/kg) (Karleskind., 1992) et a 1’huile d’arganier (444,2 a 944,3 mg/kg) (Hamia., 2007), Nous
ameéne a conclure que les huiles de citrouile sont relativement riches en tocophérols totaux, ce qui

leur confére une importante résistance a I’oxydation et une action vitaminique indéniable.
» Quantification de la fraction tocophérolique

L’identification des différents tocophérols présents dans I’huile de graines de citrouille est faite par

co-injection des tocophérols étalons standards : a-, B- et 6-tocophérols (Figures 7 et 8, Annexe 1).
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Rappelons ici que la colonne a phase inverse ne peut pas séparer les deux isomeéres B et y. Un

étalonnage externe nous a permis de quantifier chaque tocophérol dans 1’huile (Figure I11.5).
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Figure 111.5. Courbes d’étalonnages de 1’a-tocophérol (a), (B+y)-tocophérols (b) et 3-tocophérol (c)

Une courbe moyenne de pic des aires relatives a des concentrations sélectionnées a été ensuite
tracée en utilisant un calcul de régression linéaire. Les coefficients de corrélation R? étaient proches
de 1. Comme le montre le tableau 111.7, les huiles de graines de citrouille ont un niveau relativement
élevé en tocophérols totaux (104,7 a 221,2 mg / kg d'huile), ce qui serait attendu a contribuer une

bonne stabilité oxydative de I'huile pendant le stockage et le traitement.

La teneur totale en tocophérols dans I'huile de graines de citrouille étudiée était relativement plus
élevé que celui rapporté dans la littérature (Gemrot et al., 2006 ; Codex Stan., 1999). En outre, I'huile de
graines éttudiées avait une teneur en tocophérols totaux inférieure a d'autres graines oléagineuses
telles, le coton (380-1200 mg / kg d'huile) et le mais (330-3720 mg / kg d'huile). Cette teneur est
supérieure a celle de lI'olive (114 mg / kg d'huile), de babassu (60-130 mg / kg d'huile) et de noix
de coco (moins de 50 mg / kg d'huile) (Kamal-Eldin and Andersson., 1997 ; Van Niekerk and Burger.,
1985 ; Yoshida et al., 1990). Alors qu'il y avait une certaine similitude entre les niveaux de teneur en
tocophérols totaux, il y avait une différence dans les quantités des tocophérols individuels separés.
L’analyse des tocophérols en huiles dans les échantillons étudiés de citrouille par CLHP fait
apparaitre une forte prédominance des isoméres (f+y)-tocophérol surtout pour les échantillons 81 et
83 avec des teneurs de 155,1 mg/kg et 126,7 mg/kg respectivement a 1’exception de 1’échantillon
94. L’isomeére o-tocophérol est le deuxieme composant majeur (39,1-103,0 mg/kg de teneur en
huile) dans tous les échantillons d'huile. L’échantillon 94 est une source riche en &-tocophérol
(103,0 mg/kg d'huile), il représente la teneur la plus élevée comparant aux autres huiles de graines
de Cucurbita pepo et de ceux dolive (0O mg/kg dhuile), le mais (23 mg/kg d'huile) et de
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tournesol (0 mg/kg d'huile) (Kamal-Eldin and Andersson., 1997). Si on les compare avec d’autres
huiles végétales, comme 1’huile d’arachide 360 mg/kg (Yousfi., 2005) et 1’’huile de I’arganier 1027,8
mg/kg (Yousfi et al., 2009) qui sont connues par leur richesse en tocophérols. On peut dire que les

huiles étudiées sont relativement riches en tocophérols.

Les différences observées dans les quantités totales de tocophérols dans les huiles de différents
échantillons étaient peut-étre due au climat et a la date de collection. Ces résultats provident des
informations utiles pour [I'application industrielle de ces graines. Des niveaux élevés de

- tocophérol des huiles, peuvent contribuer a la plus grande stabilité a I'oxydation.

Tableau I11.7. Composition en tocophérols individuels dans les huiles de graines de citrouille.

Huile de graines de citrouille Huile de graines de citrouille
(Récolte 2008) (Récolte 2009)
Echantillon 81 82 83 84 91 92 93 94
a-tocophérol (mg/kg d’huile) 1,7 28,4 29,5 22,6 14,6 22,2 31,9 0,0

(B+y)-tocophérol (mg/kg d’huile) 155,1 61,1 126,7 39,3 75,5 90,1 46,4 68,0

3-tocophérol (mg/kg d’huile) 548 405 560 42,7 390 536 450  130,0

Total (mg/kg d’huile) 217,6  130,0 2212 1047 1291 1660 1234 1709

Il faut noter que les valeurs de la teneur en tocophérols totaux trouvée par le dosage colorimétrique
(153,4 a 380,6 mg/kg) sont supérieures a ceux déterminées par CLHP. On peut expliquer cette
grande différence que la courbe d’étalonnage utilisée lors de la quantification des tocophérols
totaux par colorimétrie est réalisée avec 1’isomere a-tocophérol alors que I’analyse par CLHP
montre que le (B+y)-tocophérol est le plus dominant dans I’huile de citrouile. Comme la pente de la
courbe d’étalonnage dépend de la valeur du coefficient d’extinction molaire de I’isomere utilisé
comme étalon dans le dosage, donc il est tout a fait clair que les valeurs des teneurs en tocophérols
totaux ne soient pas les mémes dans les deux méthodes de quantification. Dans ce cas, nous
confirmons que les résultats obtenus par CLHP sont les plus fiables car la détection des tocophérols

séparés est faite par fluometrie, technique plus sensible que ’'UV.
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111.1.6. Classification ascendante et hiérarchique (CAH)

Afin de souligner la corrélation de TAGs et de tocophérols contenus dans les graines de citrouille
locale (Algeérie) avec des plantes communes (données fournies par la littérature), nous avons choisi

la méthode d'analyse de cluster, en utilisant la technique du Ward.

Le résultat se référant a lI'analyse des TAGs a montreé I'existence de deux poles principaux (I et 1I)
dans les TAGs des individus des plantes étudiées (Figure 111.6). Le cluster groupe (I) regroupe les
plantes qui coule: Gossypium arboreum (Coton), Cucumis melo (Melon), Cucurbita maxima
(Potiron), Papaver somniferum (Pavot somnifére), Helianthus annuus (Tournesol) et Glycine
maxima (Soja). Le second groupe (Il) peut étre séparé de deux sous-groupes SG-1 et SG-2. Le
premier sous-groupe (SG-1) est renvoyé aux plantes suivantes: Brassica napus (Colza) et Olea
europaea (Olive). Le deuxieme sous-groupe (SG-2) comprend Argania spinosa (Arganier), Pistacia
atlantica (pistachier de 1’Atlas), Cucurbita pepo, Arachis hypogaea (arachide) et notre Cucurbita
pepo. L (étudiée). Ces résultats indiquent que nos graines huile sont des plantes des huiles

alimentaires.
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Figure 111.6. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) de la composition
triglycéridique.
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Dans le cas des tocophérols, le dendrogramme de la figure 111.7 indique la présence de deux groupes
principaux | et Il. Le deuxiéme groupe est divisé en deux sous-groupes SG-1 et SG-2. Le premier
groupe est appelé a la grappe des plantes suivantes: Arachis hypogaea (arachide), Gossypium
arboretum (Coton), Heliantus Annuus (Tournesol) et Olea europaea (Olive). Le deuxieme groupe
comprend tout le reste des plantes adoptées (inclus des graines de Cucurbita pepo). Pour I'analyse
de groupement des tocophérols, 1’huile de citrouille se trouve entre les deux sous-groupes 1 et 2.
Le premier sous-groupe est caractérise par les teneurs les plus élevées de 1’a-tocophérol. La
différenciation de la SG-1 et SG-2 est basée sur la différence des trois tocophérols, c.-a-d SG-2 est
caractérisé par des teneurs plus élevées en a- et (B + y)-tocophérol, mais plus faible teneur en

d-tocophérol en comparaison avec SG-1.
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Figure 111.7. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) de la composition
tocophérolique.
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111.2. Extraction et quantification des composées protéiques

111.2.1. Méthode de biuret

La quantité des protéines dans nos extraits a été déterminée a partir la courbe d’étalonnage de

I’albumine (Figure 111.8)
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Figure 111.8. Courbe d’étalonnage de 1’albumine (méthode de Biuret)

L'ensemble des résultats obtenus par cette méthode est regroupé dans le tableau I11.8 qui représente

les teneurs des protéines en g/100g de tourteaux.

Tableau I11.8. Les teneurs des protéines dans les différents extraits (méthode de Biuret)

Teneur (9/100 g de tourteaux)

Récolte de 2008 Récolte de 2009

81 82 83 84 91 92 93 94

Albumine 18,102 6,034 6,715 | 5742 | 5,742 | 9,635 | 11,386 | 12,944

Globuline 2,034 6,423 | 14,987 | 26,763 | 21,800 | 29,878 | 41,654 | 42,335

Prolamine 0,291 0291 | 0973 | 0,194 | 2,141 | 1,751 | 2,822 1,946

Total 20,427 | 12,748 | 22,675 | 32,699 | 29,683 | 41,264 | 55,862 | 57,225
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Les protéines des tourteaux de la graine de citrouille ont été separées et extraites selon leurs
solubilités dans les différents solvants en trois fractions : les albumines qui représentent 5,742 a
18,102 % de tourteaux, les globulines, qui s’intervallent entre 2,034 et 42,335 % et les prolamines,

qui varient entre 0,194 et 2,822 % de tourteaux.

Pour les deux récoltes de citrouille, les échantillons présentent des proportions majoritaires en
globuline qui varient entre 6,423 et 42.335 %, a I’exception de I’échantillon 81 ou lequel 1’albumine
et le prédominant avec une proportion de 18,102 % de tourteaux. La proportion de la globuline est
suivie par la fraction d’albumine qui s’échelonne de 5,742 a 18,102 %. La fraction la moins

abondante est celle de la prolamine avec un taux qui varie de 0,194 et 2,822 % de tourteaux.

Dans la récolte de 2009, les quantités des deux fractions Albumine et globuline varient dans le
méme sens avec des pourcentages différents. La globuline est la fraction majeure (42,335 %) de
tourteaux, suivie par 1I’albumine (12,944 %). Par contre la teneur en prolamine dans cette récolte est

élevée au maximum a 2,822 % de tourteaux.

Les teneurs en prolamine dans nos extraits sont trés faibles pour les échantillons de 1’année 2008,
mais par rapport a la récolte de 1’année 2009, les teneurs de prolamine sont un peut élevées. Cette

variation est peut étre due aux conditions climatiques et fructiferes de climat.

111.2.2. Méthode de Lowry

En s’appuyant sur la courbe d’étalonnage de 1’albumine (Figure 111.9), on détermine les teneurs des

protéines de huit échantillons dans les tourteaux délipidées.
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Figure 111.9. Courbe d’étalonnage de 1’albumine (méthode de Lowry)
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L'ensemble des résultats obtenus par cette méthode est regroupé dans le tableau I11.9. Les valeurs

des teneurs des protéines sont exprimées en g/100g des tourteaux.

Tableau I11.9. Les teneurs des protéines dans les différents extraits (méthode de Lowry)

Teneur (g/100 g de tourteaux)

Récolte de 2008 Récolte de 2009
81 82 83 84 91 92 93 94
Albumine 2,336 1,299 2,327 1,784 1,456 1,781 1,561 1,962

Globuline 0,265 1,956 | 2,083 | 2,108 | 1,731 | 1,833 2,265 1,913

Prolamine 0,379 0,327 | 2,503 | 2,811 | 2,447 | 2,379 3,333 2,308

Total 2,980 3,582 | 6,913 | 6,703 | 5,634 | 5,993 7,159 6,183

D’apres les résultats illustrés dans le tableau 111.9, on constate que les teneurs totales des protéines
par la méthode de Lowry, sont faibles par rapport aux résultats trouvés en utilisant la méthode de

Biuret.

Les valeurs trouvées sont trés variables d’un échantillon a un autre et elles sont en fonction de la

natutre du solvant d’extraction utilisé. La quantité des protéines ne varie pas dans le méme sens.

Les teneurs totales en protéines les plus élevées sont enregistrées en faveur des échantillons 83 et
93 avec des taux de 6,913 et 7,159 % de tourteaux respectivement. Un point qui attire 1’attention
est que les quantités des protéines en prolamine atteint ses valeurs les plus élevées de 2,308 a
3,333 % dans la récolte de I’année 2009. De méme pour les échantillons 83 et 84 avec des taux
2,503 et 2,811 % respéctivement. Par contre les valeurs les plus basses sont réservées : en
globuline (0,265 %) pour 1’échantillon 81 et en prolamine avec des teneurs de 0,379 % et 0,327 %

pour les echantillons 81 et 82 respéctivement.

