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Introduction générale

Introduction genérale

Ce travail est consacré a 1’étude chimique de la fraction lipidique extraite des graines de deux
Cucurbitacées de la région nord-ouest de 1’ Algérie. Les variétés Cucumis melo L. Inodorus,
connue sous le nom de « melon jaune canari » et Cucurbita moschata Duch. Butternut ont
retenu notre attention. Leurs cultures, tres anciennes et trés intenses en Algérie, sont destinées
principalement a I’alimentation. Les fruits de melon sont appréciés crus et ceux de la courge

sont cuits tandis que la médecine traditionnelle leur attribue des propriétés curatives.

Les graines et fruits oléagineux occupent une place importante dans le régime alimentaire
Algérien. Ils entrent dans la composition de plusieurs plats et sont percus comme étant des
produits traditionnels faisant par consequent partie des habitudes alimentaires des Algériens.

On consideére que les effets bénéfiques de la consommation de noix et graines observés sont
dus en premier lieu a leur profil lipidique cardioprotecteur : un rapport acides gras
insaturés/saturés favorable aux insaturés definit un profil lipidique recherché en matiere de
nutrition. Par ailleurs, un taux important en acides gras insaturés, une faible teneur en acides
gras saturés par rapport au contenu lipidique total, associés a la présence d’autre constituants
bioactifs tels que fibres, cuivre et magnesium, les polyphénols, tocophérols, squalénes,

constituent autant d'éléments importants et bénéfiques pour la santé cardiovasculaire [1].

Ces dernieres années, les graines des Cucurbitacées ont inspiré de nombreux travaux, en
raison de I’'importance économique que revétent les graines oléagineuses comme source de
protéines et d’huiles végétales. En effet, les huiles végétales constituent une denrée
irremplacable dont la consommation augmente pour cause de croissance démographique
mondiale. Cette demande accrue d’huiles végétales, pour des applications tant industrielles
qu’alimentaires, et aussi médicinales met en lumiére un besoin de diversifier et de valoriser

des sources de substitution tout en améliorant les méthodes d’extraction.

Il existe plusieurs techniques d’extraction des produits a haute valeur ajoutée provenant du
regne végétal. Ces techniques peuvent étre considérées soit comme conventionnelles, soit
nouvelles en fonction des périodes de leur développement. Les techniques conventionnelles
utilisent des solvants organiques (tels que I’hexane, I’acétone, le méthanol, I’éthanol etc...) ou
’eau et se réalisent, en général, a pression atmosphérique.

Dans le cas des graines oléagineuses, le procédé industriel d’extraction d’huile repose

principalement sur le pressage en continu. Les nouvelles techniques utilisent des pressions
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et/ou des températures élevées. L’extraction avec un fluide supercritique tel que le COz2 est

une alternative a I’utilisation des solvants chimiques. L’émergence de cette technologie en

tant que solvant des huiles végétales date d’une vingtaine d’années. Bien que la qualité (a

visée alimentaire) des huiles extraites par COz supercritique soit supérieure a celles obtenues

par les procédés usuels (pressage et solvants organiques), I’obtention de rendements élevés

requiert de hautes pressions en COz.

Notre these intitulée « Recherche des acides gras polyinsaturés dans les pépins de melon et

de courge », a pour objectif de développer les points suivants :

Une extraction d’huiles de pépins de melon et de courge en utilisant un solvant
organique (hexane) par la méthode conventionnelle et 1’étude de la composition en
acides gras des huiles par la chromatographie phase gazeuse couplée a la masse.

Une extraction de I’huile de pépins de melon et de courge par la technologie du CO>
supercritique a differentes conditions de pression et de temperature et analyse de sa
composition en acides gras.

Une évaluation de quelques activités biologiques des extraits de pépins de melon
obtenus par les differentes méthodes.

Une comparaison entre les deux modes d’extraction en termes de rendement,
composition en acides gras et en activité biologique.

Enfin mener une étude comparative des caractéristiques des extraits des pépins de

melon et de courge.

Organisation du manuscrit

Notre travail de thése est réparti en quatre chapitres.

Le premier chapitre est consacré a I’étude de I’état de Pl’art a travers une synthése

bibliographique. Elle comprend 3 parties :

v

Une premicre partie s’intéresse aux graines oléagineuses : leurs compositions et

importances.

La seconde partie se focalise sur une mise au point des méthodes d’extraction des
substances a haute valeur ajoutée en passant par les méthodes conventionnelles et les
nouvelles méthodes alternatives.

Une troisiéme partie concerne une étude générale sur les cucurbitacées en mettant

I’accent sur leurs classifications botaniques, la composition chimique des graines et
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leurs propriétés medicinales.

Un deuxieme chapitre expose les protocoles expérimentaux. Il décrit les technologies de
traitement, les méthodes et protocoles d’analyses que nous avons été¢ amenés a adopter pour

mener a bien ’ensemble de cette étude.

Un troisieme chapitre, consacré aux résultats expérimentaux, se subdivise en deux parties :

v' Une premiére partie expose les résultats de la composition chimique des pépins de
melon et de courge, I’identification des acides gras présents dans I’huile extraite par la
meéthode conventionnelle, ainsi que I’identification en termes de différents indices de
I’huile de pépins de melon. Elle s’intéresse également aux résultats d’extraction et de
dosage de polyphénol des extraits alcooliques de pepins de melon.

v Une deuxiéme partie s’occupe de différents résultats des extractions par la technologie
du CO; supercritique, I’impact des paramétres sur le rendement de ’extraction et sur la

composition en acides gras ainsi que sur la solubilité des huiles obtenues.

Le dernier chapitre, est réservé a I’activité biologique de quelques extraits réalisés dans le
Laboratoire de Pharmacologie de Toulouse. Les activités biologiques évaluées sont

’activité antioxydante, anti-inflammatoire, anti Alzheimer et cytotoxique.

Notre manuscrit se termine par une conclusion générale sur les différents travaux réalisés et
les perspectives a développer pour 1’avenir.

Les résultats de ces travaux ont donné lieu a trois publications :
Publication 01: Mediterranean Journal of Chemistry (publiée en ligne en 2016)

Fatty acids and mineral composition of melon (Cucumis melo L. Inodorus) seeds from West

Algeria

Naima Bouazzaoui, Wassila Drici, Wafaa Bouazzaoui, Wafaa Lemerini, Zoheir Arrar,

Djamel Bendiabdellah and Joseph Kajima Mulengi
Publication 02: Separation Science and Technology (publiée en ligne en 2018)

Fatty acid Composition, Cytotoxicity and Anti-inflammatory Evaluation of Melon (Cucumis

melo L. Inodorus) Seeds Oil Extracted by Supercritical Carbon Dioxide
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Naima Bouazzaoui, Jalloul Bouajila, Severine Camy, Joseph Kajima Mulengi, and Jean-
Stephane Condoret

Publication 03: Journal of Herbs, Spices and Medicinal Plants (publiee en ligne en 2018)

Comparative study of fatty acids and mineral composition of melon (Cucumis melo L.

Inodorus) and pumpkin (Cucurbita moschta Duch. Butternut) seeds

Naima Bouazzaoui, Joseph Kajima Mulengi
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Partie | : Les oléagineux, source d’huiles végétales

I. Introduction

Par définition, les oléagineux sont les aliments dont on extrait de I’huile. Ces aliments
peuvent étre des graines et elles sont contenues dans le fruit de la plante et servent a sa
reproduction (tournesol, sésame, courge, lin, soja ...), d’autres sont des fruits dont 1’enveloppe
dure renferme un noyau comestible ou non (noix, amande, noisette, pignon, pistache,
arachide, olive, avocat). Certaines autres graines sont constituées d’une pulpe dont on extrait

de I’huile, comme 1’olive, et la noix de palmier a huile par exemple.

Les noix et graines oléagineuses contiennent une grande quantité de matiére grasse, souvent
riche an acides gras polyinsaturés. Elles contiennent des oligoéléments indispensables comme
le magnésium, le cuivre et le potassium, tout comme quelques vitamines comme la thiamine
et I’acide folique. Parfois, on y trouve certains éléments nutritifs a des teneurs variables,
comme c’est le cas du fer, I’acide pantothénique et la riboflavine. Les bienfaits de
consommation de noix et graines pour la santé sont souvent méconnus du grand public. En
effet, leur teneur en acides gras polyinsaturés essentiels, en fibres et un certain nombre de
nutriments leur confere des propriétés cardio-protectrices et antioxydantes qui assurent son

équilibre et son maintien.

La composition chimique des noix et graines dépend beaucoup de plusieurs facteurs comme la
variété, I’origine géographique, les pratiques culturales et la date de récolte. Des différences
de composition en acides gras, en protéines, en composition minérale existent entre diverses
variétés de sésame [2], pistache [3], cacahuétes [4] mais aussi entre mémes variétés de
provenances géographiques différentes. La composition en acides gras dépend aussi de la
période de récolte : pendant les étapes initiales de la fructification, I’acide linol€ique est
prédominant, alors que la teneur en acide oléique et en antioxydants augmente avec le stade
de maturité [5]. Par conséquent, le choix approprié de la période de récolte en fonction du
degré de maturité constitue un facteur essentiel qui détermine la qualité ultérieure du produit

et sa stabilité au stockage.
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I1. Définition des huiles végétales

Les huiles végeétales proviennent de la substance dure ligneuse des graines ou des noix et se
trouvent enfermées dans les cellules oléiféres sous forme de petites gouttes. On les retrouve
dans I’enveloppe charnue du fruit. Elles sont présentes dans plusieurs plantes notamment des
fruits du palmier, de I’olivier, du coprah, de I’arachide, des fleurs de tournesol ou de colza ou
encore du coton ou du soja. Elles sont utilisées dans différents domaines de 1’industrie tels

que les secteurs agro-alimentaire, cosmeétique, pharmaceutique ou chimique.

I11. Composition des huiles végeétales

Les huiles végétales sont constituées de 98% de triglycérides. Ces derniers sont des triesters
d’acides gras et de glycérol. Néanmoins, on observe des constituants mineurs comme par
exemple et entre autres des acides gras libres, des phosphatides, des stérides et des cérides ou
de triglycérides partiels. Ces constituants mineurs sont souvent présents dans les huiles brutes

ou raffinées.

11.1. Triglycérides

Un triacylglycérol est un triester de glycérol et d'acides gras. Il est caractérisé par la nature de
chacun des acides gras qui estérifie chacune des trois fonctions alcool du glycérol (figure 1.
1).

Figure I. 1 : Structure d’un triglycéride issu de la condensation de trois acides gras C18 :1 et

le glycérol

Le nombre élevé d’acides gras présents dans un lipide, ainsi que les multiples possibilités de
leur combinaison avec le glycérol font des corps gras des mélanges trés complexes dont les
structures et les propriétés varient de fagon significative. Deux corps gras renfermant
qualitativement et quantitativement les mémes acides gras auront des caractéristiques
physiques, chimiques ou physiologiques différentes si les acides gras sont répartis de maniére

différente dans les triglycérides.
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Dans un triacylglycérol, les acides gras estérifiant le glycérol peuvent étre identiques,
différents en partie ou totalement. Ainsi, on distingue :

e Les triacylglycérols de monoacides homogenes, dans lesquels les trois acides gras sont
de méme nature (triacylglycérols simples). Ils ne présentent pas d'isomére, comme
c’est le cas de la triol€éine ou trioléoylglycérol.

e Les triacylglycérols diacides, dans lesquels seuls deux acides gras sont différents.
(triacylglycérols mixtes), sont constitués d'isomeéres, selon la position des groupes
acyle.

e Les triacylglycérols triacides mixtes dans lesquels les trois acides gras sont différents,

sont constitués de six isomeéres.

I11.2. Les acides gras

Les acides gras présents dans les matieres grasses alimentaires, principalement les acides gras
polyinsaturés (AGPI), servent a combler non seulement une partie de nos dépenses
énergétiques, mais également & couvrir nos besoins en acides gras indispensables. Il est
aujourd’hui bien admis que les AGPI présents dans notre alimentation, de par leur nature et
leur abondance, influencent la santé de ’homme et jouent un réle dans 1'étiologie d'un grand
nombre de pathologies (maladies métaboliques, neurodégénératives, cardiovasculaires et

inflammatoires, obésité).

111.2.1. Nomenclature des acides gras

Beaucoup d'acides gras portent des noms triviaux qui rappellent I'organisme dans lequel ils
ont été primitivement identifiés [6]. C'est ainsi que l'acide palmitique (16 : 0) ou CH3 -
(CH2)14 -CO2H, rappelle I'nuile de palme ou il représente 40 % du mélange. Cependant, les
dénominations communes et la nomenclature internationale modifiée par ['Union
Internationale de Chimie Pure et Appliquée (UICPA), sont les plus couramment utilisées pour
les acides gras. Cette nomenclature systématique prend en compte d'abord le nombre d'atomes
de carbone [7]. L'acide palmitique est ainsi systematiquement appelé acide hexadécanoique,
I'acide stéarique (CH3(CH2)1e COOH), acide octadécanoique, tandis que l'acide oléique
(CH3(CH2)7 CH =CH (CH2)7 COOH) est appelé l'acide octadécanoique. Une abréviation

conventionnelle simplifiée pour les acides gras s'écrit de la maniere suivante:

X:Y n-Z(ou 0z).
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X = nombre d'atomes de carbone de I'acide gras (n ou o est le nombre d'atomes de carbone).

Z = numéro de l'atome de carbone portant la premiere double liaison en comptant a partir du
groupe methyle terminal. Ainsi, 1'acide palmitoléique peut s'écrire de la fagon suivante 16:1 ®
7 ou 16:1 n-7. Les acides gras les plus abondants dans l'alimentation sont les acides gras a
chaine linéaire comportant un nombre pair d'atomes de carbone. Leur classification se fait

selon deux critéres :

a) Selon la longueur de la chaine carbonée
La longueur des chaines couvre un large éventail, depuis un acide a 4 atomes de carbone
contenu dans le lait jusqu'aux acides gras a 30 atomes de carbone qu’on trouve dans certaines
huiles de poissons. Ainsi, on distingue:

e Les acides gras a chaines courtes comportant 4 a 8 atomes de carbone.

e Les acides gras a chaines moyennes comportant 8 a 12 atomes de carbone.

e Les acides gras a chaines longues comportant 14 a 18 atomes de carbones.

e Lesacides gras a chaines tres longues renfermant 20 atomes de carbones et plus.

Cette classification présente I'avantage de regrouper des différences concernant les
caractéristiques physiques, métaboliques et fonctionnelles des acides gras. Ainsi, les acides
gras alimentaires a chaines courtes et moyennes sont directement résorbés vers le sang au
cours de la digestion, alors que les acides gras a chaine longues et trés longues devront
préalablement emprunter la voie lymphatique. Cette ségrégation est due a des différences de
solubilité dans I'eau des acides gras selon la longueur de leurs chaines. De méme, les acides
gras alimentaires a chaine courtes et moyennes constituent uniquement une source d'énergie
pour l'organisme humain, alors que les acides gras a chaines longues et tres longues jouent en
plus un rdle dans I'élaboration structurale des membranes cellulaires et exercent, pour certains

d'entre eux, des fonctions biologiques spécifiques.

b) Selon le degré d'insaturation de la chaine carbonée

Le nombre de double-liaisons détermine trois groupes d'acides gras

e Lesacides gras saturés (AGS)
Dans un acide gras saturé, chaque atome de carbone a ses 4 valences engagées dans des

liaisons avec d'autres atomes de carbone ou d'hydrogéne. Les principaux acides saturés dans
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les huiles végétales sont I'acide palmitique (C16) et I'acide stéarique (C18), et accessoirement
les acides myristique (C14) et laurique (C12).

N NN _OH Acide stéarique C18:0
Il

[¢]

N S S _OH Acide palmitique C16:0
Il
o

Figure I. 2 : Quelques acides gras saturés (AGS)

e Les acides gras mono-insaturés (AGMI)
Il s'agit d'acides gras qui comportent au moins une double liaison dans leur structure. Les
principaux acides gras mono-insatureés dans les huiles végétales sont I'acide palmitoléique
(C16) et surtout I'acide oléique (C18), qui comble 30 % des besoins de I’organisme en acides
gras fournis par l'alimentation. Dans la plupart des acides mono-insaturés alimentaires, la
double liaison se situe entre les carbones 9 et 10.

Acide oléique C18:1

\/\/\/\/\/\/\/\/\‘/OH
|

/\W(OH

(0]

Acide érucique C22;1

Figure I. 3 : Deux acides gras monoinsaturés (AGMI)

e Les acides gras polyinsaturés (AGPI)
11 s’agit des acides gras a 18, 20, 22 atomes de carbone qui présentent dans leurs chaines deux
ou plusieurs double liaisons séparées par un groupement méthyléne. Les principaux AGPI
sont I'acide linoléique (18 : 2), I'acide linolénique (18 : 3) et I'acide arachidonique (20 : 4).

/W\\AWOH Acide linoléique C18:2
[¢]
\/\/\/\/\/\/\/\/\H/OH Acide linolénique C18:3

o

Figure I. 4 : Deux acides gras polyinsaturés
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111.2.2.Les acides gras essentiels

Les acides gras essentiels (AGE) appartiennent aux groupes des AGPI, sans que tous ne soient
considérés comme essentiels. Ceux qui sont essentiels sont indispensables a la croissance
normale et a l'activité physiologique de tous les tissus de I'nomme mais, ils ne peuvent étre
synthétisés de novo ni par I’animal, ni par I’organisme humain. Ces AGE doivent provenir de
I'alimentation, et ils peuvent étre illustrés par les acides linoléique, a-linoléique et

arachidonique.

Le caractére essentiel de I'acide linoléique a été mis en évidence par Burr et al [8]. Cet acide
gras a dailleurs été considéré pendant longtemps comme étant le seul acide gras essentiel
pour I'homme et I'animal. Par la suite, Breton et Ferret [9], Mead [10] et Thomasson [11] ont
montré que la position des doubles liaisons sur la chaine carbonée des acides gras a 18, 20 et
22 atomes de carbone était liée a la notion du caractéere essentiel des acides gras. Les acides
gras essentiels doivent posséder au moins deux doubles liaisons, en position 6 et 9 (a partir du
groupe méthyle) et de configuration cis. Un exemple d’acides gras essentiels est celui de

l'acide linoléique, et aussi celui de 1'acide a-linolénique.

Parmi les nombreux acides gras trouvés dans 1’organisme, deux sont essentiels, I'acide
linoléique (LA, C18:2 ®-6) et l'acide o-linolénique (ALA ou LNA, C18:3 ©-3). A partir de
ces deux acides gras essentiels, notre organisme synthétise les acides gras a chaine plus
longue et/ou a degré d'insaturation plus élevé. Ces derniers sont enfin regroupés en deux
séries m-6 et ®-3. La série ®-6 est pro-inflammatoire et favorise 1’agrégation des plaquettes :
une forte consommation d'oméga-6 favorise donc a la fois I'inflammation de I'athérome et la
formation du caillot sanguin. En revanche, la série ©-3 est anti-inflammatoire et
anticoagulante et réduit l'agrégation des plaquettes. Par conséquent, un bon rapport entre
oméga-6 et oméga-3 est important pour I'équilibre et le bon fonctionnement de notre
organisme. Le rapport idéal entre LA et ALA/LNA est compris entre 3 et 5.

111.2.3.Stéréochimie des acides gras

Dans la plupart des huiles naturelles, les acides gras insaturés possédent une configuration cis,
(figure 1. 5) [12].

10
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Figure I. 5 : Stéréochimie cis et trans des acides gras insaturés.
Certains acides gras trans se retrouvent dans la nature ; ils sont produits, par exemple, dans
I'estomac des ruminants (vaches, moutons) par les bactéries qui y résident. Ces acides gras
sont ensuite incorporés dans les graisses corporelles des animaux et dans leur lait. 1ls sont par
conséquent présents dansla viande, le lait et les produits laitiers. D'autres acides
gras trans sont d'origine technologique. Ils sont formés par I’intermédiaire des processus
industriels comme I'hydrogénation des huiles végétales. Ce type de procéde permet de faire
passer des graisses de I'état liquide a I'état solide, ce qui facilite leur utilisation et leur
conservation, les rendant moins sensibles a I'oxydation. Ces mémes acides gras trans peuvent
également se former lors du chauffage et de la cuisson des huiles végétales a haute
température, que ce soit au cours de procédés industriels de transformation ou lors de la

cuisson domestique de ces huiles.

Cependant, il est de plus en plus établi que les acides gras de configuration trans sont
nuisibles, favorisant les maladies coronaires, alors que leurs analogues cissont doués de
propriétés bénéfiques. En effet, de nombreuses études d’intervention ou épidémiologiques
chez ’homme ont montré que 1’augmentation de consommation en AGT était corrélée a
I’accroissement des facteurs de risque cardiovasculaire. Pour des niveaux élevés de
consommation, les AGT augmentent les LDL-cholestérol, tout en montrant également une
tendance a faire baisser les HDL-cholestérol. C’est pourquoi il est recommandé de limiter la

consommation des acides gras de type trans.