On remarque que la fraction en albumine est dans le méme ordre, autour de 2 % pour les deux

récoltes. De méme pour 1’échantillon 83 concernant les protéines individuelles (autour de 2 %).

Les teneurs totales en protéines dans les graines de citrouille étudiées sont relativement moins
élevées que celles rapportées dans la littérature (Hadbaoui., 2012). Toute fois nos résultats sont

comparables avec ceux de la littérature, les observations envisagees peuvent étre attribuées a des
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différentes facteurs tels que ; I’origine géographique, espéce étudiée et les méthodes d’extractions et

de dosages.

111.3. Quantification des composées phénoliques

La préparation des extraits phénoliques a partir des graines de citrouille a été effectuée selon la
méthode décrite par M.J. Amiot (Marie-JosBphe Amiot et al., 1986). L’extraction a été effectuée en
deux grandes étapes, la premiere est une extraction par un mélange hydro-acétonique (8/2 V/V)
et un mélange hydro-alcoolique (8/2 V/V) pour obtenir initialement 1’extrait brut contenant tous
les composés extractibles par ces systemes de solvants y compris les composés phénoliques.
Cependant la deuxiéme étape a été réalisée par une extraction liquide-liquide en utilisant I’acétate
d’¢éthyle, afin de séparer les composés phénoliques de 1’extrait brut. De ce fait, huit extraits ont été
obtenus. La couleur, I’aspect, la concentration du résidu sec ainsi que le rendement de chaque

extrait par rapport au poids des graines sont représentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 111.10).

Tableau 111.10. Etat physique et rendement d’extraction des extraits phénoliques

‘ Masse (g) du Rendement
Echantillion d’izf:zzfon Couleur et aspect Résidu d’extrait 4 extraction
acétate d’éthyle « % »

MeOH/Eau Marron jaunatre pateux 3,63 1,21
81 Acétone/ Eau  Marron jaunatre pateux 10,60 3,53
MeOH/ Eau Marron jaunatre pateux 5,45 1,81
82 Acétone/ Eau  Marron jaunatre pateux 7,90 2,63
MeOH/ Eau Marron jaunatre pateux 8,88 2,95
83 Acétone/ Eau  Marron jaunatre pateux 15,90 5,29
MeOH/ Eau Marron jaunatre pateux 3,61 1,20
84 Acétone/ Eau  Marron jaunatre pateux 4,90 1,63
MeOH/ Eau Marron jaunétre pateux 3,42 1,14
91 Acétone/ Eau  Marron jaunatre pateux 2,50 0,83
MeOH/ Eau Marron jaunétre pateux 2,24 0,74
92 Acétone/ Eau  Marron jaunatre pateux 3,40 1,13
MeOH/ Eau Marron jaunatre pateux 3,47 1,15
%3 Acétone/ Eau  Marron jaunatre pateux 3,10 1,03
MeOH/ Eau Marron jaunétre pateux 4,43 1,47
94 Acétone/ Eau  Marron jaunatre pateux 17,00 5,65
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D’apres les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, nous remarquons que les rendements des
extraits du systéme d’extraction (MeOH/Eau) varient de 0,74 a 2,95% ou il est constatable que la
plus importante quantité du résidu sec a été trouvée dans les graines de 1’échantillon 83
comparativement aux autres échantillons et de 0,83 a 5,65% pour les extraits du systéme
d’extraction (Acétone/Eau) dont I’extrait de I’échantillon 94 représente le rendement le plus élevé
(5,65 %) par rapport au poids total des graines. En revanche, le rendement le plus faible a été
enregistré pour 1’extrait 91. Donc, les valeurs les plus élevées se sont récupérées dans le systéeme
d’extraction (Acétone/Eau) par rapport au premier systéme d’extraction. Ceci, pourrait étre

expliqué par la nature des composés phénoliques de notre matiere végétale.

En comparaison avec d’autres études effectuées sur des graines de cucurbitacées (Attarde et al., 2010),
sur le sorgho et de Mil (Hadbaoui., 2012) et sur le Rhanterium Adpressum (Hamia., 2015), il apparait
que le rendement de I’extrait brut et de ses fractions par rapport au poids total des graines est
légerement supérieur dans ce présent travail. Les rendements de nos extraits sont comparables a
ceux obtenus par d’autres travaux utilisant des mélanges hydro-méthanolique (8/2 v/v) et
hydro-acétonique (8/2 v/v) pour I’extraction des composés phénoliques (Boussoussa et al., 2014).
Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le rendement
n’est que relative et semble étre lié aux propriétés génétiques des graines ainsi qu’a 1’origine
géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi aux méthodes
d’extraction appliquées. En plus de ces aspects quantitatives, quelque soit la méthode d’extraction
appliquée elle doit tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bio-activité de ces
principes actifs. Dans la présente étude, la méthode de macération a température ambiante pendant
une dizaine d’heures permet d’améliorer le processus d’extraction et de minimiser I’effet de chaleur

sur les composés thermosensibles de 1’extrait tout en préservant la bio-activité de ses constituants.

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des gaines de citrouille, un dosage des polyphénols
totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le choix de ces substances réside
dans le fait que la majorité des propriétés antioxydantes des matieres végétales sont attribuées a ces
substances. La méethode de dosages des polyphénols totaux est celle de Singleton-Rossi en utilisant
le réactif Folin-Ciocalteu. L’acide gallique a été utilis¢é comme phénol étalon (Figure 111.10). Le
dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium en utilisant la

catéchine comme standard (Figure 111.11).
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Figure 111.10. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Figure 111.11. Courbe d’étalonnage de la catéchine

La teneur en composées phénoliques de chaque extrait de plante a été alors calculée a partir de la

courbe d’étalonnage et exprimée en milligrammes équivalent en acide gallique par 100 gramme

de tourteaux. De méme la quantité des flavonoides dans nos extraits a été déterminée a partir de

la courbe d’étalonnage de la courbe d’étalonnage de la catéchine et exprimée en milligrammes

équivalent en catéchine par 100 gramme de tourteaux. Les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau I11.11.

Tableau I11.11. Teneur en phénols totaux et en flavonoides de différentes graines étudiées

Teneur en phénols totaux

Teneur en flavonoides

L Systéme .. .
Echantillion . (mg/100g) équivalent en (mg/100g) equivalent en
d’extraction . . L
acide gallique catéchine

MeOH/Eau 35,66 101,33

81 Acétone/ Eau 37,81 55,57
MeOH/ Eau 34,74 97,14

82 Acétone/ Eau 40,44 39,41
MeOH/ Eau 37,14 105,90

83 Acétone/ Eau 42,93 44,67
84 MeOH/ Eau 38,86 103,35
Acétone/ Eau 46,39 45,40

MeOH/ Eau 29,52 84,16

o Acétone/ Eau 30,87 38,43
MeOH/ Eau 19,80 55,51

%2 Acétone/ Eau 36,65 44,46
MeOH/ Eau 26,93 87,20

9 Acétone/ Eau 32,96 46,49
MeOH/ Eau 34,68 95,23

%4 Acétone/ Eau 26,68 25,13
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D’apres la syntheése de 1’ensemble de résultats obtenus lors de la quantification des phénols totaux
obtenus par la macération hydro-alcooliqgue (MeOH/Eau : 8/2 v/v), on peut constater que les
teneurs de ces composés varient entre 38,86 et 19,8 mg GAE/100 g de tourteaux. Les taux des
composés phénoliques les plus élevés ont été détectés dans les échantillons 84, 83 et 81, tandis que,
les teneurs les plus basses sont remarquées dans les échantillons 92, 93 et 91 (Tableau I11.11). En
outre, nous avons enregistré que les extraits qui ont donné les rendements les plus importants en
résidu sec (Tableau I11.10) ont offert aussi des teneurs importantes en phénols totaux. Mais si on
compare les teneurs en phénols totaux des échantillons 83 et 84 qui sont voisines, on trouve que
I’échantillon 83 a fourni un résidu sec deux fois plus supérieur que celui de 1’échantillon 84. Une
explication simple pourra étre retirée de ce résultat, ¢’est que le résidu de 1’échantillon 83 renferme

des molécules autres que les composes phénoliques.

On peut noter ici que les échantillons récoltés dans I’année 2008 renferment les quantités en
phénols totaux les plus importantes par rapport aux €chantillons de I’année 2009. Méme remarque a
été observé pour les flavonoides. Ce résultat pourra étre expliqué par le fait que les graines n’ont
pas été récoltées dans la méme période ou la durée de stockage et la maturité des fruits ont influencé
sur la teneur en phénols totaux. Selon, Puuponen Pimia et al, qui ont remarqué qu’un stockage de
nombreux légumes qui peut aller jusqu’a une année sera accompagneé par une petite diminution des
teneurs en polyphénols totaux (Elvira Gonzalez et al., 2006). Comparativement aux autres études
réalisées sur des échantillons de cucurbitacées (Savitree et al., 2004),0n peut constater que nos

échantillons possédent des teneurs en phénols totaux relativement importantes.

Cependant, une telle extraction par le méthanol ne donne pas que les polyphénols mais
probablement d’autres substances non phénoliques telles que les sucres, les protéines, les pigments
et d’autres composés réducteurs qui peuvent interférer pendant le dosage des phénols totaux par le
réactif du Folin-Ciocalteu. Or, 1’augmentation du métabolisme phénolique dans certains
¢échantillons étudiés peut €tre liée aux conditions climatiques (la température €levée, 1’exposition au

soleil, la sécheresse...).

Il faut noter ici que les valeurs obtenues des teneurs en composés phénoliques totaux ne reflétent
pas les quantités réelles de ces substances dans les graines investiguées car il y a plusieurs facteurs
qui influent sur le rendement d’extraction en I’occurrence, le type, I’acidité et le volume du solvant,
la température et le temps du contact avec la matiére premicre ainsi que le mode d’extraction
(Dopico-Garcia et al., 2007 ; Hayouni et al., 2007 ; Silva et al., 2007 ; Giorgia Spigno et al., 2007). A cet effet,

nous avons choisi dans notre étude deux mélanges hydro-méthanolique et hydro-acétonique avec
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un rapport (8/2) en volume puis une purification par I’acétate d’éthyle qui un bon solvant pour
I’extraction des composés phénoliques. Ce choix de cette méthodologie est basé sur une littérature
indiquant 1’utilisation de ce type de solvants pour extraire les composés phénoliques ayant des

activités importantes (Filomena et al., 2007 ; Chirinos et al., 2007 ; Boussoussa et al., 2014 ).

Dans notre travail, le dosage du contenu en flavonoides a été déterminé spectrophotométriquement
par la méthode du chlorure d’aluminium qui est utilisée spécifiquement pour la quantification des
flavones et flavonols (Kosalec et al., 2004). Par conséquent, les résultats obtenus ne dévoilent pas les
quantités des flavonoides totales exactes dans les graines investiguées. A cet effet et pour obtenir
une estimation proche de ces substances dans ces plantes, il faut utiliser la technique de
2.4-dinitrophénylhydrazine en tant q’'une méthode complémentaire pour le dosage des flavanones et
dihydrofavonol (Popova et al., 2005). Les valeurs des quantités de flavonoides obtenues sont
comprises entre 5551 et 1059 mg CE/100g de tourteaux. Ces valeurs sont relativement
intéressantes par rapport a d’autres résultats obtenus a travers des études réalisées sur le contenu en

composés flavonoidiques du péricarpe du potiron (Cucurbita maxima) (Attarde et al., 2010).

Egalement, nous avons remarqué que les teneurs des flavonoides dans les extraits sont supérieures
a celles des phénols totaux ce qui n’est pas raisonnable. Cette différence pourra étre due aux
phénols standards utilisés pour la préparation des courbes d’étalonnage ou méme aux méthodes
choisies pour le dosage. Egalement nous avons représenté la variation de la teneur des
polyphénols en fonction de la teneur en flavonoides (Figure 111.12). D apreés ce graphe, il est clair
qu’il existe une bonne corrélation positive entre la teneur en phénols totaux et le taux des
flavonoides (R? = 0,92). Ce résultat peut étre traduit par le fait que la quantité des flavonoides
varie proportionnellement avec tout le contenu en polyphénols d’un échantillon a un autre et
que les graines étudiées renferment en général un matériel polyphénolique riche en composés

flavonoidiques.
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Figure 111.12. Variation de la teneur des polyphénols en fonction de la teneur en flavonoides
(Systéme : MeOH/Eau)
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On peut noter ici que les graines des échantillons de I’année 2008 présentent presque les mémes
quantités en flavonoides par rapport a ceux de I’année 2009. Egalement, on constate que les graines

récoltées en 2008 exhibent des teneurs en flavonoide supérieures a celles de I’année 2009.