111.3. Constituants insaponifiables (composants mineurs)

On entend par constituants insaponifiables d’un corps gras, I’ensemble des produits presents
apres saponification de celui-ci par un hydroxyde alcalin, extraction par un solvant spécifique
et élimination de ce dernier. Cet ensemble est formé par des constituants naturels importants
pour le maintien de la santé, extraits de matieres grasses tels les stérols, les tocophérols, les

alcools aliphatiques supérieurs, les pigments et les hydrocarbures naturels, les polyphénols,

11
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...etc. Ces constituants non derivés du glycérol des lipides, encore appelés constituants
mineurs, ne sont mineurs que du point de vue de leurs concentrations par rapport aux

triglycérides.

111.3.1. Phospholipides

Il s’agit de composés naturellement présents dans les huiles végétales. Ils sont constitués
d’une molécule de glycérol estérifiée en 1 et 2 par des acides gras et en 3 par un phosphate.
Les phospholipides sont des composés polaires, ce qui explique un certain nombre de leurs
propriétés telles que la solubilité dans les solvants polaires, I’hygroscopie, des liaisons avec
des cations. Leurs propriétés émulsifiantes et tensio-actives génent les opérations de raffinage,
si bien que leur élimination constitue le premier stade de tous les procédés de raffinage. Ces
mémes propriétés font que les phospholipides sont trés employés dans de nombreuses
industries et entrent dans la fabrication de produits alimentaires (chocolat, margarine...),

pharmaceutiques et cosmétiques.

11—L'_'—Lj-L‘.‘—L.‘—L.‘—L‘.‘—L‘.‘:L‘.‘f'\ Vo H

TR

Groupement Phosphate

Figure 1. 6 : Formule développée d’un phospholipide

111.3.2. Les polyphénols

Si les acides gras représentent la tres grande majorité de la composition des huiles végétales
en termes de masse, les composés mineurs tels que les composés phénoliques jouent un réle
trés important dans la caractérisation des huiles et pour leur intérét nutritionnel [13,14]. Les
composés phénoliques sont classés parmi les produits du métabolisme secondaire des plantes
médicinales. lls correspondent a un vaste ensemble de molécules caractérisées par la présence
d’au moins un noyau benzénique (Figure I. 7) portant un ou plusieurs hydroxyles libres ou

engagés dans une autre fonction.

12
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Figure I. 7 : Phénol simple

On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits, ils remplissent beaucoup de
fonctions dans les différentes especes de plantes: défense contre les pathogénes, molécules de
dissuasion alimentaire, attraction des pollinisateurs, protection contre les rayonnements UV,
molécules qui donnent couleur, arémes, parfums aux plantes, réle structurel (ex : lignine,

constituant du bois).

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment grace a leurs effets
bénéfiques sur la santé en tant qu’antioxydants et dela I’intérét qu’ils suscitent pour la
prévention de cancers et du diabéte [15], des maladies inflammatoires [16, 17],
cardiovasculaires et neurodégénératives [18]. Ils sont également utilisés comme additifs dans
les industries agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétigue.

Si des études ont permis de mettre en évidence certaines actions des composés phénoliques,
beaucoup de choses sont encore a découvrir car les effets bénéfiques mis en évidence par des
études épidémiologiques ne sont toujours pas pleinement explicités. Les composés
phénoliques peuvent également présenter des effets synergiques entre eux, ce qui complique
la mise en évidence d’effets spécifiques de chacun d’entre eux. Ce qui semble acquis, c’est
qu’une ingestion réguliere de composés phénoliques comme ceux présents dans 1’huile
d’olive est fortement corrélée a une diminution des risques de développement de maladies

dégénératives, cardiovasculaires ou de cancers.

111.3.3. Tocophérols et tocotriénols (la vitamine E)

La vitamine E est le premier exemple d'une famille de composés appelés tocophérols, nom
proposé pour la premiére fois en 1936 par Evans et collaborateurs [19]. Ce nom provient du
grec « tokoo » (tokos) pour progéniture et « tnepetv » (pherein) pour porter. Elle existe sous
huit formes, quatre tocophérols et quatre tocotriénols.

Les tocophérols sont des substances constituées par un noyau commun hydroxychromane et
une chaine latérale saturée a 16 carbones.

Le nombre et la position des groupements méthyle sur le noyau hydroxychromane définissent

les différentes formes de tocophérols et tocotriénols. La forme la plus active est 1’a-tocophérol
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que I’on rencontre le plus fréquemment dans la nature. Les B et y tocophérols ont une activité
vitaminique réduite respectivement 40 et 15 % environ de ’activité de la forme a, alors que la

forme & est pratiqguement inactive.

Les tocotriénols se distinguent des tocophérols par la présence de trois doubles liaisons sur la
chaine latérale (Figure I. 8, Tableau I. 1). Deux de ces produits possédent également une
certaine activité vitaminique: environ 20% pour 1’a-tocotriénol et 5% pour le B-tocotrienol.
Les autres sont inactifs.

Tableau I. 1: Nomenclature de la vitamine E

R1 R2 Nom

CHs CHs a-tocophérol

a-tocotriénol

CHs H pB-tocophérol

a-tocotriénol

H CHs y-tocophérol

a-tocotriénol

H H d-tocophérol

a-tocotriénol

CH3 Tocophérols

= = =

Tocotriénols

Figure I. 8 : Structure de la vitamine E

Les tocophérols représentent géneralement 200 a 1200 mg dans 1 kg d'huile végétale non
raffinée [20], l'opération de raffinage peut en éliminer une tres forte proportion. Mais les
huiles de coprah et de palmiste n'en contiennent que des traces. Cependant, 1’huile palmiste
contient de fortes proportions de tocotrienols, une autre forme de tocophérols et qui possedent
une activité anti-oxydante supérieure a celle de la vitamine E [21- 25].
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Il est important de signaler que la plupart des études menées sur la vitamine E ’ont été in
vitro ou avec du sang des patients supplémentés par 1I’a-tocophérol. Ainsi, cette vitamine
intervient dans la réponse inflammatoire au sein de globules blancs, module les pulsations
cardiaques et assure 1’¢lasticité des vaisseaux par 1’intermédiaire de la production d’oxyde
d’azote. La vitamine E est impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que les
fonctions neurologique et immunitaire, mais les mécanismes mis en jeu ne sont pas bien
connus. L’effet antioxydant est sans doute crucial pour I’activité biologique de la vitamine E
[26]. Mais il semble qu’elle agit également par d’autres mécanismes sur divers aspects du
métabolisme cellulaire.

Quant aux tocotriénols, ils sont rarement rencontrés, parce qu’on s’est trop focalisé sur I’a-
tocophérol, alors qu’ils sont bien présents dans les huiles de germes de blé et huile de palme.
Il en est de méme pour le y—tocophérol. S'agissant de I'huile d'avocat, les tocophérols sont
entierement constitués par I'a tocophérol et ce dernier se retrouve d’ailleurs a une teneur

élevée dans I'huile de coton.

111.3.4.Les stéroides

Les stéroides constituent un groupe de lipides dérivant de triterpénoides (lipides a 30 atomes
de carbone), majoritairement le squalene. Leur squelette est un carbure tétracyclique: le
stérane, le cyclopentanoperhydrophénantrene (Figure 1.9), résultat de la condensation du

cyclohexane avec le phénantrene réduit.

R: chaine latérale (R=0-10)

Figure 1. 9 : Squelette des stéroides

Habituellement, les carbones C10, C13 sont liés a un groupe méthyle et le carbone C17 a un
groupe alkyle. Par extension, les stéroides incluent également les lipides dont le noyau
cyclopentanophénanthrénique a été modifié par scission d'une liaison et l'ajout ou la

suppression d'un atome de carbone.
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111.3.5. Les stérols et les phytostérols

Les stérols sont des stéroides comprenant au moins un groupement hydroxyle, dans la plupart
des cas sur le carbone. Leur structure est trés semblable a celle du cholestérol ou ces
homologues. Selon I’origine biologique, on peut classer les stérols en quatre groupes, les
stérols animaux, stérols végétaux (Phytosterols), stérols des champignons inférieurs

(Mycostérols) et les stérols des algues.

Les phytostérols se distinguent des autres stérols par une modification dans la chaine latérale,
cette derniére peut comporter un groupement méthyle ou éthyle fixé sur le carbone C 24 et
parfois, on note la présence d’une double liaison supplémentaire en C 22 [27]. La structure
des stérols végétaux (phytostérols) est apparentée a celle du cholestérol et ils jouent dans les
membranes végétales le méme rdle que le cholestérol dans les membranes animales. Les

principaux phytostérols d’origine végétale comprennent le B-sitostérol, le campestérol et le

24
17

Campestérol

stigmastérol (Figure 1.10).

24
17
Brassicastérol

HO

béta Sitostérol

A\

24

Stigmastérol

Figure 1. 10: Structures des principaux phytostérols d’origine végétale

Les phytostérols sont des composés présents uniquement dans la fraction lipidique des
végétaux sous forme libre ou plus couramment sous forme estérifiée avec des acides gras. Les
phytostérols ne peuvent étre synthétisés ni par les animaux ni par I'hnomme: seule
I'alimentation permet leur apport [28]. Néanmoins, il faut noter que les végétaux contiennent
de faibles quantités de phytostérols. En raison de leur rareté, trés peu d'études se sont
intéressees au recensement des végétaux riches en phytostérols [27,29]. Ainsi, les rares études
effectuées sur les produits alimentaires montrent que les meilleures sources de phytostérols
sont les huiles végétales de méme que les produits élaborés a base d'huiles végétales tels que
les margarines [29]. En effet, la majorité des huiles végétales contiennent entre 100 et 500 mg

16



Chapitre | : Synthese Bibliographique

de phytostérols pour 100 g d'huile [29]. Parmi les huiles commercialisées, les huiles de riz et
de sésame sont exceptionnellement riches en phytostérols (respectivement 1745 mg /100 g et
1735 mg/ 100 g).

Les phytostérols (B-sitostérol, campestérol et stigmastérol), constituants des membranes
cellulaires végetales et analogues au cholestérol animal, peuvent inhiber 1’absorption

intestinale du cholestérol, réduisant ainsi le taux plasmatique de cholestérol total et LDL [30].