D’apres les analyses par spectrophotométrie UV-Visible des extraits phénoliques, nous avons pu
remarquer que tous les spectres obtenus des huit échantillons présentent les mémes allures avec des
bandes caractéristiques autour de 320 nm avec également la présence d’un épaulement a I’environ
de 410 nm. Ces bandes d’absorption sont probablement durent a la présence des anthocyanes ou

des isoflavones dans les extraits étudiés (Howard and Gary., 2000).

En fin, la connaissance du matériel polyphénolique des graines des cucurbitacées est encore mal
connue. Alors, la mise en évidence des principes actifs issus des métabolites secondaires des
végétaux devrat étre approfondie afin de permettre d’isoler et de caractériser d’éventuels nouveaux
polyphénols ou de trouver des polyphénols déja connus qui pourront étre utilisés pour des études
chimiotaxonomiques. A cet effet, le dosage des composes phénoliques par les méthodes
spectrophotométriques reste insuffisant et I’analyse quantitative et qualitative de ces substance
peuvent étre effectuées par la chromatographie liquide a haute performance (CLHP) avec un
détecteur UV-Visible a barette d’iode (Hagen et al., 2007 ; Heimler et al., 2007). En revanche, I’analyse
des constituants phénoliques par la CLHP reste encore insuffisante. 1l faut donc, passer a la
purification des composés par les techniques chromatographiques puis leur identification par les
méthodes spectroscopiques (RMN'H et *3C, spectroscopie de masse). Actuellement, I'utilisation de
la chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur de masse est devenue une

technologie trés rapide pour I’identification des composés phénoliques (Romani et al.,1993).

Les résultats obtenus par la macération hydro-acétonique (Acétone/Eau : 8/2 v/v) de la teneur en
phénols totaux des graines étudiées montrent que ces composés varient entre 26,68 mg et 46,39 mg
GAE par 100g de tourteaux. Les taux des composés phénoliques les plus élevés ont été détectés
dans les extraits 84, 83 et 82, tandis que, la teneur la plus basse est observée pour ’extrait de

I’échantillon 94.

Le réctif de Folin-Ciocalteu a été choisi pour le dosage des polyphénols pour certaines raisons. Tout
d’abord, c’est une technique qui satisfait aux criteres de faisabilité et de reproductibilité vue la
disponibilité du réactif de Folin-Ciocalteu et la standardisation de la méthode. De plus, la grande
longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser les interférences avec

la matrice d'échantillon qui est souvent colorée. En fin, c’est un test largement pratiqué dans les
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laboratoires de recherche d’antioxydants alimentaires a travers le monde (Nagavani and Raghava Rao.,
2010).

Si le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu est simple a mettre en oeuvre et trés sensible, il n’est
cependant pas spécifique des polyphénols car il réagit avec tous les composées oxydables tel que les
acides aminés et les vitamines. De telles interférences peuvent étre importante car les graines de
cucurbitacées sont riches en vitamines et en protéines est impressionnante, et possédent également

tous les acides aminés essentiels (Attarde et al., 2010).

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure d’aluminium
révele que les extraits des échantillons de 1’année 2008 sont riches en composés flavonoidiques
comparativement aux €chantillons récoltés en 2009. Cependant, I’examen de ces résultats permet de
mettre en évidence une corrélation faiblement positive (R? = 0,33) entre la teneur des extraits en
flavonoides et en composés phénoliques (Figure 111.13). Ceci peut étre expliqué par le fait que les

composés flavonoidiques ne représentent pas les composés majoritaires des polyphénols totaux.
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Figure 111.13. Variation de la teneur des polyphénols en fonction de la teneur en flavonoides
(Systéme : Acétone/Eau)

Si on compare ces résultats a ceux obtenus par le systeme de macération hydro-alcoolique
(MeOH/Eau : 8/2 viv), on remarque le méme ordre décroissant des extraits en termes de teneur en
composés phenoliques et en flavonoides. De méme, le taux des flavonoides dans les deux études est
relativement comparable. Toutefois, il est important de signaler que I’utilisation de différents
solvants d’extraction, réduit la fiabilit¢ de comparaison entre les deux études. Bien que 1’étude des
composés phénoliques des graines de cucurbitacées locales soit trés peu étudiée, il est relativement
difficile de les comparer aux données de la littérature. En effet, il existe une diversité de variétés, de

maturité, de conditions climatiques et conditions de stockage des citrouilles et de leur graines, d’une
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part et une assez grande variation dans les procédés d’extraction d’autre part, ce qui influent

intensivement sur la teneur et la composition chimique des composés phénoliques.

I11.4. Evaluation de I’activité antioxydante

111.4.1. Test de DPPH

Les valeurs d’ECsp ont été calculées par la méthode de la régression linéaire des points de
pourcentage de l'activité antiradicalaire contre la concentration des composés testés. Le Trolox,
I’a-tocophérol, le BHA, le BHT et I'acide ascorbique ont été utilisés comme des antioxydants de

référence (Figure 9, Annexe 1).

Les capacités antioxydantes de nos différents échantillons exprimées en ECsp ont été calculées apres

30 min de réaction.

La méthode de balayage de radical stable DPPH est une méthode largement utilisée pour évaluer les
capacités antioxydantes des produits naturels, il a été utilisé aussi pour I'huile d'olive et d'autres
huiles végétales ainsi que des polyphénols antioxydants individuels (Prevc et al., 2013 ; Mancebo-
Campos et al., 2014).

111.4.1.1. Test de DPPH des lipides

L’activité est définie par I’indice de la réduction antiradicalaire exprimé en pourcentage d’inhibition
pour différentes concentrations d’extrait lipidique. Donc, ’indice antiradicalaire relatif montre
seulement la capacité de 1’échantillon, a une concentration fixée, de réduire ou non les radicaux et
dans beaucoup de cas, I’augmentation de la concentration de 1’antioxydant ameéne a 1’augmentation
de I’activité¢ antioxydante. Ce paramétre a été présenté par Brand-Williams et ses collaborateurs
(Brand-Williams et al, 1995 ; Bondet et al, 1997). Il a été employé plus tard par plusieurs groupes de
chercheurs pour présenter leurs résultats (Tahara., 2007). L'inconvénient de ce parametre est que plus
I'activité antioxydante n’e élevée, plus la valeur d'ECs est inférieure. De ce fait, et pour des raisons
de simplicité nous avons introduit le parametre TAC qui représente la capacité antioxydante totale
de I’extrait calculé a partir des valeurs d’ECs. C’est-a-dire, plus les valeurs du TAC est grandes
plus le pouvoir antiradicalaire des extraits est important. Les valeurs d’ECsq de ce test sont calculées

a partir des courbes de la figure 111.14.
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Figure 111.14. Courbes représentants la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits lipidiques dans le test du DPPH
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Dans le test de DPPH (Figure 111.14), tous les extraits d’huile ont montré un effet de balayage du
radical DPPH'. Les huiles de graines de citrouille sont caractérisées par des différences
significatives statistiquement dans leur activité antioxydante mesurée par la méthode du DPPH. Par
conséquent, toutes les huiles extraites ont montrées une activité similaire de piegeage des radicaux
DPPH. Aucune différence significative de la puissance antiradicalaire a été observée entre les
extraits d'huile de graines de citrouille récoltés en 2008 et ceux récoltés en 2009. La plus forte
activité antioxydante a été observée par l'extrait obtenu a partir de 1'échantillon 94 d’huiles de
citrouille. Tandis que, I'échantillon 91 possédait I'activité antiradicalaire la plus basse. Aussi, le
tableau 111.12 montre la comparaison de la concentration efficace de balayer 50% des radicaux
libres (ECsp) d'huiles de graines de citrouille contre 250 uM du radical DPPH. Les valeurs d’ECsg
des normes qui allaient de 0,005 & 0,01 g.L™ étaient plus fortes que toutes les huiles testées.

Tableau 111.12. Les valeurs de I’EC 5, des différents extraits lipidiques dans le test du DPPH

ECs (g/L) TAC (L/g)
L 81 23,8 0,08 0,042
O
58
= & 82 36,7 +0,18 0,027
=2
58 83 25,1 +0,07 0,04
_— D
2=
N 84 38,710,2 0,026
o 91 41,7 +01 0,024
o
5 92 27,39 £0,5 0,036
28
£ 93 22,0 £0,20 0,045
3
U‘;j = 94 17,9 £0,30 0,056
Vitamine C 0,009 + 0,001 110,86
Vitamine E 0,010 + 0,002 95,35
Trolox 0,005 + 0,001 194,84
BHT 0,006 + 0,001 164,08

BHA 0,006 + 0,001 168,52
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Beaucoup de recherches ne pouvaient pas trouver de corrélation significative entre la teneur totale
des antioxydants et l'activité antioxydante des extraits des plantes. Cela peut étre due que les fruits
et légumes contiennent beaucoup de différents composants antioxydants, y compris les
caroténoides, des vitamines, des composés phénoliques, flavonoides, etc., ce qui pourrait affecter la
mesure de l'activité antioxydante. De plus, dans notre étude, il n y avait pas de corrélation
significative entre l'activité antiradicalaire et le contenu en tocophérols totaux dans les huiles
étudiées. Mais, le coefficient de corrélation entre l'activité de piégeage DPPH et le contenu en
vitamine E avait R? = 0,2. Ce résultat suggére que 21% de la capacité antioxydante des huiles de
graines de citrouille algériennes résulte de la contribution des composés tocophéroliques. En outre,
on peut conclure que l'activité antioxydante des huiles extraites ne se limite pas aux tocophérols,
mais il peut aussi provenir de la présence des autres métabolites secondaires. En outre, comme le
montre le tableau 111.12, la meilleure activité antioxydante a été remarquée par I'huile extraite a
partir de I'échantillon 94. Cette huile contient la plus grande quantité de contenu &-tocophérol.
Ainsi, le bon pouvoir antiradicalaire de I'extrait de cette huile peut étre di a la présence de haut

teneur en d-tocophérol.
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111.4.1.2. Test de DPPH des protéines

Le principe de la détermination de 1’activité antioxydante des extraits protéiques d’albumine et de

la globuline (Figure 111.15 et Figure 111.16) est le méme utilisé pour les extraits lipidigues.
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Figure 111.15. Courbes représentants la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits en albumine dans le test du DPPH
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Figure 111.16. Courbes représentants la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits en Globuline dans le test du DPPH
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Le tableau I11.13 résume les différents résultats obtenus.

Tableau 111.13. Les valeurs d’EC 5, des différents extraits d’ Albumine et de Globuline dans le test du DPPH

Echantillion  Protéine ECs (g/L) TAC (L/g)
81 Albumine 0,631 + 0,016 1,5856
Globuline 0,309 £ 0,011 3,2320
82 Albumine 0,112 + 0,005 8,9108
Globuline 0,862 + 0,008 1,1600
83 Albumine 0,156 + 0,004 6,4232
Globuline 1,666 + 0,043 0,6000
84 Albumine 0,751 0,035 1,3324
Globuline 2,502 +0,011 0,3400
91 Albumine 0,561 +0,019 1,7826
Globuline 1,78 £ 0,042 0,5620
92 Albumine 0,497 + 0,042 2,0126
Globuline 3,209 + 0,235 0,3120
93 Albumine 0,394 0,017 2,5388
Globuline 3,064 + 0,057 0,3260
94 Albumine 0,834 + 0,042 1,1986
Globuline 3,802 +0,08 0,2630
Vitamine C / 0,009 + 0.001 110,86
Vitamine E / 0,010 +0.002 95,350
Trolox / 0,005 +0.001 194,84
BHT / 0,006 + 0.001 164,08
BHA / 0,006 +0.001 168,52

La comparaison des activités antiradicalaires obtenues pour les différents extraits protéiques de
citrouille révéle que dans ’albumine le pouvoir antiradicalaire varie de 1,1986 au 8,9108 I.g™. La
valeur la plus élevée est observée pour 1’extrait 82. Tandis que, 1’échantillon 94 a donné un statut
antiradicalaire faible. Cependant, nous avons constaté que nos extraits se présentent comme des

agents antioxydants relativement puissants par rapport a d’autres extraits de plantes déja étudiées

(Savitree et al., 2004).

Ainsi, la présence de certaines protéines individuelles responsables de cette activité peut influencer
sur le pouvoir antiradicalaire. A titre d’exemple, 1’extrait de 1’échantillon 82 a montré un pouvoir
antiradicalaire 7 fois plus grand que celui de 1’échantillon 94, malgré que ce dernier posséde une

teneur en albumine trés élevée par rapport 1’échantillon 82.
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Mais dans le cas de la Globuline on enregistre un pouvoir antiradicalaire allant de 0,263 a
3,2316 L.g™. La valeur la plus élevée est enregistrée pour I’extrait 81. Tandis que, 1’échantillon 94
a donné aussi un statut antiradicalaire faible comme le cas de I’albumine. L’échantillon 81 a montré
un pouvoir antiradicalaire 12 fois plus grand que celui de 94, malgré que 1’échantillon 94 possede
aussi une teneur en globuline trés élevée par rapport a 1’échantillon 81. En ce qui concerne les
extraits de prolamine, nous avons remarqué que tous les échantillons étudiés possédent des statuts

antiradicaux faibles avec ces faibles concentrations.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un compose, les résultats
sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence. A cet effet, nous avons utilisé I’acide
ascorbique, 1’a-tocophérol, le BHT, le BHA et le Trolox comme contrbles positifs doués des
activités antioxydantes tres importantes (Traber et Atkinson, 2007 ; Takebayashi et al., 2010). Ces
antioxydants sont utilisés comme des agents conservateurs dans les industries agroalimentaires. La
capacité antiradicalaire de ces références a été calculée a partir des tracées figurant la variation de
leurs taux d’inhibitions en fonction de leurs concentrations (Figure 9, Annexe 1). D’apres les
valeurs obtenues d’ECsp, on apercoit que tous antioxydants testés découvrent des activités
antiradicalaires semblables. Mais comparativement aux extraits, il est clair que ces antioxydants de

référence ont un statut antiradicalaire trés élevé.

En comparaison avec les antioxydants standards, tous les extraits d’albumine testés s’averent
moins actifs que les antioxydants de référence et qui exhibent presque le méme statut antioxydant.
Le BHT et BHA et Trolox, sont 19 fois plus actifs que I’extrait 82. De méme, dans I’extrait de la
globuline 81 est 55 fois moins actifs que le BHT et BHA et Trolox.

Les capacités de piégeage du radical DPPH" des différents extraits de la Globuline et les standards
de référence sont classées dans 1’ordre suivant : Trolox > BHA > BHT > Vit C > Vit E > 81 >82 >
83 >91>84 >93> > 92> 94, Etpour les extraits de I’albumine : Trolox > BHA > BHT > Vit C >
Vit E > 82 >83 > 93 > 92 >91 > 81> 84 > 94. La comparaison de ces valeurs obtenues avec celles
enregistrées par les extraits des échantillons testés, nous a permit de conclure que nos échantillons

sont moins actifs que les antioxydants standards.

Bien que le test au DPPH’ soit considéré comme une méthode simple, rapide et facile a mettre en
ceuvre, les expériences ont montré certaines difficultés de la mesure. C’est pourquoi, en effectuant
des tests de mesure de la cinétique de 1’activité antiradicalaire, on peut générer une évaluation plus
globale des propriétés des échantillons étudiés. L’estimation simultanée du pouvoir antiradicalaire

TAC et du temps de réaction permettraient d’estimer d’une meilleure fagon I’activité antioxydante
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par I'indice de D’efficacité antiradicalaire. Le test du DPPH n’est pas quantitatif, il permet de
comparer les différents extraits entre eux selon leur capacité a piéger le radical DPPH" et ainsi,
d’apprécier les variations qualitatives des composés protéiques. L’évaluation de [’activité
antiradicalaire doit étre interprétée avec précaution du fait que 1’absorbance du DPPH" a 515-520
nm diminue sous I’action de la lumicre, de 1’oxygene, en fonction du pH et le type du solvant
additionné a I’antioxydant. La structure chimique et la polarité¢ de I’antioxydant sont déterminantes
pour sa capacité a balayer les radicaux libres. Des effets synergiques preuvent étre modelés
I’activité antiradicalaire. Néanmoins, les observations obtenues sur la simple estimation des
activités des composés purs et extraits, ouvrent le cadre a la recherche des explications authentiques
de ces résultats par une étude chimique approfondie des principes actifs des extraits potentiels et par

conséquent, une meilleure compréhension des mécanismes réactionnels.
111.4.1.3. Test de DPPH des polyphénols

Dans la premiére approche, 1’activité est définie par 1’indice de la réduction antiradicalaire exprimé
en pourcentage d’inhibition pour différentes concentrations d’extrait (Figure 111.17) consernant le
systéme de maceération hydro-alcoolique (MeOH/Eau : 8/2 v/v) et (Figure 111.18) pour le systéme
de macération hydro-acétonique (Acétone/Eau : 8/2 v/v). Et comme il n’existe pas de mesure
absolue et significative de la capacité antioxydante d’un composé, les résultats sont souvent

comparés par rapport aux antioxydants de référence.
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Figure 111.17. Courbes représentants la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits phénoliques (Systéme : MeOH/Eau) dans le test du DPPH
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Figure 111.18. Courbes représentants la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits phénoliques (Systéme : Acétone/Eau) dans le test du DPPH
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Le tableau I11.14 résume les différents résultats obtenus.

Tableau I11.14. Les valeurs d’EC 5y et du TAC des différents extraits phénoliques dans le test du DPPH

Echantillion d;:’;’tslfzrc‘:fon ECso (9/1) TAC (I/g)

81 MeOH/Eau 0,615 +0,09 1,62
Acétone/ Eau 1,970 +0,14 0,51

82 MeOH/ Eau 0,881 +0,08 1,13
Acétone/ Eau 1,298 +0,02 0,77

83 MeOH/ Eau 1,510 +0,03 0,66
Acétone/ Eau 2,815 +0,02 0,35

84 MeOH/ Eau 0,502 +0,09 1,99
Acétone/ Eau 0,658 + 0,03 1,52

01 MeOH/ Eau 0,120 + 0,07 8,33
Acétone/ Eau 0,628 +0,02 1,59

92 MeOH/ Eau 1,002 0,10 1,00
Acétone/ Eau 0,752 + 0,003 1,33

93 MeOH/ Eau 0,663 +0,06 151
Acétone/ Eau 0,830 +0,03 1,20

94 MeOH/ Eau 0,908 +0,09 1,10
Acétone/ Eau 1,942 +0,05 0,51

Vitamine C / 0,009 +0.001 110,86
Vitamine E / 0,010 +0.002 95,35
Trolox / 0,005 +0.001 194,84
BHT / 0,006 +0.001 164,08
BHA / 0,006 +0.001 168,52

A la lumiére des résultats obtenus de ce screening, on peut remarquer que les extraits phénoliques
obtenus par la macération hydro-alcoolique (MeOH/Eau : 8/2 v/v) des différents echantillons ont
affiché un pouvoir antiradicalaire allant de 0,66 au 8,33 g™.I. La valeur la plus élevée est observée
pour I’extrait 91. Tandis que, 1’échantillon 83 a donné un statut antiradicalaire faible. Cependant,
nous avons constaté que nos extraits se présentent comme des agents antioxydants relativement

puissants par rapport a d’autres extraits de cucurbitacées deja étudiées (Savitree et al., 2004).

On a essayé de trouver une corrélation linéaire entre les valeurs de TAC et les teneurs en
polyphénols, en flavonoides et méme en résidu sec, mais on a obtenu des coefficients de corrélation
trés faible (R®> < 0,1). La seule explication de cette indépendance est que les compositions des

extraits en polyphenols et flavonoides sont différentes. Ainsi, I’existence de certaines molécules
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individuelles responsables de cette activité peut influencer sur le pouvoir antiradicalaire. A titre
d’exemple, I’extrait de I’échantillon 91 a montré un pouvoir antiradicalaire 8 fois plus grand que
celui de I’échantillon 93, malgré qu’ils renferment les mémes teneurs en composé€s phénoliques.
Par ailleurs, tous les extraits sauf 91 présentent des ECsp Vvoisin dont leurs teneurs en composes
phénoliques sont différentes. De plus, Egalement, nous avons enregistré une tres bonne correlation
lineaire entre les valeurs d’ECs et le redement d’extraction pour les extraits des échantillons de

’année 2008 (R? = 0,99).

D’apres les valeurs obtenues d’ECsp, On remarque que tous les antioxydants testés ont des activités
antiradicalaires semblables. Mais comparativement aux extraits, il est clair que ces antioxydants de

référence ont un statut antiradicalaire trés élevé.

Les valeurs d’ECso des extraits obtenus par la macération hydro-acétonique (Acétone/Eau : 8/2
v/v) a travers ce screening antiradicalaire sont indiquées dans le tableau I11.14. Comme figurant
dans le tableau ci-dessus, on constate que les valeurs de TAC de tous les extraits sont significatives
mais faibles. Plus ces valeurs ne tendent pas et s’éloignent du zéro, plus la puissance antioydante au
élevé. Egalement, nous avons enregistré un statut antiradicalaire tres intéressant pour les
antioxydants de référence. En effet, le trolox est le piégeur du radical DPPH-" le plus puissant parmi

les cing standards utilisés.

Les capacités de piégeage du radical DPPH" des différents extraits et standards sont classées dans
I’ordre suivant : Trolox > BHA > BHT > Vit C > Vit E > 94 >91 > 84 > 92 >93 > 82 > 81 > 83.
Néanmoins, les extraits 94, 91 et 84 possedent des capacités de neutralisation du radical libre DPPH
les plus intéressantes, puisqu’ils agissent a faible dose, mais reste significativement inférieure a
celle des témoins. Toutefois, les antioxydants standards sont 200 fois plus actifs que nos extraits.
Cette faible action inhibitrice du radical DPPH' peut étre expliquée par la présence d’un taux

relativement bas d’antioxydants individuels dans les extraits phénoliques investigues.

D’autre part, aucune dépendance significative n’a été trouvée entre le pouvoir antiradicalaire
exprimé en ECs; et les teneurs en phénols taux et flavonoides (R? < 0,01) des extraits. Par contre,
une bonne corrélation positive (R? = 0,85) a été détectée entre les valeurs d’ECsy et le rendement du
résidu sec (Figure 111.19). En revanche, cette corrélation linéaire sera trés significative (R* = 0,99;
Figure. 11, anexe 1) si les valeurs d’ECsg seront dessinées en fonction des rendements d’extraction

des composés phénoliques que pour les extraits de I’année 2008.
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Figure 111.19. Courbe de variation des valeurs d’ECsy du test du DPPH en fonction du rendement
d’extraction (Systéme : Acétone/Eau)
Cette bonne dépendance, décrit que 1’efficacité antiradicalaire des extraits varie inversement avec le
taux d’extraction. C'est-a-dire, plus la masse du résidu sec obtenue est élevée plus I’activité
antiradicalaire est importante. Une explication possible de ce résultat peut étre retirée, par le fait que
les extraits possédant une activité réductrice du DPPH' importante peuvent renfermer que des
molécules antioxydantes. En revanche, les extrais donnant ainsi un bon rendement d’extraction
peuvent contenir des composés neutres qui influent sur la concentration sans qu’ils contribuent a

’activité antioxydante.

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire d’une fagon plus pertinente, une approche
introduit des paramétres cinétiques, tels que le temps TECso, la constante de vitesse de la réaction
ou le coefficient directeur de la courbe cinétique, sera nécessaire pour atteindre 1’équilibre et donne
une estimation plus en moins précise de la valeur d’ECsy sera calculée (Djeridane., 2008).
L’estimation du temps TECsy permet d’introduire la classification suivante: TECs; < 5 min
(réaction rapide), 5,30 min (réaction intermédiaire) et TCEsy > 30 min (réaction lente) (Djeridane.,
2008). L’indice de I’efficacité antiradicalaire relie la concentration du DPPH" et le temps TECsq dans
I’essai avec la concentration effective ECso de I’échantillon, et résulte dans un parameétre constant

pour chaque solution ou extrait.
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111.4.2. Test du phosphomolybdate (PPM)

La méthode de phosphomolybdéne est couramment appliquée pour évaluer la capacité antioxydante
totale des extraits de plantes et de diverses varietés de graines (Hadbaoui et al., 2010 ; Bagepalli et al.,
2010). Cette méthode est basée sur la réduction de molybdene (VI) par les antioxydants et la

formation d'un complexe vert molybdéne (V), qui absorbe a 695 nm.