IV. Classification des huiles végétales
Les graisses et huiles animales sont divisées en huiles d’animaux marins et huiles d’animaux
terrestres. Pour ce qui est des matieres d’origine végétale, les modes de classement utilisés se

divisent en deux grandes catégories :

IV.1. La classification botanique
Les matiéres grasses sont regroupées par familles de plantes avec, comme exemples les
Graminées (mais, riz, blé), les Palmiers (cocotiers), les Malvacées (arachide, soja) et les

Composés (carthames, tournesol) [31].

IV.2. Classification basée sur les criteres chimiques
Les indices chimiques, devenus critéres et caractéristiques commerciaux, ont conduit a des
classifications techniques fondées sur les propriétés chimiques des acides gras. Ce modele de

classement permet de regrouper les huiles végétales en trois grands groupes

e Les huiles siccatives
L’indice d’iode compris entre 150 et 200. Ces huiles donnent une mince pellicule élastique au

séchage a I’air (huile de lin, huile de noix).

e Les huiles semi-siccatives
Leur indice d’iode est compris entre 100 et 150 (huile de coton, huile de soja, huile de colza,

huile de sesame, huile de pépin de raisin). Elles sont riches en acides gras insatures.

e Les huiles non siccativesLeur indice d’iode est inférieur a 100 (huile d’olive, huile de
palmiste, huile de palme, huile de raisin, huile de coco, beurre de cacao). Elles ont la

particularité d’étre riches en acides gras saturés.
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V. Utilisation des huiles végétales
Les huiles végétales occupent une place importante dans le monde : les trois quarts de la
production sont destinés a 1’alimentation, le reste se partage entre les applications

industrielles, pharmaceutiques et cosmétiques.

V.1. Huiles alimentaires

Dans 1’alimentation, certaines huiles végétales apportent a 1’organisme des vitamines
liposolubles et des acides gras essentiels. Contrairement aux corps gras animaux, les huiles
végeétales contiennent de teneurs élevées en acides gras saturés, ce qui limite avantageusement
le taux du cholestérol sanguin, spécialement chez les personnes qui souffrent d’une

hypercholestérolémie génétique.

V.1.1. Définition de la qualité d’une huile alimentaire

De maniere générale, la qualité est définie comme étant « la combinaison des attributs ou des
caractéristiques d'un produit qui ont une signification en déterminant le degré d'acceptabilité
de ce produit par l'utilisateur» [32]. Les huiles végétales alimentaires peuvent étre

différenciées suivant leur procédé d’obtention et leur degré de raffinage. On distingue ainsi :

Les huiles vierges : elles sont obtenues par pressage combiné éventuellement a un chauffage
externe et dont le raffinage est limité a des procédés physiques (décantation, filtration et

centrifugation).

Les huiles obtenues par pressage a froid : elles se différencient des huiles vierges uniquement

par I’absence de chauffage pendant le procédé¢ d’extraction mécanique.

Les huiles raffinées : Aprés extraction par un procédé mécanique ou par solvants, 1’huile subit
un ensemble d’opérations visant a en €éliminer les composés indésirables, pour produire une
huile correspondant a un cahier des charges.

La qualité des huiles alimentaires est déterminée par leurs propriétés physiques,
nutritionnelles, organoleptiques et sensorielles. Cependant, un des principaux aspects
qualitatifs d’une huile s’attache a sa composition ainsi qu’a sa stabilité vis-a-vis de
I’oxydation. L’oxydation entraine 1’apparition d’odeurs et composés indésirables rendant

’huile impropre a la consommation [33].
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V.1.2. Critéres de controle de la qualité d’une huile

Les criteres de contrdle de la qualité d’une huile, en termes de composition, incluent le profil
en acides gras, la teneur en composés antioxydants (type tocophérols et polyphénols) ainsi
que les marqueurs d’altération de I’huile. Les indicateurs fréquemment utilisés pour

1I’évaluation des altérations de I’huile sont les suivants [34]:

Indice de réfraction
L’indice de réfraction est particuliérement utile car il renseigne sur 1’état de dégradation d’une

huile. En effet, la présence d’acides gras libres abaisse fortement I’indice de réfraction.

Indice d’acide

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaireS pour
neutraliser les acides gras libres présents dans un gramme de corps gras [35]. Cet indice
permet de mesurer la quantité d’acides gras libres résultant des réactions d’hydrolyse et
d’oxydation des triglycérides [36]. Les huiles destinées a la consommation doivent contenir
moins de 1% d’acides libres [37]. Le Codex Alimentarius (1999) fixe la valeur de I’indice

acide a un maximum de 4 mg KOH/g d’huile pour les huiles vierges et pressées a froid.

Indice peroxyde

L’indice de peroxyde est le nombre de microgrammes d’oxygéne actif pour un gramme de
matiere grasse [35]. Il permet d’apprécier le degré d’oxydation d’une huile. Cet indice permet
de suivre 1’état de conservation d’une huile ou état d’avancement de I’oxydation [38, 39]. Le
Codex Alimentarius (1999) fixe la valeur de I’indice peroxyde a un maximum de 15 méq

O2/kg d’huile pour les huiles vierges et pressées a froid.

Indice d’iode

L’indice d’iode est le nombre de grammes d’iode fixé sur les doubles liaisons de 100
grammes de matieres grasses. Il exprime le degré d’insaturation d’un corps gras et ensuite sa
prédisposition a 1’oxydation [38]. Un corps gras est plus sensible a I’oxygéne lorsqu’il est

constitué d’un nombre élevé de doubles liaisons.
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Masse volumique

La masse volumique d’une huile (ou « densité »), désigne le quotient de la masse de 1’huile
par son volume. Elle s’exprime en g par ml. Sa mesure est intéressante, a titre indicatif sur le
plan commercial, dans la mesure ou elle permet de se représenter en poids un volume d’huile

transportée en vrac.

V.2. Applications non-alimentaires des huiles végétales

Compte tenu des tendances liées au développement durable et aux législations
environnementales (Décret n°2007-446,2007 ; Directives européennes 2003/30/EC), le
développement de 1'utilisation des produits de 1’oléochimie dans différents domaines tels que
I’industrie, la cosmétique, les détergents, polymeres, biolubrifiants, biocarburants ou
pharmaceutique, s’impose. Issus pour la plupart de la biomasse, ces produits s’inscrivent dans
la progression et le développement de la chimie verte [40].

L’enrichissement des huiles végétales en triglycérides permet d’obtenir, apres hydrolyse ou
transestérification, des acides (esters) gras saturés ou des acides (esters) gras insatureés,
principalement les acides oléique, linoléique et a-linoleique. Ces acides (ou esters) gras qui
disposent d’un groupement acide (ou ester) et d’une ou plusieurs doubles liaisons ont un
grand intérét dans plusieurs domaines industriels parce qu’ils peuvent étre exploités pour

accéder a divers composés.

V.2.2. Dans la fabrication du savon

La premiere application industrielle des corps gras est la fabrication du savon. En effet, la
fabrication ancienne en cuves par des « maitres savonniers » a cédé la place a un procédé
continu. Actuellement, les savons traditionnels sont préférés aux détergents pétrochimiques
tels que les alkylbenzénesulfonates de sodium a longues chaines non ramifiées (10 a 14
atomes de carbone) en raison de leur biodégradabilité. En pharmacie et en cosmétique, les
huiles végetales sont utilisees comme excipients ou comme source de substances actives

(amande douce, noisette, avocat, karité...)

V.2.2.Les pesticides
Dans le domaine des pesticides, les esters de méthyle et les hydrocarbures d’origine minérale
qui ont une viscosité et une tension de surface comparables a 1’acide oléique avaient été

décrits comme de bons agents de transport de pesticides a la surface des plantes [41].
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Knowles a montré que les huiles végétales a base de soja, de coton, de lin ou de tournesol
adhérent sur les feuilles des plantes ou sur des insectes aprés de grandes pluies [42]. Ceci
s’explique par leur richesse en acides gras polyinsaturés. La production d’huiles végétales
riches en ces acides est actuellement préconisée pour étre utilisé comme adjuvant de

I’aspersion des phytosanitaires dans la formulation de pesticides.

V.2.3. Dans les produits de revétement

Deux huiles, I’huile de lin et I’huile de ricin, sont principalement utilisées dans le domaine des
produits de revétements. L’huile de lin est dite siccative, ce qui explique son emploi dans
I’industrie des peintures et vernis. Cette propriété est due a la présence des acides linoléique et

linolénique.

V.2.4.Dans le domaine des lubrifiants

Le marché des lubrifiants est en plein essor et la consommation mondiale s’¢éléve a 9 millions
de tonnes. Les industries automobiles en sont les principaux utilisateurs. Ces industries se
tournent considérablement vers des additifs de lubrifiants d’origine végétale pour leur nature
moins nocive pour I’environnement et aussi pour leurs propriétés physico-chimiques
prometteuses [43]. Les huiles végétales sont utilisées comme additifs des lubrifiants pour leur
bonne viscosité, leur stabilité a 1’oxydation et leur faible inflammabilité a température élevée.
Elles sont également utilisées comme fluides hydrauliques (machine de fermes, les industries

minieres, ferroviaires et militaires) [44].

Cependant, leur faible stabilité a 1’oxydation est un facteur limitant leur utilisation. Les
chercheurs s’intéressent actuellement a des voies chimiques pour améliorer ces propriétés, en
modifiant la structure des huiles végétales. De nouveaux additifs efficaces ont été obtenus
apres époxydation des huiles végétales et ouverture de cet époxyde par des acides
carboxyliques ou des alcools en présence de catalyseurs acides [45, 46]. De nombreux autres
domaines font appel aux corps gras et a leurs dérivés car ce sont des produits respectant non
seulement I’environnement mais s’insérent également dans une économie durable.

V1. Productions mondiale des graines et huiles végétales

Depuis 1973, la production mondiale des graines oléagineuses a progressé réguliérement, la
récolte mondiale des 10 principales graines oléagineuses a représenté environ 400 millions de

tonnes en 2007/2008, dont 224 millions de tonnes pour le soja (56%), 52 millions pour le
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colza (13%), 44 millions pour les graines de coton (11%) et 32 millions pour celle de
tournesol (8%). En dehors de 1’arachide (24 millions de tonnes), aucune des autres cultures

oléagineuses ne dépasse la barre des 6 millions de tonnes [47].

Selon I’'USDA, une estimation de la production mondiale des graines oléagineuses pour
I’année 2013/2014 est d’un total de 504.30 million de tonnes (Mt), soit une augmentation de
6.46% par apport a I’année 2012/2013 (Tableau I. 2).

Tableau I. 2 : Production mondiale de graines oléagineuse [48]

Mt 2012/2013 2013/2014 Evolution
Soja 267.47 285.43 +6.71%
Colza 63.02 70.47 +11.82%
Coton 46.07 44.07 -4.33%
Tournesol 36.39 43.33 +19.07%
Arachide 40.11 39.83 -0.69%
Palmiste 14.85 15.48 +4.26%
Copra 5.80 5.68 -2.14%
Total monde 473.72 504.30 +6.46%

De méme, la production mondiale d’huiles végétales a connu un développement extrémement
rapide dans le monde au cours des 20 derniéres années. Une progression de plus 270 millions
de tonnes depuis 1973 a été observée. Un rapport de PROLEA 2008 relate une nouvelle
répartition de la production mondiale d’huiles végétales. Elle a plus que doublé depuis 1986,
et atteint 130 Mt en 2007. Sur le marché des huiles, I’huile de soja a longtemps été
prépondérante, mais elle partage depuis 2004 la premiére place avec I'huile de palme (environ
30 % du marché chacun). L’USDA a estimé une production mondiale des huiles végétales au
cours de I’année 2012/2013 de 157.76 Mt, soit une augmentation 10.12 Mt par rapport a
I’année 2010/11(Tableau 1. 3)

22



Chapitre | : Synthese Bibliographique

Tableau 1.3: Production mondiale des principales huiles végétales [49] :

Mt 2010/11 2011/12 2011/13
Huile le palme 47,92 50,70 53,83
Huile de soja 41,29 42,40 43,18
Huile de tournesol 12,29 15,08 13,75
Huile de colza 23,51 24,29 23,80
VII. Production algérienne des huiles végétales [50].

La production de graines oléagineuses en Algérie n’a jamais ét¢ importante en raison des
conditions climatiques et de la présence accordée a la production de céréales, avec jachére.
Comme conséquence, le colza, I’arachide et le tournesol, qui sont les seules graines
oléagineuses cultivées, restent cantonnées a quelques milliers de tonnes depuis des décennies.
Le colza a été introduit a la fin des années 1970. Sa production est montée a 90 000 t en 1989,
puis a fléchi a 30 000 t dans les années 2000-2007 pour atteindre 46 500 t en 2012. L’arachide
est a 2800 t et le tournesol, qui a connu un pic de production a 1800 t au milieu des années
1970, a disparu.

En 2012, on recensait 17 000 ha de colza et 2300 ha d’arachides, ce qui donne des rendements
de 27.4g/ha en colza et de 12.1g/ha en arachides, niveaux que I’on peut considérer comme
tout a fait corrects en zone méditerranéenne, et qui ont sensiblement progressé dans les 20
dernieres années.

En 2009, la consommation d’huiles végétales s’établissait a un peu plus de 12kg/personne en
Algérie (contre 17kg en Tunisie et 12 au Maroc). L’huile d’olive, produit traditionnel, ne
représente que 13% de cette consommation. Elle est largement supplantée aujourd’hui par
I’huile de soja (49%), de tournesol (13%), de colza (7%) et d’arachide (5%). Les importations
de graines oléagineuses, huiles et tourteaux pour I’alimentation animale ont approché 1.4
milliard de dollars en 2011, dont 61% pour les huiles et 36% pour les tourteaux (facteur
multiplicatif de 6 pour les deux produits par rapport a 2000). L’huile et les tourteaux de soja

dépassent le milliard de dollars soit les % des importations totales d’oléagineux et dérivés.

L’Ukraine est le premier fournisseur d’huiles végétales brutes de 1’Algérie (25% en 2012),
suivie de 1’Allemagne (17%), du Brésil (17%), de ’Espagne (14%) et de I’Indonésie (6%).
Les oléagineux et dérivés constituent le 3°poste des importations agricoles et alimentaires en

Algérie, derriére les céréales (4.2 milliard) et les produits laitiers (1.5 milliard).
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Partie Il : Méthodes d’extraction des corps gras

I. Introduction
Habituellement, on utilise trois procédés pour extraire 1’huile a partir des graines
oléagineuses, a savoir la pression unique ou double, ’extraction directe par solvants et le

procédé mixte, couplant le pressage a une extraction par solvant sur le tourteau [51].

La préparation des graines comprend plusieurs étapes [52]. Afin de faciliter ’extraction de
I’huile, les graines peuvent subir différents prétraitements afin de les préparer a I’opération de
séparation liquide-solide. Ceux-ci peuvent étre de nature physique, thermique ou visent a
modifier I’humidit¢é de la matiére premiere. Elles sont préalablement nettoyées et
éventuellement séchées (lorsque les graines ont une humidité supérieure a 10%). Les
prétraitements les plus fréquemment utilisés avant pressage sont la cuisson, le floconnage ou
I’aplatissage des graines. Un dé-pelliculage est parfois utilisé (plus particulierement pour les
graines de tournesol ou soja), soit pour faciliter le pressage [51] ou dans une optique

nutritionnelle par exemple, pour I’amélioration de la digestibilité des tourteaux [53].

Il. Le pressage.

Le pressage se définit comme le procédé physique permettant I’exsudation de 1’huile d’une
matiére poreuse sous 1’effet d’une force de compression [54]. Industriellement, les presses a
vis sont utilisées pour permettre un traitement en continu des graines. Ce type de presse est
composé d’une vis sans fin, tournant dans un fourreau présentant des barreaux ou perforations
(suivant les modeles de presses) pour permettre la sortie de 1’huile. Une restriction, nommeée
filiere ou cbne obturateur, située a I’extrémité de la vis (ou zone de décharge), permet de

générer une pression suffisante pour exsuder 1’huile contenue dans les graines [51].

Le pressage est réalisé a froid ou a chaud. Dans le cas ou le pressage est réalisé a froid, sans
chauffage externe, la température de I’huile extraite peut atteindre jusqu’a 112°C [55]. La
température générée durant le pressage provient de la dissipation de chaleur engendrée par les
forces de friction mises en ceuvre dans la presse [56]. Le pressage peut également étre assuré
en discontinu par pressage hydraulique ; cependant ce mode de pressage est limité a un certain
type d’oléagineux (olives, cacao) [51]. A I’issue de I’étape de pressage, le tourteau obtenu est

qualifié de « gras », sa teneur en huile résiduelle étant de 1’ordre de 10 a 20% [53].
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L’huile brute de pressage contient des particules nommées fines ou pieds de presse (particules
co-extraites lors du pressage). Ces solides sont séparés de I’huile en deux étapes. La
séparation des plus grosses particules est realisée par sédimentation dans un « screening
tank». L’huile de premiére pression obtenue est ensuite filtrée ou clarifiée dans un décanteur
pour éliminer les particules résiduelles plus fines [51]. Les pieds de presses sont récupéres et
ajoutés au tourteau gras pour étre pressés a nouveau afin de récupérer I’huile résiduelle. A

I’issue de ce second pressage, 1’huile brute obtenue est qualifi¢ée de seconde pression.

Plusieurs voies de valorisation des tourteaux sont possibles. D une part, I’huile contenue dans
les tourteaux gras peut-étre extraite par des solvants organiques, afin d’optimiser le rendement
global d’extraction d’huile. D’autre part, les tourteaux conservent des avantages nutritionnels,
de par leur teneur en protéines et profil en acides gras de I’huile, ce qui les rend intéressants
pour I’alimentation animale. Si I’huile de premiére pression peut-étre vendue en tant que telle,
les huiles de seconde pression et extraites par solvant doivent étre raffinées. En effet, des

composés liposolubles indésirables (phospholipides, métaux...) sont co-extraits avec 1’huile.

Parmi les étapes de raffinage, la neutralisation chimique (visant principalement a 1’élimination
des acides gras libres) est ’opération générant le plus de sous-produits (pates de
neutralisation, effluents aqueux) dont le retraitement est colteux. Le raffinage physique est
alors une alternative au traitement chimique [57]. Cependant les conditions drastiques de ce

traitement ne conviennent pas pour les huiles présentant une instabilité thermique.

I11.Extraction par solvant organique (Soxhlet)

L’extraction par soxhlet a été employée depuis longtemps ; il s’agit d’une technique standard
ainsi que la référence principale pour évaluer la performance d’autres méthodes d’extraction
solide-liquide. La conception de cette technique d’extraction a été mise au point pour la
premiére fois par Franzvon Soxhlet en 1879 pour la détermination de la teneur lipidique du
lait [58, 59].

L’extraction par Soxhlet est une technique générale et bien établic : elle dépasse en
performance les autres techniques conventionnelles d’extraction, excepté dans le cas de
I’extraction des composés thermolabiles [59]. Un systeme conventionnel de Soxhlet est

montré dans la figure 1.11.
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Figure 1.11 : Extraction par soxhlet

L’extraction par Soxhlet dépend fortement des caractéristiques de la matrice solide et de la

dimension des particules, car la diffusion interne est souvent I’étape limitant pendant

I’extraction. Les avantages de I’extraction par Soxhlet incluent :

Le déplacement de 1’équilibre de transfert en mettant a plusieurs reprises le solvant
frais en contact avec la matrice solide

Le maintien d’une température relativement élevée d’extraction avec la chaleur du
ballon a distiller.

Aucune nécessité de filtration apres 1’extraction. En outre, la méthode de Soxhlet est

tres simple et bon marché.

Cependant, cette méthode présente des inconveénients :

Le temps d’extraction est long.

Il est impossible d’accélérer le processus par agitation,

La grande quantité de solvant utilisée exige une étape d’évaporation/ concentration

La possibilité de dégradation thermique des composeés cibles ne peut pas étre ignorée
vu que I’extraction s’opere habituellement au point d’ébullition du solvant pendant un

temps assez long.

L’extraction de I’huile par solvants est le procédé le plus utilisé, aprés I’extraction par

pressage. Actuellement, 1’hexane est le solvant d’extraction préférentiellement utilisé,
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cependant I’inflammabilité de ce composé, sa toxicité et son prix indexé a celui du pétrole
sont des inconvénients majeurs [60]. Le potentiel d’extraction d’huile par des solvants
alternatifs tels que 1I’éthanol [61], I’isopropanol [62], I’iso-hexane [63] et I’heptane [64] a été
étudié au cours des vingt derniéres années. Afin de contourner les soucis environnementaux et
techniques liées a I’extraction par 1’hexane, plusieurs procédés alternatifs pour 1’extraction

d’huile végétale ont été étudiés.