De méme, comme dans le test du DPPH, les valeurs d’ECsq ont été calculées par la méthode de la
régression linéaire des points de pourcentage du pouvoir réducteur contre la concentration des
extraits testés. Le Trolox, 1’a-tocophérol, le BHA, le BHT et l'acide ascorbique ont été utilisés

comme des antioxydants de référence (Figure 10, Annexe 1).
111.4.2.1. Test du phosphomolybdate des lipides

Les valeurs des activités antioxydantes totales sont calculées a partir des courbes figurant la
variation du pourcentage de réduction des antioxydants en fonction de leurs concentrations

exprimées en g.L™ (Figure 111.20).
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Figure 111.20. Courbes représentants la variation des pourcentages de réduction en fonction des
concentrations des extraits lipidiques dans le test du PPM
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Les capacités antioxydantes totales observees dans toutes les huiles extraites ont des valeurs d’ECs
qui s’echelonnent de 18,8 £ 0,3 a 56,3 £ 0,2 g / | (Tableau I11.15). Toutes les huiles extraites ont
des activités plus faibles comparativement aux antioxydants standards. La capacité antioxydante la
plus élevée a été révélee pour I'échantillon 84. Son effet était presque cing fois moins que le BHT.
Cet antioxydant est actuellement utilisé dans I'industrie alimentaire et dans la thérapie, mais il est
accusé d'étre dangereux pour la santé (Hocman. G., 1988). Donc, les résultats suggerent que nos
extraits des huiles en particulier 1’échantillon 84 peuvent remplacer les antioxydants synthétiques
parce qu'ils constituent une bonne activité antioxydante a ceux observés pour l'antioxydant de
référence. Comparant ces résultats avec la littérature, des valeurs similaires ont été signalées pour
I'huile de graines de citrouille de la Pologne (Siger et al., 2008). Cependant, nos extraits d'huile de
citrouille ont illustré de bonnes activités antiradicalaires comparativement a d'autres huiles telles

que le soja et le tournesol (Siger et al., 2008).

Tableau 111.15. Les valeurs de I’EC 5, des différents extraits lipidiques dans le test du PPM

ECs (g/L) TAC (L/g)
o _ 81 20,6 +0,9 0,048
o3
88 82 24,4 +0,14 0,041
=3 83 455 +031 0,022
_ D
g
o~ 84 18,8 +03 0,053
S - 91 39,8 +0,39 0,025
O
58
5 & 92 41,5+075 0,024
=@
] 93 56,3 + 0,2 0,018
S
Q= 94 31,1406 0,032
Vitamine C 0,07 + 0,001 14,28
Vitamine E 0,08 +0,001 12,50
Trolox 0,07 £0,001 14,28
BHT 3,60 + 0,002 0,28
BHA 0,27 + 0,005 3,70

En outre, il n'y avait pas de relation entre I’activité antioxydante totale évaluée par le test DPPH et
les activités réductrices (R? < 0,40). Aussi, une mauvaise corrélation a été observée entre I'activité

antioxydante et le taux de teneur en a-tocophérol (R? = 0,50). On peut expliquer ces résultats, on
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considérant que la propriété antioxydante globale d'un extrait de plante est généralement le resultat
de lactivité combinée d'une large gamme de composés comprenant, a cOté de composés
phénoliques, des peptides, des acides organiques et d'autres composants (Gallardo et al., 2006). Ceci
est la raison pour laquelle les échantillons tels que 82 et 93 ayant des concentrations proches en
tocophérols totaux, peuvent varier dans leurs activités antioxydantes (Test PPM). Il peut étre
observé que les activités antioxydantes des extraits des huiles n’ont pas de corrélation significative
avec leur activité antiradicalaire mesurée par le test DPPH (R? < 0,1). L'écart entre les résultats des
tests DPPH et PPM peut étre liée aux différents mécanismes impliqués dans chaque évaluation. En
conclusion, nos résultats suggerent que les extraits d'huile de certaines graines de citrouille étudiées
ont une capacité antiradicalaire. La réintroduction des graines de la citrouille dans le régime
alimentaire normal est acceptable et pourrait étre une pratique culturelle pertinente dans le contréle

des maladies dans lesquelles les radicaux libres sont impligqués.

Les données sur la teneur d’huile de graines des cucurbitacées sont trés importantes pour les
nutritiens, les médecins, les industries et les consommateurs, comparativement a I'huile d'olive de la
Méditerranée. Bien que diverses méthodes ont été mises au point pour I'évaluation quantitative de
différents composés antioxydants dans les huiles comestibles. Ainsi, I'nuile de graines de cucurbita
pepo pourrait étre une alternative a I'huile d'olive (Tsaknis et al., 1997 ; Kalogeropoulos and Tsimidou.,

2014).

111.4.2.2. Test du phosphomolybdate des protéines

Les valeurs des activités antioxydant totales sont calculées a partir des courbes figurant la variation
du pourcentage de réduction des extraits protéiques en fonction de leurs concentrations exprimées
en g/L (Figure 111.21 et Figure 111.22).
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Figure 111.21. Courbes représentants la variation des pourcentages de réduction en fonction des
concentrations des extraits en albumine dans le test du PPM



Chapitre 111- Résultats et discussion

102

. Echantillon 81 2 Echantillon 82
1
57 £
£ 20 |
2 15
Z 15 z 10 R'=0284
g" 10 %
= £5
g s
: By
£ o H
0 01 02 03 04 a 0 02 04 06 08 1 12 14
[Echantillon 81] g/1 [Echantillen 82] /1
. Echantillon 83 Echantillon 84
# # 20
= 50 =
2 2
:.E 40 Es
S E
5 30 S 1
E 20 &
g b<]
HES E 5
=
0 2 a
0 05 1 1,5 2
0 1 2 3 4
[Echantillon 83] g/l [Echantillon 84] g/I
Echantillon 91 Echantillon 92
-
2 g 40
H =
E.‘E 20 -
£ 15 £
= R?=0,990 - 20 R?=0,991
& 10 &
] 8 10
g s 8
: £ o
0 E o 1 2 3 4
0 05 1 15 2 25 3
[Echantilon 91] g/1 [Echantillon 92] g/l
Echantillon 93 Echantillon 94
#
£ 5o o
Eg 40 s 30
ﬁ _E, 25
EE 30 E 20
% 20 R*=0,991 ';e 15
H 10 £ 10
: B,
g o g
0 1 2 3 4 5 & 0 1 2 3 4 5 6
[Echantillon 93]g/1 [Echantillon 94] g/f1

Figure 111.22. Courbes représentants la variation des pourcentages de réduction en fonction des

concentrations des extraits en globuline dans le test du PPM
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Les valeurs obtenues d’ECso (concentration effective a 50%) et du TAC (Total Antioxidant
Capacity) sont mentionnées dans le tableau 111.16. De méme, les extraits de la prolamine, possedent
des pouvoirs réducteurs trés faibles dans tous les échantillons étudiés avec ces faibles

concentrations.

Les valeurs de I’activité antioxydante obtenues révelent que les graines de citrouille possédent une
activité réductrices dose dépendante, les ECso de chacun des différents extraits ont été déterminées.
L’ensemble des extraits étudiés révele des propriétés antioxydantes moyennement intéressantes ce

qui se manifeste par de faibles valeurs d’ECs. Ainsi, nous remarquons que les valeurs obtenus
pour I’albumine varient entre 0,2829 et 1,9450 g.L™ pour les extraits des échantillons 82 et 93

respectivement.

Tableau I11.16. Les valeurs d’EC 5, des différents extraits d’ Albumine et de Globuline dans le test du PPM

Echantillion  Protéine  ECs (gL  TAC(L.gh

Albumine 1,334 +0,0050 0,7498

81 Globuline  0,8539+0022  1,1710

8 Albumine 0,283 + 0,0000 3,5344

Globuline 3,684 +0,1521 0,2715

83 Album@ne 0,343 +0,0110 2,9126

Globuline  1,8288 +0,025 0,5468

84 Albumine 1,5495 +0,033 0,6454

Globuline 10,36 +0,1536 0,0965

o1 Albumine 1,1339 +0,08 0,8819

Globuline  6,5246 +0,1153 0,1532

92 Album!ne 1,8662 +0,0000 0,5358

Globuline  5,6794 +0,2347 0,1760

93 Albumine 1,945 +0,1528 0,5141

Globuline  6,6636 +0,3503 0,1500

94 Album!ne 1,4717 +0,034 0,6795

Globuline  8,1390 +0,0385 0,1229
Vitamine C / 0,07 + 0,001 14,28
Vitamine E / 0,08 + 0,001 10,00
Trolox / 0,07 + 0,001 12,50
BHT / 3,60 +0,002 0,28
BHA / 0,27 +0,005 3,70
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Parmi les huit extraits protéiques en albumine de citrouille, I’échantillon 82 représente 1’extrait le
plus actif avec une valeur d’ECsp de I’ordre 0,2829 g .L™* et un TAC de 3,5344 g*.L. Par contre,
I’activité antioxydante la plus faible a été affichée par D’extrait 93 (ECsp = 1,9450 g¢/L,
TAC = 0,5141 g*.L), qui est 7 fois moins actif que I’extrait 82. Une activité intermédiaire a été
obtenue pour les autres extraits avec des valeurs d’ECsg de 1,04 a 6 fois moins actifs que 1’extrait
82. Dans I’extrait de la Globuline, I’échantillon 81 représente 1’extrait le plus actif avec une ECsg
de I’ordre 0,8539 g .L™ et un TAC de 1,1710 g™*.L. Par contre, I’activité antioxydante la plus faible
a été affichée par I’extrait 84 (ECso = 10,3604 g/L, TAC = 0,0965 L/g). L extrait de I’échantillon 81
est 12 fois plus actif que ’extrait 84.

Comparativement avec les antioxydants standards, tous les extraits de la globuline testés s’avérent
moins actifs sauf ’extrait 81 qui est 4 fois plus actif que le BHT. La vitamine C, la vitamine E, le
Trolox et le BHA qui exhibent presque le méme statut antioxydant, sont plus actifs que, 1’extrait 81.

Tandis que, I’extrait 82 représente le méme pouvoir réducteur que ce BHT (environ 3,6 g.L™).

L’extrait protéique en albumine pour 1’échantillon 82 posséde une activité réductrice remarquable.
Il représente le méme pouvoir réducteur avec le BHA (environ 0,28 g.L™). De méme, il est 13 fois
plus actif que le BHT et qui est aussi le moins actif que les autres extraits étudiés. Ainsi I’extrait 93
en albumine qui est le moins actif, s’avére moins actifs que les antioxydants standards a la
moyenne de 20 fois seulement a I’exception de la vitamine C, qui est autour de 28 fois plus actif
que D’extrait 93. Les extraits protéiques de 1’albumine, ont montré des activités réductrices
intéressantes avec des valeurs d’ECsg qui s’échelonnent de 0,283 et 1,945 g.L'l. Nous avons essayé
de trouver une corrélation entre les valeurs d’ECsp de DPPH et ECsy de phosphomolybdate, mais
on a obtenu une faible corrélation (R? < 0,4). La seule explication de cette indépendance est que
I’activit¢ dans le test de DPPH est différente par rapport a I’activité dans le test de

phosphomolybdate.

En conclusion, les valeurs d’ECs trouvées par le test du DPPH sont plus importantes que celles
trouvées par le test phosphomolybdate. Comparativement aux antioxydants de référence (Figure 10,
annexe 1), les extraits protéiques des graines de citrouille s’avérent plus actifs en activité réductrice
qu’en activité antiradicalaire. Ce résultat peut étre expliqué que les extraits étudies renferment des
composés protéiques de structures chimiques différentes et que I’activité antioxydant étudiée par ce

test ne dépend pas obligatoirement de la concentration des composés protéiques.
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111.4.2.3. Test du phosphomolybdate des polyphénols

Les ECso sont calculés a partir des courbes figurant la variation du pourcentage de réduction des
antioxydants en fonction de leurs concentrations exprimées en g/l (Figure 111.23 et 111.24).
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Figure 111.23. Courbes représentants la variation des pourcentages réducteurs en fonction des concentrations
des extraits phénoliques (Systéme : MeOH/Eau) dans le test du PPM
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Figure 111.24. Courbes représentants la variation des pourcentages de réduction en fonction des
concentrations des extraits phénoliques (systeme : Acétone/Eau) dans le test du PPM
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Les valeurs obtenues de I’ECsy (concentration effective a 50%) sont mentionnées dans le tableau
I11.17. Les valeurs de I’acticité antioxydante obtenus a travers la macération hydro-méthanolique,
révelent que les extraits des graines de citrouille possédent des activités réductrices. L’ensemble des
extraits etudiés révele des propriétés antioxydantes moyennement intéressantes ce qui se manifeste
par de faibles valeurs de ECsp. Ainsi, nous remarquons que les valeurs obtenues varient entre 2,49

et 16,93 mg/ ml pour les graines des échantillons 83 et 91 respectivement.