IV. Extraction par voie enzymatique

L’applicabilité de I’extraction par voie enzymatique a I’extraction d’huile a partir de
différentes matrices oléagineuses a été démontrée [65]. On peut citer a titre d’exemple
I’extraction d’huile par voie enzymatique a partir de noix de coco [66], d’avocat [67], de
cacahuete [68] et de tournesol [69]. Cependant, ce procédé d’extraction n’a pas fait 1’objet de
réels développements a 1’échelle industrielle. Les raisons avancées par [65] sont d’une part
d’ordre financier. Le procédé global d’extraction est coliteux et les cocktails enzymatiques
restent chers, bien que produits industriellement. De plus, I’extraction par voie enzymatique
ayant lieu en milieu aqueux, la séparation liquide-liquide (eau-huile) est un facteur a prendre
en compte pour 1’évaluation globale du procédé. D’autre part, I’acceptabilité des enzymes est

variable, de par leur origine (parfois porcine).

V. Extraction par COz2 supercritique

Cependant, le CO2 supercritique est le solvant ayant fait 1’objet de recherches intensives ces
vingt derniéres années car le produit final ne contient aucun solvant résiduel [70]. L’existence
d’un état supercritique a été rapportée en 1822 par le Baron Cagniard de la Tour [71]. Celui-ci
constata la disparition de la frontiere gaz-liquidede certaines substances chauffées en milieu
fermé. En 1879, la capacité des fluides supercritiques a solvater des solides fut mise en

évidence par [72].

V.1. Définition et propriétés d’un fluide supercritique

Le diagramme de phase pression-température (P,T) d’un corps pur présente les différents états
de la matiére (solide, liquide et gazeux) en fonction de la pression et de la température (figure
1.12). Les domaines de ces trois états sont délimités par les courbes d’équilibre (solide-

gazeux, solide-liquide et liquide-gazeux).
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Figure 1.12 : Diagramme de phase d’un corps pur

En effet, tout corps pur possede un point critique correspondant a une pression et une
température données. Un fluide est dit a 1’état supercritique lorsqu’il est chauffé au-dela de sa
température critique et lorsqu'il est comprimé au-dessus de sa pression critique. Le
comportement d’un fluide supercritique est intermédiaire entre celui de I’état liquide et I’état
gazeux. En particulier, il posséde une masse volumique élevée comme celle des liquides, un
coefficient de diffusivité intermédiaire entre celui des liquides et des gaz, et une viscosité

faible comme celle des gaz.

Le tableau 1.4 présente les paramétres critiques (pression et température) pour certains fluides
tels que le chlorotrifluorométhane, 1’éthane, 1’eau ou le CO- qui sont les plus étudiés et dont le
colt constitue un facteur clé qui guide un choix particulier. Cependant les plus utilisés
expérimentalement sont le CO> et I’ecau. Toutefois cette derniére pose des problémes quant a
son utilisation sous conditions supercritiques du fait que ses coordonnées réduisent son
accessibilité expérimentale et son caractere corrosif qui impose un appareillage adapté assez

colteux .
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Tableau I. 4: Paramétres critiques de quelques fluides a 1’état supercritique [73].

Fluide Pression (atm)  Température (°C)  Masse volumique pc (kg/m®)
CO2 73,8 31,1 468
Ethane 48,8 32,2 203
Ethylene 50,4 9,3 200
Propane 42,5 96,7 220
Propylene 46,2 91,9 230
Benzéne 48,9 289 302
Toluene 41,1 318,6 290
Chlorotrifluorométhane 39,2 28,9 580
Trichlorofluoromethane 44,1 196,6 554
Protoxyde d’azote 71,0 36,5 457
Ammoniac 112,8 132,5 240
Eau 220,5 374,2 272

V.2. COz2 supercritique

L’état supercritique du CO, a été étudié a la fin des années 1970 et il a été observé
expérimentalement pour la premiere fois en le soumettant a 31,1°C et 74 bars. On distingue
les zones ou la substance existe sous forme de solide, de liquide ou de vapeur. Les courbes
représentent la zone de coexistence entre deux phases gazeux et liquide. Au point triple (-56,4
°C; 5,2 bar) les trois phases coexistent. Si on augmente la température et la pression a partir
du point triple, on se déplace vers le haut sur la courbe liquide-vapeur. Le liquide devient
moins dense a cause de I’expansion thermique et la vapeur devient plus dense a cause de
I’augmentation de la pression. Finalement, au point critique, les masses volumiques des deux
phases deviennent identiques et on ne distingue plus la vapeur du liquide. Au-dela de ce point,

la substance existe sous forme d’une seule phase, le fluide supercritique.

V.3. Propriétés physico-chimique du CO2 supercritique
Le dioxyde de carbone supercritique présente des propriétés physico-chimiques intermediaires
entre celles de la phase liquide et celles de la phase gazeuse. Ses propriétes dans les différents

états sont rassemblées dans le Tableau I. 5.
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Tableau 1.5 : Propriétés physiques du CO; a I’état gaz, supercritique et liquide [74].

L Masse volumique p Diffusivité D Viscosite 7
Propriétés (Pa.s)
(kg/m?®) (m?2/s) :
\ 5 N 5
Gaz (30°C et 1 atm) 0,642 (1a4)10 1a43.10
COg2 supercritique (31.1 °C 5 5
percritique ( 200 4 500 0,7. 107 1a3.10
et 73.8 atm)
3 3
Liquide (30°C et Latm) 600 4 1600 (0,222) 10° 0223.10

Les fluides supercritiques présentent une particularit¢ du point de vue de I’importante

variabilité de leurs propriétés autour du point critique comme la masse volumique, la densité,

la solubilité, la viscosité et le facteur de compressibilité, qui sont trés sensibles aux variations

de pression et de température.

V.3.1. La masse volumique

Les fluides supercritiques ont une densité se rapprochant de celle des liquides, qui varie tres

sensiblement autour du point critique PC (et pour P > PC) pour de faibles variations de la

pression et de la température (Figure 1.13) : on les qualifie ainsi de fluides « a géométrie

variable ». En outre, les valeurs élevées de masses volumiques leur conferent un bon pouvoir

solvant.
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Figure 1.13. : Evolution de la masse volumigque du CO- en fonction de la pression a

différentes températures
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V.3.2. La viscosité

La viscosité des fluides supercritiques est supérieure a celle des gaz, plus faible que celle des
liquides et trés variable au voisinage du point critique (Tableau Il. 4). Une faible valeur de
viscosité permet de favoriser le transfert de matiére grace a une meilleure pénétration dans le
solide, permettant de réduire I’apport énergétique pour déplacer le fluide [75]. La Figure I. 14
montre I’évolution de la viscosité en fonction des paramétres P et T. Cette Figure montre qu’a
température constante, une augmentation de la masse volumique avec la pression entraine un
accroissement de la viscosité. Par contre, a pression constante, une augmentation de la

température fait décroitre la masse volumique du milieu, ce qui provoque une diminution de

la viscosité.
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Figure 1. 14 : Evolution de la viscosité du CO; en fonction de la pression et de la
température.

V.3. 3. La diffusivité

Le transfert de matiére dépend également d’une autre propriété a savoir, la diffusivité. Elle
augmente avec la température mais diminue pour une élévation de pression, entrainant ainsi
une augmentation de la densité qui limite le transfert de matiére. Par ailleurs, en raison de leur
faible viscosité et de leur diffusivité plus élevée que celles les liquides, les fluides
supercritiques présentent un gros intérét pour des applications telles que 1’extraction, le

traitement des solides, les syntheses organiques et la chromatographie.
V.3.4.Le pouvoir solvant
Le pouvoir solvant du CO2 supercritique dépend exponentiellement de sa masse volumique

[76]. Dans le domaine supercritique, la densité des molécules est voisine de celle du liquide,
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favorisant ainsi les interactions intermoléculaires. Cela confere a cet état un certain pouvoir
solvant vis-a-vis de solutés normalement a 1’état liquide ou solide dans ces conditions de
pression et de température. Le pouvoir solvant dépend également de la nature chimique du
soluté, caractérisée par la polarité, 1’acidité, la volatilité et d’autres propriétés physico-

chimiques.

La polarité du CO: supercritique varie entre celle d’un alcane et celle de la pyridine. Par
conséquent, le pouvoir solvant est limité aux composés apolaires ou peu polaires. Il est
toutefois possible de remédier a cet inconvénient en ajoutant un co-solvant (modificateur ou
entraineur) en faibles quantités (5 a 15%) [73, 77].

V.4. Cinétique d’extraction solide-fluide supercritique

Dans la plupart des cas, la matiére premiere se présente sous forme solide. La cinétique
d’extraction dépend des conditions opératoires (pression, température, débit du fluide), de la
nature et de la granulométrie du produit a traiter. La Figure 1. 15 présente la forme générale de
la cinétique d’extraction par fluide supercritique (rendement en extrait en fonction du temps).
La courbe présente généralement une partie linéaire en début d’extraction, correspondant a
I’extraction de la partie du soluté facilement accessible ; cette étape correspond a la phase
pendant laquelle la concentration d’extrait dans le CO> est constante et égale a sa solubilité (g
d’huile/g de CO»). La pente de cette droite correspond donc a la solubilité de 1’extrait et ne
dépend que des conditions opératoires (température et pression). La région non linéaire de la
courbe représente 1’étape ou le processus d’extraction est surtout limité par la diffusion
interne, et la derniére partie sous forme d’un plateau correspond a I’épuisement de la plante et

a la fin de 1’extraction.
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Figure I. 15 : Allure générale des courbes d’extraction par fluide supercritique
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Par consequent, la majorité des extractions sont complexes et leur efficacité varie en fonction
des parametres thermodynamiques et cinétiques. Ainsi, les substances naturelles, dans certains
cas, ne sont pas distribuées de facon homogene dans la plante. En effet, on trouve dans la
plante une fraction de solutés facilement accessibles et une fraction non accessible contenue
dans les cellules intactes (non endommageées par le pré-broyage) de la plante et dans la plupart

des cas, I’extraction est alors limitée par la diffusion [78].

V.5. Choix des conditions opératoire pour I’extraction

Le choix des conditions opératoires pour I’extraction de matrices solides dépend du composé
ou du groupe de composés soumis a I’extraction. Il est nécessaire de toujours tenir compte de
la masse molaire et de la polarité du constituant a extraire. Toutefois, il faut tenir compte des

parametres suivants :

V.5.1. Influence de la pression

Le parameétre le plus significatif pour le procédé est la pression. Elle peut étre utilisée pour
ajuster la sélectivité de D’extraction supercritique. La régle générale est la suivante : une
pression élevée conduit a une capacité solvant plus élevée mais, en méme temps, la sélectivité
diminue. Souvent, la capacité solvant aux conditions opératoires données est décrite en

fonction de la masse volumique du CO2, qui dépend de la température et de la pression.

V.5.2. Température

Si I’on extrait des composés thermolabiles, la température doit &tre maintenue dans la gamme
de 35 a 60 °C, c.a.d. supérieure a la pression critique du CO> et la plus basse possible afin
d’éviter la thermodestruction. Cependant, I’influence de la température sur la solubilité d'une
substance dans un solvant supercritique est plus difficile a prédire comparativement a la
pression. A pression élevée, le fluide est difficilement compressible et donc la solubilité
augmente avec la température suivant ainsi l'augmentation de pression de vapeur du solute.
Par contre, a des pressions intermédiaires proches de la pression critique, le fluide est bien
compressible et une faible élévation de la température engendre une forte diminution de la
masse volumique et donc la solubilité du composé diminue dans le fluide supercritique. La
pression a laquelle s’effectue ce revirement di I’influence de la température sur la solubilité

du composé a été définie comme la pression de croisement (cross-over).
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V.5.3. Ajout du co-solvant

Lors de I’extraction au CO2 supercritique, 1’augmentation de la polarité du solvant peut étre
réalisée en ajoutant 5 a 15% de co-solvant polaire [79-82]. Généralement, les co-solvants les
plus utilises sont le méthanol [82, 83], 1’éthanol [84,85], I’eau ou des huiles végétales [85].

Ces trois derniers sont non-toxiques et donc plus intéressants.

V.5.4. La granulométrie

La taille des particules joue un réle déterminant si le procéde est contr6lé par la résistance au
transfert de matiére interne. Une petite taille de particules diminue la durée de la diffusion du
solvant au sein des particules. Cependant, si les particules sont trop petites, des problemes de
passages préférentiels (canalisations) du solvant peuvent apparaitre. Dans ce cas, une partie
du solvant peut circuler par des canaux formés dans le lit d’extraction sans entrer en contact

avec les solutés.

V.5.5. Débit du CO2
Le débit de CO> est un paramétre significatif si le processus est contr6lé par la résistance au
transfert de matiére externe ou par la solubilité du soluté dans le solvant. Dans ce cas, la

vitesse d’extraction est déterminée par la quantité de CO- introduite dans 1’extracteur.

V.5.6. La matrice solide

La localisation physique de I’huile dans la matrice végétale influence la cinétique et le
rendement d’extraction. Pour améliorer 1’accessibilit¢é du COz supercritique vis-a-vis de
I’huile contenue dans la matrice, I’extraction est systématiquement précédée d’un
prétraitement mécanique des graines (broyage ou floconnage). Ces prétraitements ont pour
but d’augmenter la surface spéecifique de contact entre le CO: et I’huile, de libérer les solutés

des cellules et de faciliter le passage du CO. dans le lit de particules.

V.6. Pouvoir solvant du CO:2 supercritique vis-a-vis des huiles

La solubilité des huiles végétales dans le CO- supercritique est fonction de la densité et de la
température de ce solvant [89]. Une représentation assez synthétique de I’interaction entre la
pression et la température sur la solubilit¢ de substances faiblement volatiles (de type

triglycéride) est indiquée sur la figure 1. 16 [86].
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Figure I. 16 : Variation de solubilité d’une substance faiblement volatile (solide ou liquide)

dans le CO2 supercritique.

La figure 1l. 6 indigue que la solubilité du soluté dépend de la pression et de la température du
fluide supercritique, ces deux parametres interagissant de maniere non-linéaire sur la
solubilité de I’extrait. De plus, la solubilité est directement fonction de la densité du fluide
supercritique, et celle-ci est ajustable en modifiant les conditions de pression et température
appliquées. Aux pressions de travail supérieures a la pression critique, une augmentation de la
pression a tempeérature constante a pour effet d’augmenter la densité et donc la solubilité du

soluté dans le fluide supercritique [87].

L’effet de la température sur la solubilité des huiles dans le CO2 supercritique est sous
I’influence compétitive de deux phénomenes : lorsque la température augmente, d’une part la
tension de vapeur des huiles augmente et d’autre part la densité du fluide supercritique
diminue. A la pression critique, la solubilité des huiles diminue lorsque la température
augmente, en raison de I’effet prédominant de la densité sur la tension de vapeur du soluté.
Au-dela de la pression critique, I’effet de la tension de vapeur est dominant, ce qui a pour

effet d’augmenter la solubilité du soluté.

La solubilité passe par un minimum, puis augmente avec la température. Ce changement de
solubilité dans le fluide supercritique en fonction de la température est désigné par le terme
« pression de croisement ». La solubilité du composé est donc favorisée ou défavorisée par
une augmentation de température, selon que la pression est inférieure ou supérieure a la
pression de croisement. La selection des parameétres opératoires (pression et température)

dépend de la composition chimique de I’huile a extraire.
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Une étude sur I’extraction du romarin pour des pressions allant de 80 & 150 bars et des
températures de 35 a 50°C a été menée par Reverchon et Senator [88]. Leurs résultats
montrent que les conditions optimales d’extraction de 1’huile essentielle sans co-extraction
des composés indésirables sont de 100 bars et 40°C. Reverchon et al [89] ont étudié
I’extraction des huiles volatiles de la concrete de rose. Les résultats ont montré que pour une
pression de 100 bars et une température de 40°C une grande quantité de paraffine a été co—
extraite avec I’huile essentielle. Ainsi, de basses pressions et températures ont été choisies
pour I’extraction de la concréte. Gaspar et al [90] ont pu extraire de I’huile essentielle et des
produits indésirables tels que les cires, a partir de 1’origan pour des pressions allant de 50 a
300 bars et des températures de 27 a 47°C. Aussi a des conditions modérées et des masses

volumiques entre300 et 500 kg/m3, I’extraction de I’huile essentielle est assez efficace.

L’extraction des huiles végétales de poids moléculaires plus €élevés que les huiles essentielles,
requiere des couples pression et températures plus élevés. Il a été démontré que les conditions
optimales pour ’extraction de I’huile a partir de graines de lin et de raisin sont comprises

entre 35 et 55 MPa pour la pression de 40 bars et 70°C pour la température [91].

V.7. Extraction de composés antioxydants par CO2 supercritique

V.7.1. Tocophérols

Les molécules apolaires, telles que les tocophérols, peuvent étre extraites en utilisant le CO>
supercritique. De Lucas et al [92] ont étudié et montré que I’extraction des tocophérols a
partir des feuilles d’oliviers a conduit a une extraction de tocophérols totaux de 7 mg/100g. La
quantité de feuilles ne varie pas durant le procédé pour des pressions de 35 a 45 MPa. Les
teneurs les plus élevées en tocophérols (9,5 mg/100 de feuilles) étaient obtenues a une

pression de 25 MPa.

Martinez et al [93] ont mené une étude sur I’extraction de tocophérols del’huile de noix. Une
teneur maximale en tocophérols (820 pg/g d’huile) a été observée pour une température et
une pression respectivement de 70°C et 20 MPa. Les autres conditions expérimentales testées,
50°C/20 MPa, 50°C/40 MPa et 70°C/40 MPa, n’indiquent pas de différences significatives au

niveau de la teneur en tocophérols obtenus (de 529 a 588 pg/g d’huile).
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De son c6té, Nyam et collaborateurs [94] ont étudié 1I’optimisation des conditions d’extraction
des tocophérols et phytostérols dans I’huile de pépin de melon de Kalahari par la technologie
du CO. supercritique. Dans ces travaux, la présence de ces substances dans la partie
insaponifiable de I’huile était estimé a 274mg /100g d’huile de tocophérol dans les conditions
de 29 MPa et 58°C. Par contre, les phytostérols étaient présents dans une concentration de
836,5 mg/100g d’huile obtenue a 30 MPa et 40°C. Selon ces différentes études, il semblerait
que les tocophérols aient un maximum de solubilité pour des pressions en CO2 supercritique
relativement faibles. Une augmentation de température, de 30°C a 60°C, semble favoriser la

solubilité des tocophérols.

V.7.2. Composés phénoliques

Les composes phénoliques sont polaires, leur solubilité est faible dans le CO2 supercritique.
Des co-solvants comme le méthanol, ou I’¢thanol sont fréquemment ajoutés au CO;
supercritique pour augmenter leur rendement d’extraction [87]. La solubilité de composés
phénoliques de faible poids moléculaire, tels que I’acide protocatéchuique, 1’acide gallique
méthylé et le protocatéchualdehyde, dans le CO: supercritique a été étudiée par Murga et al
[95]. Les auteurs ont conclu que la solubilité de ces composes était liée a la masse moléculaire
des composés ainsi qu’a leur polarité.

L’¢étude de I’extraction des composés phénoliques seuls est intéressante pour évaluer leur
solubilité dans le fluide supercritique. Cependant, les lois d’extraction de ces composés sont
différentes lorsqu’ils sont inclus dans une matrice complexe. Pour augmenter la teneur en
polyphénols dans I’huile de pépins de raisin, [96] ont utilisé I’é¢thanol en tant que co-solvant
(20%). Les auteurs ont identifié plusieurs flavonoides dans les extraits (acide gallique (AG),
catéchine (C), épicatéchine (EC), épigallocatechine (EGC), épigallocatechine gallate
(EGCQG)). Une partie de ces molécules est mieux extraite a 50°C qu’a 30°C (AG, EGC et
EGC, a des teneurs respectivement de 32,9, 218,8 et 47,1 mg/kg de pépins, tandis que les
autres composés sont mieux extraits a 30°C (C et EC, a des teneurs respectivement de 90,3 et

43,1 mg/kg de pépins).

L’effet de la température sur I’extraction des composés phénoliques est controversé. Certains
auteurs stipulent que ceux-ci sont dégradés a des températures supérieures a 50°C. D’autres
mettent en évidence I’influence positive de la température sur la teneur en polyphénols dans

les extraits [97]. Ces auteurs ont étudié 1’extraction de polyphénols a partir de feuilles
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d’olivier, en utilisant le méthanol comme co-solvant. Ils ont montré que pour une pression en
CO2 de 33,4 MPa, une augmentation de la température d’extraction de 80 a 100°C permet
I’augmentation de la teneur en polyphénols dans les extraits de 0,12 a 0,51 mg/g. Cet effet
peut étre expliqué par ’augmentation de solubilité des composés phénoliques due a

I’augmentation de température.