Parmi les huit extraits phénoliques de citrouille, I’échantillon 83 représente 1’extrait le plus actif
avec une ECsp de I’ordre 2,49 mg /ml et un TAC de 0,4. Par contre, I’activité antioxydante la plus
faible a été affichée par 1’extrait 91 (ECso = 16,93 mg/ml, TAC = 0,06), qui est 7 fois moins actif
que I’extrait 83. Une activité¢ intermédiaire a été obtenue pour les autres extraits avec des valeurs

d’ECsp de 1.04 a 6 fois moins actifs que I’extrait 83.

Tableau 111.17. Les valeurs d’EC 5 et du TAC des différents extraits phénoliques dans le test du PPM

- Systeme

Echantillion ., = tion ECs0 (/) TAC (I/g)

81 MeOH/Eau 8,10 + 0,10 0,12

Acétone/ Eau 5,89 +0,20 0,17

82 MeOH/ Eau 4,81 +0,15 0,20

Acétone/ Eau 8,48 +0,30 0,11

83 MeOH/ Eau 2,49 +0,10 0,40

Acétone/ Eau 3,17 +0,20 0,31

84 MeOH/ Eau 9,51+ 0,51 0,10

Acétone/ eau 4,80 +0,33 0,20

o1 MeOH/ Eau 16,93 + 0,56 0,06

Acétone/ Eau 6,88 +0,43 0,14

92 MeOH/ Eau 5,97 +0,31 0,17

Acétone/ Eau 4,00 +0,25 0,25

93 MeOH/ Eau 8,93 £ 0,41 0,11

Acétone/ Eau 4,15 +0,25 0,24

o4 MeOH/ Eau 4,40 +0,26 0,23

Acétone/ Eau 7,77 £0,36 0,13

Vitamine C / 0,07 0,001 14,28

Vitamine E / 0,08 + 0,001 10,00

Trolox / 0,07 +0,001 12,50

BHT / 3,60 + 0,002 0,28

BHA / 0,27 +0,005 3,70
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En comparaison avec les antioxydants standards, tous les extraits testés s’aveérent moins actifs sauf
I’extrait 83 qui est 1,5 plus actif que le BHT. La vitamine C, la vitamine E et le Trolox qui exhibent
presque le méme statut antioxydant, sont 30 fois plus actifs que 1’extrait 83. Tandis que, le BHA est
2 fois plus actif que 1’extrait 83. En effet, le bon effet de 1’extrait 83 est probablement attribué a leur
richesse en composés phénoliques et en flavonoides. Pour I’échantillon 91 qui renferme une teneur
faible en polyphénols et en flavonoides parmi les huit extraits, il posséde ’activité antioxydante la
plus basse. Ceci peut étre expliqué par le fait que 1’activité antioxydante est due principalement a la
contribution des composés phénoliques. Ces résultats sont confirmés par d’autres études déja
réalisées sur les polyphénols naturels (Attarde et al., 2010). Pour des raisons de comparaison,
I’histogramme suivant représente la variation des valeurs d’ECsy en fonction des extraits et

standards investigués (Figure 111.25).
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Figure 111.25. Comparaison des valeurs d’ECs, des extraits phénoliques (Systéme : MeOH /Eau) et
standards dans le test du PPM

D’autre coté, les résultats obtenus dans le présent travail indiquent 1’existence d’une corrélation
linéaire remarquable et significative entre le pouvoir réducteur des quatre extraits de citrouille de
’année 2008 et leurs taux d’extraction (R® = 0,88) (Figure 12 ; Annexe 1). De plus, une bonne
correlation lineaire a été reperée entre les pouvoirs antioxydants mesurés par les deux tests du
DPPH et phosphomolybdate (R?= 0,85) (Figure 111.26). Ce résultat suggére que les extraits qui ont
fourni un pouvoir antiradicalaire important exposent un statut réducteur faible. C'est-a-dire, les
extraits ayant la capacité de piéger le radical DPPH', pourra étre attribué a leur faible potentiel
redox qui les rend thermodynamiquement capable de réduire les radicaux libres (R") par un transfert

d’atome d’hydrogene a partir des groupements hydroxyle.
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Figure 111.26. Corrélation entre le test du DPPH et le tes du PPM (Systeme : MeOH/Eau)

Selon la littérature, les composés phénoliques s’avérent comme de bons réducteurs des ions
métalliques (Boxin et al., 2002). Cependant, dans la présente étude des corrélations faibles et non
significatives (R? < 0,04) ont été mise en évidence entre le pouvoir réducteur des extraits des
graines de citrouille et leurs teneurs en composés phénoliques et en flavonoides. Des résultats
similaires ont été rapportés dans d’autres travaux récents. Ces constatations pourraient indiquer que
les composés phénoliques ne sont pas les principaux réducteurs présents dans les extraits qui sont
en fait un mélange de composés tel que les acides organiques, les acides aminés et de sucres qui
peuvent contribuer également a la chélation des métaux de transition (Ecoumou., 2003). De plus, la
capacité réductrice d’un composé phénolique dépend de la disponibilité d’un certain nombre de
groupements fonctionnels convenablement orientés (Ecoumou., 2003). Donc un échantillon riche en
composés phénoliques ne pourrait pas réduire les métaux de transition si ses polyphénols ne

disposent pas les groupements fonctionnels nécessaires pour 1’activité réductrice.

En conclusion, les valeurs d’ECsq trouvées par le test du DPPH sont plus importantes que celles
trouvées par le test du phosphomolybdate. Mais comparativement aux antioxydants de référence,
les extraits phénoliques des graines de citrouille s’averrent plus actifs en activité réductrice qu’en
activité antiradicalaire. En effet, aucune corrélation n’a éteé établit entre les composés phéenoliques et
les activités antioxydantes des extraits de graine de citrouille. Ce résultat peut étre expliqué que les
extraits étudiés renferment des composés phénoliques de structures chimiques différentes et que
I’activité antioxydante etudiée par ce test ne dépend pas obligatoirement de la concentration des

composés phenoliques.

Etant donné la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules de synthese ainsi que

la résistance de certains germes microbiens face aux médicaments existants, I’utilisation des plantes
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qui contiennent des composes bioactifs est en progression constante. En effet, compte tenu de leur
meilleure biocompatibilité, on observe une demande croissante des produits d’origine naturelle. De
cet fait, ’objet de notre travail a porté sur de I’activité antioxydante de quelque graines de
Cucurbita pepo (citrouille locale) qui sont utilisées en médecine traditionnelle locale comme des

vermifuges.

Les résultats de 1’analyse quantitative des extraits phénoliques obtenus montrent que nos graines
contiennent toutes des composés phenoliques avec des teneurs qui varient entre 38.86 et 19.8 mg
GAE/100 g de tourteaux. Cependant, les échantillons récoltés dans I’année 2008 renferment les
quantités en phénols totaux les plus importantes par rapport aux ¢chantillons de I’année 2009. Les
valeurs des quantités de flavonoides obtenus par la méthode du chlorure d’aluminium sont
comprises entre 55.51 et 105.9 mg CE/100g de tourteaux. Toutefois, une bonne corrélation positive
entre la teneur en phénols totaux et le taux des flavonoides a été détectée (R = 0,93). Ce résultat
peut étre traduit par le fait que la quantité des flavonoides varie proportionnellement avec tout
le contenu en polyphénols d’un échantillon a un autre et que les graines étudiées renferment en

général un matériel polyphénolique riche en composés flavonoidiques

L’évaluation des propriétés antioxydantes par deux tests chimiques in vitro a savoir le test au DPPH
et le tes au phosphomolybdate révele que toutes ces plantes manifestent une intéressante activité et
plus particulierement dans le balayage du radical DPPH" . Dans le test du DPPH, les extraits
phénoliques des différents échantillons ont affiché un pouvoir antiradicalaire allant de 0,66 au
8,19 g'l.L. La valeur la plus ¢élevée est observée pour ’extrait 91. Tandis que, ’échantillon 83
a donné un statut antiradicalaire relativement faible. Mais comparativement aux antioxydants de
référence, ces antioxydants ont un statut antiradicalaire assez faible. Cependant, nous avons
constaté que nos extraits se présentent comme des agents antioxydants relativement puissants par
rapport a d’autres extraits de plantes déja étudiés. De plus, aucune corrélation entre I’activité

antioxydante et la teneur en composés polyphénoliques des extraits n’a été établie.

L’effet réducteur de nos extraits a ét€¢ mis en évidence par une évaluation de leurs propriétés
donatrice d’électrons pour passer 1’ion molybdéne de I’étage d’oxydation 6 (Mo®") & un degré
d’oxydation 5 (M05+). D’apres ce test, il apparait que ces extraits, présentent des propriétés
antioxydantes intéressantes et plus particulierement 1’extrait 83. Ainsi, les valeurs obtenues varient

entre 2,49 et 16,93 mg/ml pour les graines des échantillons 83 et 91 respectivement.
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Les résultats obtenus a travers la maceration hydro-acétonique, montrent que les différents extraits
de graines de citrouille ainsi que les standards interférent d’une maniére dose dépendante avec la
formation du complexe (Mo>*-Phosphate), suggérant qu’ils possédent une activité antioxydante tout
en réduisant I’ion Mo®" en ion Mo®". Le pouvoir réducteur des antioxydants de référence a été aussi

suivi et les résultats obtenus sont clairement enregistrés (Figure 10, Annexe 1).

A partir des profiles de réduction obtenus pour nos extraits phénoliques, il semble que la variation
du pouvoir réducteur en fonction de la concentration des extraits donne des tracés de linéarité tres
importante. Cependant, les valeurs du pourcentage de réduction n’excedent pas 50%. Cela reflete
simplement la nature des extraits contenants un ou plusieurs agents réducteurs ayant des affinités

différentes pour I’ion Mo®*.

Les valeurs d’ECso obtenues avec les extraits étudiés (3,17 a 8,48 mg/ml), refletent ainsi leur
puissants effets réducteurs. Mais comparativement aux antioxydants de référence, seul 1’extrait de
I’échantillon 83 montre son efficacité la plus importante par rapport aux autres échantillons. Ainsi,
cet extrait présente un grand paradoxe, d’une part il posséde la valeur d’ECsg la plus faible en
comparaison avec les autres extraits (Tableau 111.17) donc c’est 1‘extrait le plus actif. De I’autre part
et comparativement au test du DPPH c’est I’extrait qui a montré une propriété antiradicalaire la plus
importante. Ceci n’est pas vraiment surprenant dans la mesure ou les composé€s phénoliques qui
agissent généralement comme balayeur des radicaux libres, peuvent exposer un pouvoir réducteur

des ions métalliques relativement faible (Shahin Sharif Ali et al., 2008 ; Boxin et al., 2002 ; Ecoumou.,
2003).

De plus, mise a part son effet antiradicalaire le plus important, 1’extrait 94 représente un effet
réducteur presque le plus bas. Son effet semble étre lié a sa pauvreté en polyphénols et en
flavonoides. Cependant, ce n’est pas le cas pour I’extrait 82, qui est riche en polyphénols et plus
particulierement en flavonoides mais avec un pouvoir réducteur trés faible. Alors, les extraits
donnant ainsi un potentiel antioxydant remarquable, est donc partiellement attribuée a la présence

d’autres substances plus actives que celles présentes dans les autres extraits.

A T’exception des extraits 81 et 94, tous les extraits testés dans cette étude présentent une
correlation linéaire significative entre leurs effets réducteurs du molybdéne hexavalent et leurs
teneurs en en flavonoides (R? = 0,74) (Figure 111.27). Cependant, une faible corrélation et non
significative (R? = 0,15) a été mise en évidence entre le pouvoir réducteur des extraits des graines

de citrouille et leurs teneurs en composés phénoliques.
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Figure 111.27. Variation des teneurs en flavonoides (Systéeme : Acétone/Eau) en fonction des valeurs d’ECsx
dans le test du PPM

A des fins comparatives, nous avons schématisé¢ dans 1’histogramme ci-aprés (Figure 111.28) les

valeurs d’EC50 obtenus a travers les deux tests pour les huit échantillons de citrouille.
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Figure 111.28. Variation des teneurs en flavonoides (Systeme : Acétone/Eau) en fonction des valeurs d’ECs
dans le test du PPM
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D’aprés I’histogramme précedent, il est clair que le pouvoir antioxydant déterminé par le test du
DPPH pour tous les extraits est plus important que celui obtenu a partir du test au
phosphomolybdate, ce qui prouve que ces extraits sont de bons agents antiradicalaires. De plus,
cette augmentation de la capacité antioxydante, est probablement attribuée a une élévation du taux

d’antioxydants donneurs de protons dans les extraits étudiés.

Il faut signaler également, que la capacité antioxydante totale des échantillons de I’année 2009, ont
effet antioxydant le plus significatif. Cependant, pour le test au phosphomolybdate, on constate
qu’il y a une fluctuation des valeurs du pouvoir antioxydant entre les échantillons des deux années.
Néanmoins, ces variations des activités antioxydantes semblent d’étre dues a la période et aux

conditions climatiques de récolte.

Cette ¢tude valide scientifiquement 1’usage traditionnel de ces graines et révele leur intérét dans le
cadre de I’exploitation des déchés agroalimentaires. Globalement, les résultats obtenus sont
encourageants et mériteraient d’étre confirmé par d’autres tests in vitro et in vivo. Mais, pour faire
la distinction entre les extraits doués d’un effet piégeur du radical DPPH proprement dit de ceux
ayant un effet réducteur de I’ion Mo®", nous devrons faire d’autres techniques complémentaires,et
ce n’est quaprés D’analyse des valeurs d’ECsy qui seront obtenues par ces techniques
complémentaires, qu’on peut affirmer 1’effet piégeur des radicaux libres ou réducteur des ions
métalliques de ces extraits phénoliques. En outre, ces résultas montrent que nos extraits fournissent
des activités antioxydantes assez importantes qui peuvent étre liées a la présence de certaines
molécules bioactives. Egalement il sera envisageable, de tester ces extraits biologiquement pour
tenter de chercher par exemple des anti-inflammatoires, des antifongiques, des antibactériens, des
inhibiteurs d’enzyme, ou autres. Aussi, serait-il souhaitable, pour une meilleure compréhension du
mode d’action des dérivés polyphénoliques, d’évaluer in vitro et in vivo I’activité antioxydante de
chacun de ces composés pris séparément. Ce qui permettrait alors de mettre en évidence le principe

actif des extraits de graines et/ou une éventuelle synergie entre les différents composés phénoliques.

Alors, la future recherche sera consacrée pour déterminer la teneur de différents phénols et de leur
partie relative dans le potentiel antioxydant. Ainsi, le pouvoir antioxydant des extraits pourra étre
encore soutenue par la teneur en composés phénoliques et de leurs types de molécules

individuellement actives.
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La plante citrouille est parmi les plantes largement exploitées dans la civilisation islamique et
fortement utilisées de nos jours en médecine traditionnelle a travers le monde. De cet effet, nous
nous sommes intéresses dans le présent travail a la détermination de la composition chimique des
huiles extraites en acides gras, triglycérides et tocophérols ainsi 1’évaluation de 1’activité
antioxydante des huiles, des extraits protéiques et des extraits phénoliques de huit échantillons de
graines de citrouille locales (cultivées en Algérie). A ce jour, on ne sait rien sur les caractéristiques
de T'huile d’aucun de nos huit échantillons sélectionnés dans cette étude. En outre, il existe peu

d'études sur I'huile de graines de citrouille a partir de plusieurs milliers de cultivars de Cucurbita

pepo.

Les résultats de la présente étude ont montré que les graines de citrouille algérienne contiennent des
quantités appréciables de tocophérols totaux et matiéres grasses brutes. La teneur en huile des
graines varie de 15,8 a 33,5% (m/m). Ces valeurs sont en accord avec d’autres espéces de cucurbita,

et différentes avec d’autres variétés de cucurbita pepo.

L'analyse par CPG de I’huile extraite des graines de citrouille (récoltées a Sebgag, wilaya de
Laghouat ; Algérie), a montré que les AGs dominants trouvées dans les huiles étudiées sont: le
palmitique C16: 0 (13,9 a 20,0%), I’acide steéarique C18:0 (9,6a 17,7%), I’acide oléique C18:1
(26,2 a 39,6%) et l'acide linoléique C18:2 (28,7 a 44,0 %). Les teneurs importantes en acides gras

insaturés suggérent leur utilisation potentielle nutritionnelle pour des prestations de santé.

Grace a I'utilisation conjointe de la digestion enzymatique par la lipase pancréatique de porc et la
méthode empirique de Gunstone et celle de coleman, nous avons pu réaliser une étude compléte des
triacylglycérols (TAG) des huiles des cucurbitacées, étude non encore entreprise a notre

connaissance pour les graines de citrouille poussant en Algérie.

Dans un premier temps, la composition des TAG des huiles en acides gras montre que les acides
gras insatures oléique et linoléique représentent respectivement entre (16.80-38.60%) et (37.80-
55.90%) des acides gras totaux, marge que l’on retrouve dans toutes les huiles alimentaires

d’origine végétale.

Les résultats de la digestion enzymatique par la lipase de porc montrent que la distribution des AGs
dans les TAGs obéit aux regles de positions énoncées par plusieurs auteurs : la position Sn-2 est
préférentiellement occupée par les acides gras insaturés C18 (oléique et linoléique), résultats déja
publiés pour plusieurs huiles d’origines végétales. De méme les isoméres des TAGS majoritaires

sont ceux possédant 1’acide linoléique en position Sn-2. Selon la théorie de distribution de



Conclusion générale 116

Gunstone, sept TAGs ont été identifiés: LOL, LLL, OOL, LPL, OPL, LStL et OStL. Le contenu de
ces TAGs varie d'une fagon d'un échantillon & un autre plus ou moins importante. Ainsi, dans
I'échantillon 84, la composition quantitative de ces sept TAGs représente plus de 83% du total des
TAGs, avec une domination de LOL (23%); tandis que, la composition quantitative la plus basse de
ces TAGs majeures a été trouvee dans I'échantillon 83 qui représente 52,5 % des TAGs totaux.
Dans les autres échantillons, les compositions quantitatives des sept TAGs principales montrent un
contenu similaire et proche (environ de 70%) des TAGs totaux, avec une domination de LOL (10-
23 %).

Les proportions de différentes classes de triacylglycérols trisaturés (GS3), disaturés (GS,U),
monosaturés (GSU,) et triinsaturés (GUs) varient respectivement entre (0,00-0,04), (7,80-26,10),

(40,20-50,00) et (23,9-52,00). Ces valeurs sont en bon accord avec les courbes de Gunstone.

L’analyse des tocophérols en huiles dans les échantillons étudiés de cucurbitacée par CLHP fait
apparaitre une forte prédominance des isomeres (B+y)-tocophérol, surtout pour les échantillons 81
et 83 avec des teneurs de 155,1 mg/kg et 126,7 mg/kg respectivement a 1’exception de 1’échantillon
94 dans toutes les huiles de graines de citrouille étudiés (plus de 40% de total tocophérols).
L’isomére d-tocophérol est le deuxieme composant majeur (39,1-103,0 mg / kg de teneur en huile)

dans tous les échantillons d'huile.

Les résultats de 1’analyse quantitative des extraits protéiques obtenus par la méthode de Biuret
montrent que nos graines contiennent des composés protéiques totaux avec des teneurs qui varient
entre 20,427 et 57,225 g/100g de tourteaux. Par contre les résultats obtenus par la méthode du
Lowry sont moins significatifs par rapport & ceux obtenus par la méthode de Biuret. lls sont
compris entre 2,980et 7,159 g/100g de tourteaux.

Les résultats de 1’analyse quantitative des extraits phénoliques obtenus par le systéme d’extraction
(MeOH/Eau), montrent que nos graines contiennent toutes des composes phénoliques avec des
teneurs qui varient entre 38,86 et 19,8 mg GAE/100 g de tourteaux. Les valeurs des quantités de
flavonoides obtenus par la méthode du chlorure d’aluminium sont comprises entre 55,51 et 105,9
mg CE/100g de tourteaux. Toutefois, une bonne corrélation positive entre la teneur en phénols
totaux et le taux des flavonoides a été détectée (R? = 0,93). Ce résultat peut étre traduit par le fait
que la quantité des flavonoides varie proportionnellement avec tout le contenu en polyphénols
d’un échantillon a un autre et que les graines étudiées renferment en général un matériel
polyphénolique riche en composés flavonoidiques. Le dosage des composés phénoliques par la

méthode de Folin-Ciocalteu obtenus par le systéme d’extraction (Acétone/Eau) montrent que les
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extraits dévoilent des teneurs en phénols totaux s’étalent de 26,68 a 46,38 mg équivalents en acide
gallique par 100 g de tourteaux. Cependant, la détermination quantitative des flavonoides totaux par
la méthode du trichlorure d’aluminium révéle que tous les extraits sont une source prometteuse en
flavonoides avec des teneurs allant de 25,13 a 55,57 mg équivalents en rutine par 100 grammes de
tourteaux. Cependant, I’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation
linéaire peu significative (R? =0,33) entre la teneur des extraits en flavonoides et en composés
phénoliques. Ceci pourra étre expliqué par le fait que les flavonoides ne représentent pas les

composés majoritaires des polyphénols totaux.

La détermination de I’activité antioxydante des extraits par la mesure de leur pouvoir piégeur du
radical DPPH par donation de protons et leur aptitude a réduire 1’ion molybdéne hexavalent par
transfert d'électrons, permet de constater que les extraits des graines de citrouille semblent présenter

un intérét réel et potentiel par leurs activités antioxydantes qui ont été établies in vitro.

Par conséquent, toutes les huiles extraites ont montrées une activité similaire de piégeage des
radicaux DPPH. Les extraits lipidiques possedent une activité antiradicalaire assez faible, la valeur
d’ECsp varie de 17,9 a 41,7 g.L™". La meilleure activité antioxydante a été remarquée par I'huile
extraite a partir de I'échantillon 94. Cette huile contient la plus grande quantité de contenu
d-tocophérol. Ainsi, le bon pouvoir antiradicalaire de I'extrait de cette huile peut étre da a la

présence de haut teneur en -tocophérol ou a la présence des autres métabolites secondaires.

Dans le test du DPPH, les extraits protéiques en albumine des différents échantillons ont affiché un
pouvoir antiradicalaire allant de 0,112 au 0,834.g.L™. Ces extraits ont un statut antiradicalaire
remarquable par rapport aux BHT, BHA et le Trolox, qui sont 19 fois plus actifs que I’extrait 82.
Les extraits protéiques en Globuline des différents échantillons ont affiché un pouvoir
antiradicalaire allant de 0,309 au 3,802 g. L 1 La valeur la plus élevée a été observée pour 1’extrait
81. Mais comparativement aux antioxydants de référence, ces extraits ont un statut antiradicalaire

assez faible puisque le BHT et BHA et Trolox, sont 55 fois plus actifs que I’extrait 81.

Les extraits phénoliques renferment des capacités de neutralisation du radical libre DPPH
puissantes, puisqu’ils agissent a de faibles doses. Tous les valeurs d’ECs sont relativement basses
comparativement aux antioxydants de référence, elles sont comprises entre 0,12 et 2,817 g.L ™
Cependant, nous avons constaté que nos extraits se présentent comme des agents antioxydants

relativement puissants par rapport a d’autres extraits de plantes déja étudiés.
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Le test du phosphomolybdate confirme que la capacité antioxydante totale observée dans toutes les
huiles extraites a des valeurs d’ECsp qui varient de 18,8 + 0,3 4 56,3 + 0,2 g.L'l. Toutes les huiles
extraites ont une activité plus faible comparativement aux antioxydants standards. La capacité
antioxydante la plus élevée a été révélée pour I'échantillon 84. Son effet était presque cing fois
moins que le BHT. Les valeurs de ’activité antioxydante obtenues a partir des extraits protéiques
révélent que nos graines possédent des activités réductrices de doses dépendantes. L’ensemble des
extraits etudiés révele des propriétés antioxydantes moyennement intéressantes ce qui se manifeste
par de faibles valeurs de ECs. Ainsi, nous remarquons que les valeurs obtenues pour I’albumine
varient entre 0,2829 et 1,9450 g.L™ pour les extraits des échantillons 82 et 93 respectivement. Le
test de I’activité réductrice a révélé que les valeurs d’ECso obtenues avec les extraits phénoliques
étudiés (2,49 & 16,93 g. L), reflétent ainsi leurs puissants effets réducteurs. Mais comparativement
aux antioxydants de référence, seul 1’extrait de 1’échantillon 83 manifeste un pouvoir réducteur

relativement supérieur a celui du BHT.

Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant d’approfondir 1’étude par 1’analyse
qualitative et quantitative des stérols individuels, les coposeés phénoliques et la composition en
acides aminés des protéines. Cepandant, 1’étude in vivo des extraits des graines de citrouille vont

permétre d’évaluer 1’effet biologique de ces extraits.
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Tableau 1. Les principaux acides gras saturés.

Acides Nom systématique Symbole chimique formule
Laurique Dodécanoique C12:0 C12H240,
Myristique Tetradécanoique Cl14:0 Ci14H250;
Palmitique Hexadécanoique C16:0 C16H320,
Stéarique Octadécanoique C18:0 C18H3602

Arachidique Eicosanoique Cc20:0 CyoH100-

Behenique Docasanoique C22:0 C2H4407

Lignocerique tetracosanoique C24:0 C24H450,
Tableau 2. Les principaux acides gras insatures.

Acides Nom systématique Symbole formule
Myristoléique Cis-9-tertradéca-noique Cl4:1 C14H260,
Palmitoléique Cis-9-hexadéca-noique Cl6:1 C16H300-

Oleique Cis-9-octadéca-noique Ci8:1 C18Hz40;

Vaccénique 11-trans-octadé-canoique C18:1 C18H340;

Linoléique Cis-9-cis-12-octa-décatrienoique C18:2 C1sH302

Linoléinique Cis-9-cis-12-cis15-Octadécatrienoique C18:3 C1gH300,

Arachidonique Cis-5-cis-8-cis-11_—cis-14- C20:4 CyoH3,0,
ecosapentaenoique

Erucique Cis-13- docasenoique C22:1 C2oH340,
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Table 3. Composition des TAGs (%) totaux dans les huiles de graines de citrouille

Coleman Gunstone
Huile de graines de citrouille (Récolte Huile de graines de citrouille Huile de graines de citrouille Huile de graines de citrouille
2008) (Récolte 2009) (Récolte 2008) (Récolte 2009)
81 82 83 84 91 92 93 94 81 82 83 84 91 92 93 94
ALL 1 - - - 0.74 - - - AL,L 11 - - - 0.78 - - -
AOL 0.76 - - - 0.50 - - -
ALO 0.46 - - - 0.44 - - - ALO 1.2 - - - 0.98 - - -
ALSt 0.24 - - - 0.18 - - - A,L,St 0.31 - - - 0.23 - - -
AOO 0.34 3.5 - - 0.30 7.30 - - A,0,0 0.34 - - - 0.31 - - -
AQOSt 0.18 - - - 0.12 - - - A,0,St 0.17 - - - 0.14 - - -
AOP 0.24 - - - 0.16 - - - A,O,P 0.28 - - - 0.19 - - -
ALP 0.34 - - - 0.24 - - -
LPA 0.12 - - - - - - L,P,A 0.51 - - - 0.31 - - -
LLL 11.9 4.8 115 16.6 10.3 7.1 15.8 174 L,L,L 11.1 5 9.9 16.7 9.9 7.5 15.7 15.7
LLO 10.6 12.2 5.4 16.3 12.4 14 13.6 10.1
LOL 8.7 - 5.8 7 6.9 - 3.8 6 L,O,L 18.3 154 10.1 23 18.8 16.7 16.4 14.7
LLSt 54 4.2 3.9 7.1 5.2 51 8.4 6.2
LStL 0.32 0.13 0.45 - 0.41 0.36 0.69 11 L,StL 6.1 4.3 4.7 7.1 5.9 5.8 9.5 8.1
LLP 7.8 6.5 11.4 9.7 6.6 7.33 134 7.6
LPL 14 0.26 0.45 0.48 0.75 0.50 0.33 4 L,L,P 10 6.8 125 10.3 7.8 8.3 13.9 13.1
LLM 15 - 7.5 14 2.2 0.90 2.1 0.22 -
LML 0.16 - 0.29 - - 0.16 0.21 0.23 L,M,L 1.8 - 8.3 14 2.3 1.2 2.4 0.52
LLLa - - 2 - 0.22 - - 5.7
LLaL 0.32 L,LaL - - 2.2 - 0.22 - - 6.3
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LOO
OLO
LOSt
LStO
StLO
LOP
LPO
PLO
LOM
MLO
LMO
LOLa
LaLO
LLaO
LStSt
StLSt
LStP
PLSt
LPSt
LStM
MLSt
LMSt
LaStL
LLaSt
LaLSt

7.8
2.4
3.9
0.28
2.4
5.7
1.2
3.5
1.1
0.70
0.14

0.14
0.60
0.20
1.8
0.64

0.34

9
7.8
3.1

0.34
5.3
4.8

0.68
8.2

0.12
0.90
0.18
2.8
0.22

2.7
0.63

0.20
0.92
5.8
0.20
2.7
3.8
1.8
0.14

0.48

0.14
0.33
0.44
1.9
0.14
0.30
1.3
0.10

0.34

6.8

3.5

0.48

4.7

0.58
0.68

0.77

2.1
0.20

0.30

8.4
3.7
3.5
0.50
3.1
4.5
0.90

1.5
1.3

0.14
0.12

0.20
0.66
0.26
1.7
0.38

0.56

6.60
6.90
2.40
0.70
5.10
3.50
1.00
6.20
0.40
0.80
0.30

0.20
0.90
0.30
2.63
0.40

0.30
0.11

3.3
2.9
2
0.60
3.6
3.2
0.28
5.8
0.50
0.90
0.18

0.36
11
0.58
3.6
0.18
0.10
0.56
0.10

3.5
1.5
21
0.66
1.8
2.6
2.3
2.22

0.14
1.6
1.7

0.18

0.40

0.55

0.50
14
14

0.36
0.12

O,L,O0

L,St,0

L,P,O

M,L,O

La,L,O

L,St,St

P,L,St

M,L,St

L,La,St

10.1

6.8

11

0.85

2.8

0.51

158 35
89 32
14 86

s
- 15

093 055

29 3
- 2
- 053

10.6

6.6

95

1.3

0.76

2.2

0.30

11.8

7.5

9.8

2.8

0.28

0.88

2.3

0.68

12.4

8.6

12.3

1.8

11

3.2

0.48

5.7

6.7

9.7

1.7

1.4

4.2

0.74

4.6

4.9

8.1

0.32

4.1

3.3

0.13

1.3
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LPP
PLP
LPM
LMP
MLP
LPLa
LaLP
000
OO0st
OStO
OOP
OPO
OOM
OMO
OOLa
OStSt
StOSt
OStP
StOP
StPO
OStLa
StOLa
OPP
POP
OPM

0.92
1.3
0.18
0.10
0.50

1.7
1.8
0.06
2.5
0.28
0.50

0.44

0.10
1.3

0.28

0.40
0.93

0.36
2.2

5.7
3.9
0.21
6.1
0.43

0.14
0.67
0.22
2.1
0.28

0.46
1.6

0.44
2.9
0.30
0.29
3.76

0.31

0.46

1.3

0.88

0.24

0.17

0.10
0.98

0.18
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14
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0.24
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1.8
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0.10

1.3
13
0.51
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0.10
0.76
0.34
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0.12
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0.14
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0.10
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0.52
0.29
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1.8
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2.4

5.2

14
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0.19

0.18

14

1.6

0.43

1.6

1.5

2.2

0.29
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15

0.89

2.5

2.3

3.1

0.90
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15

0.97

2.3
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3.1

3.2
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1.7

3.1

1.1
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0.51
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2.7
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2.7
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0.77

1.2
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0.32

0.52
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POM 0.36 - 1.9 0.16 048 0.22 0.22 P,OM 0.46 - 1.8 0.20 0.56 0.51 0.37

OMP - - - 0.20

OPLa - - - - - 0.38 O,P,La - - 0.48 - - - 0.84
POLa - - 0.50 - - - 0.42

OMSt - - - 0.14 O,M,St 0.28 - 0.67 0.14 0.42 0.35 0.26 0.28
StOM 0.26 - 0.64 0.12 0.38 0.16 0.14
OLaSt - - - - - - 0.40

StStP - 0.14 0.16

StPSt 0.13

StPP 0.20 0.16 0.06 0.12 0.20 0.32

PStP 0.11 - 0.10 0.12

StPLa - - - - - 0.24

PStM - 0.14 -

PPP 0.15 0.12 0.11 0.04 0.08 0.5 0.19

PPM - 0.14

PPLa - - - - - 0.28

PLaL - - - - - - 0.14

MLM - 1.2 0.11 M,LM - 1.7 0.13

MLLa - - 0.66 - - - M,L,La - - 0.93 - - - 0.11
MOM - 0.62 M,0,M - 0.59
MOLa - - 0.34 - - - M,0,La - - 0.32 - - -
LalLlLa 0.47 La,L,La - - 0.12 - - - 0.68
LaOLa - - - - - 0.16 La,O,La - - - - - 0.21
LaPLa - - - - - 0.11

Autres 144 0.32 2.78 0.34 158 0.84 1.37 1.06 Autres 0.64 0.31 0.06 0.19 0.77 0.26 0.17 0.42
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Tableau 4. Méthode de Coleman pour le calcul de la composition triglycéridique

(Exemple : I’acide oléique en position 2)

Position- 0 ) . o . . o
5 Yo Diglyceride Yo Triglyceride Yo
1.63
POP 8.09*20.2/100 Lo7
POSt 8.09*%13.21/100 '
PO 40.05*20.2/100 8.09 3.06
POO 8.09*37.86/100 23
POL 8.09*28.69/100 '
StOP 5.29*20.2/100 1.07
StOSt 5.29*%13.21/100 0.7
StO 40.05*13.21/100 5.29
StOO 5.29*37.86/100 2
-O- 40.05 StOL 5.29*28.69/100 1.52
OOP 15.16*20.21/100 3.06
00S 15.16*13.21/100 2
00 40.05*37.86/100 15.16
000 15.21*37.86/100 5.74
OOL 15.21*28.69/100 4.35
LiOP 11.5*20.21/100 2.32
LOSt 11.5*13.21/100 1.52
LO 40.05*28.69/100 11.5
LOO 11.5*37.86/100 4.35
LOL 11.5*28.69/100 3.3

Les équations de la théorie de Gunstone
GS;U

S'U’S% = 28°S U X/S?U

S'U’S™% = $*°U’X/S?U

GSU;

S'UU”% = 6S’U’U”” (3U-100)/200U2
S’U’U’% = 3S°U%(3U-100)/200U2

GU;

Uurur% =6U"U"U (3U-100)/400U3
U’U”’U”% = 3U°U”*3(3U-100)/400U°
U’U’U’% = U’3(3U-100)/400U°

Ou

GS,U : Triglycéride di saturé

GSUs; : Triglycéride mono saturé

GUs; : Triglycéride tri insaturé

X : la valeur trouvée par la formule suivante :
X = (35/20)2 si S < 66.66%
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Tableau 5. Les valeurs théoriques des quatre catégories des triglycérides

Huile de graines de

Huile de graines de

citrouille
(Récolte 2008)

citrouille
(Récolte 2009)

81

82

83

84

91

92

93

94

Gunstone
GS; GS,U GSU;, GU;
/ 12,86 45,71 40,0
/ 12,14 42,86 42,86
/ 23,57 47,14 24,28
/ 7,86 37,14 52,86
/ 11,43 41,43 43,57
/ 13,26 42,86 39,71
/ 14,28 44,29 37,86
/ 16,43 45,71 35,0
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Figure 1. Chromatogrammes des EMAGs dans les huiles 81 et 82 de citrouille
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Figure 2. Chromatogrammes des EMAGs dans les huiles 83 et 84 de citrouille
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Figure 3. Chromatogrammes des EMAGSs dans les huiles 91 et 92 de citrouille
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Figure 4. Chromatogrammes des EMAGs dans les huiles 93 et 94 de citrouille
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Figure 5. Chromatogrammes des TAGs des huiles étudiées de citrouille
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Figure 7. Chromatogrammes CLHP des tocophérols des huiles étudiées de citrouille
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Figure 8. Chromatogramme CLHP des tocophérols standards
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Figure 9. Activité anrtioxydante des standards dans le test du DPPH
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Figure 10. Activité anrtioxydante des standards dans le test du PPM
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Figure 11. Variation des valeurs d’ECs, du test du DPPH en fonction du rendement d’extraction des
ppolyphénols (récolte 2008 ; Systeme : Acétone/Eau)
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Figure 12. Variation des valeurs d’ECs, du test du PPM en fonction du rendement d’extraction des
ppolyphénols (récolte 2008 ; Systeme : MeOH/Eau)
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