L’ajout de co-solvants permet d’améliorer la solubilité des composés phénoliques. Cependant
leur utilisation implique I’extraction de composés indésirables (phospholipides) dans le
produit final [98]. De plus, le co-solvant est présent dans 1’extrait final, et son élimination

impose de recourir a des opérations supplémentaires.

En conclusion, la synthese bibliographique sur I’extraction par CO2 supercritique a permis de
souligner que le rendement d’extraction d’huile peut étre optimisé par la sélection de
températures et pressions élevées. Cependant la co-extraction des composés antioxydants
(polyphénols, tocophérols) n’est pas possible dans les mémes conditions, & moins d’utiliser

des co-solvants.

V.8. Mesure de la solubilité dans le CO2 supercritique

La connaissance de la solubilit¢ du composé cible dans le solvant ainsi que celle des
composés non-desirés dont la co-extraction doit étre évitée est une information fondamentale
dans le domaine de I’extraction supercritique. En effet, les mesures de solubilité s’avérent étre
primordiales pour la détermination des conditions opératoires optimales dun procédé et pour
le développement de modeles thermodynamiques. Il n’existe a ce jour aucun modéle
permettant de prédire totalement le comportement d’un mélange lipidique a plusieurs

constituants.

Par ailleurs, la revue bibliographique a aussi permis de conclure qu’en dépit du grand nombre
de travaux réalisés dans ce domaine, le nombre des techniques de mesure de solubilité des
solides dans les solvants supercritiques reste réduit. Généralement, deux grandes catégories

peuvent étre distinguées: les mesures de solubilité par mode statique et par mode dynamique.
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V.8.1. Mesure de solubilité en mode statique

La mesure de solubilité par la méthode statique repose sur le fait d’avoir les deux composés
(solvant/soluté) piégés dans un volume durant tout le temps de mesure. Le principal
constituant du dispositif est une cellule transparente supportant les hautes pressions dont le
volume est variable et qui peut étre thermostatée tout en étant munie d’un systéme d’agitation.
Le point de solubilité d’une quantité donnée du solide a température et pression fixes peut étre

obtenu de deux manieres différentes:

a) méthode visuelle : ’observation du contenu de la cellule, éventuellement grossie, permet
de connaitre le nombre de phases, et éventuellement de détecter le point de solubilité par
variation de la pression tout en maintenant fixe la température.

b) méthode spectroscopique: le point de solubilité est obtenu par le biais d’un
spectrophotomeétre couplé a la cellule haute pression, ou les mesures des absorbances en UV-

visible du produit, permet, aprés stabilité du signal, de détecter le point de solubilité.

V.8.2. Mesure de solubilité en mode dynamique

La mesure de la solubilité en mode dynamique nécessite un équipement a circuit ouvert ou le
solvant peut circuler durant toute 1’expérience. Une installation d’extraction opérant en mode
dynamique permet de réaliser principalement les trois parties suivantes:

- La premiere consiste en la préparation du CO. supercritique et comporte une bouteille de
COo, un échangeur de chaleur et une pompe haute pression.

- La deuxieme partie assure le processus de transfert de mati¢re par le biais d’une colonne
d’extraction qui assure un bon contact entre le solvant et le soluté.

- La troisieme partie concerne la phase de séparation par le biais d’un certain nombre de

colonnes, servant a récupérer le produit extrait par le solvant.

V.8.3. Calcul de la solubilité

Le profil de la solubilité du soluté dans le FSC évolue avec la pression et la température. On
peut directement accéder a ces parametres en termes de fugacité, de parameétres de solubilité,
de coefficients du viriel et de masse volumique du fluide. C’est cette derniére relation qui a
été mise en évidence, et des études menées par plusieurs auteurs ont propose différentes

équations. La plus importante équation est développée par Chrastil 1982 [76], qui a été
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modifiée par Del Valle Aguilera et Adachi en introduisant d’autres paramétres donnant lieu a
deux autres équations [99, 100].

V.8.3.1.Equation de Chrastil

Ce modéle est I’un des premiers modeles de type semi-empirique basé sur la masse
volumique a avoir été proposé. Il utilise la théorie selon laquelle a 1’équilibre, un complexe de
solvatation est formé entre les molécules du solvant et celles du soluté (Chrastil (1982)). La
théorie de Chrastil a mené au développement d’un mode¢le qui relie la solubilité du soluté et la

masse volumique du solvant pur

X a
S = p“exp(b +7)

Ou S est la solubilité du soluté en kg.m™, p est la masse volumique du solvant en kg.m=, b est
une fonction du nombre d’association et du poids moléculaire du soluté et du gaz, a est une
fonction de 1’enthalpie de solvatation et de 1’enthalpie de vaporisation, et T, la température.
La constante d’association k montre la dépendance de la solubilité a la masse volumique et le

parameétre b représente la dépendance de la solubilité a la température.

L’expression finale de ’équation de Chrastil montre qu’une élévation de la pression, a
température constante, entraine un accroissement de la masse volumique du fluide, et conduit
a une augmentation de la solubilité du soluté. Par contre, I’effet de la variation de
température, sur la solubilité reste plus complexe. Il s’accompagne d’une compétition entre
deux phénomeénes. En effet, ’augmentation de la température a pression constante provoque
une baisse de la masse volumique et donc une baisse de la solubilité du soluté. Cet effet est
contrebalancé par une augmentation de la pression de vapeur du soluté qui engendre une
solubilité plus importante. Par conséquent, 1’influence relative des deux phénomeénes est
difficile a quantifier et elle dépend fortement de la volatilité et de la nature chimique du
soluté.

D’apres ’équation de Chrastil, un graphique log-log de S en fonction de p a température

constante devrait produire une droite.
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Cependant, I’équation de Chrastil comporte de nombreuses limitations. Si la solubilité du
soluté est trés importante (supérieure a 100-200 kg.m™), ou si la plage de température étudiée

est trop vaste, I’équation doit étre corrigée pour fournir des résultats corrects.

V.8.3.2. Equation de Del Valle-Aguilera

En étudiant la solubilité d’huiles végétales dans le CO2 supercritique, del Valle et Aguilera
ont constaté que lorsque les valeurs de (1) obtenues pour une série d'isothermes sont tracées
en fonction de 1/T, pour conduire & une droite. La pente de cette droite serait équivalente a (a)
dans I'équation de Chrastil ; (a), comme cela a été mentionné précédemment, estune fonction
des enthalpies de solvatation et de vaporisation du soluté. Pour mieux prendre en compte la
variation de l'enthalpie de vaporisation avec la température, les auteurs proposent la
modification suivante a I'équation de Chrastil :

S= prexp(b+=+

V.8.3.3. L’équation d’Adachi et Lu

Adachi et Lu (1983) modifient 1’équation de Chrastil pour mieux modéliser la solubilité de
triglycérides. Chrastil et del Valle et Aguilera ont considéré le nombre d’association k
constant et indépendant de la masse volumique ou de la température. Adachi et Lu assimilent

le nombre d'association a un polynéme du second ordre de la masse volumique du fluide.

L’équation ainsi obtenue est la suivante :
— e0+elp+e2p2 2
S=0p exp(b + T)

Leurs résultats montrent que l’utilisation de cette nouvelle équation permet de reduire
significativement les écarts entre les résultats expérimentaux et calculés dans le cas de la

solubilite des triglycérides.
V.9. Avantages et inconvénients de ’utilisation du CO2 supercritique

Le CO2 supercritique posséde plusieurs avantages par rapport aux autres fluides

supercritiques, dont les principaux sont les suivants [101]:
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v

Il est relativement inerte vis-a-vis des composés réactifs, ce qui est un avantage d’un
point de vue environnemental et des procédés, dans la mesure ou les réactions
secondaires avec le CO2 sont relativement rares.

I ne peut pas étre oxydé. Cette impossibilit¢ d’oxydation explique son
ininflammabilité.

Au-dessus de 31°C, les gaz dont la température critique est basse sont miscibles en
toutes proportions avec le CO,. C’est un avantage important pour la mise en ceuvre de
procédés chimiques ou intervient un contact gaz-liquide.

L’extraction aux fluides supercritiques constitue un procédé flexible dans lequel il est
possible de contrdler le pouvoir solvant et donc la sélectivité du fluide supercritique en
modifiant les conditions de température et de pression.

L’extraction supercritique est généralement plus rapide.

La température critique est relativement basse (31 °C), ce qui permet d'éviter la
thermodestruction éventuelle des composés, de minimiser les risques d’hydrolyse et
d’isomérisation des produits [102].

Cette méthode permet d’éliminer des manipulations postéricures et colteuses de
purification de I’extrait par élimination des solvants, car il suffit tout simplement de
baisser la pression pour éliminer le solvant. On évite aussi 1’utilisation d’eau ou de
solvants organiques polluants. C’est donc un procédé non-toxique.

Le CO:z est facilement disponible. 1l est produit en grande quantité comme sous-
produit de la fermentation, la combustion, la synthése d’ammoniac etc. Il est émis
dans I’atmosphére s’il n’est pas utilisé comme fluide supercritique. Ces procédés n’ont

pas d’impact négatif supplémentaire en tant que gaz a effet de serre.

Néanmoins, le CO2 supercritique possede comme inconvénients :

v

v

Une trés faible polarité On est donc souvent amené a travailler sous des pressions tres
élevées ou alors a accroitre le pouvoir solvant par 1’ajout d’un co-solvant polaire tel
que 1’éthanol.

L’aspect économique est I’inconvénient majeur de cette technologie, car ces procédés
sont considérés comme plus onéreux en investissements par rapport aux procédes

d’extraction traditionnels.
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v" Cette technologie exige une consommation d’énergie non-négligeable pour atteindre
les pressions et les températures pendant les différentes étapes d’extraction (extraction,

séparation et recyclage du solvant).

V.10. Applications industrielles

L’extraction par fluide supercritique constitue le secteur d’application qui prend de plus en
plus d’importance par rapports aux techniques conventionnelles pour 1’extraction de matrices
solides. Parmi les applications industrielles, 1’extraction de la caféine des grains de café est la
plus connue (Allemagne, Etats-Unis, Italie), extraction du houblon pour la brasserie (Europe),
ceuf liquide dégraissé (Chine), nettoyage du riz pour élimination de pesticides (Taiwan),

Elimination de I’acide trichloracétique des bouchons de liege (Espagne) [103].

Malgré 1’abondance des produits qu’il est possible d’obtenir grace a cette technique
notamment 1’extraction/isolation des huiles essentielles, I’extraction des huiles végétales,
I’extraction des alicament et médicament [104, 105], I’extraction des arémes et parfums [80,
106, 107], I’extraction de principes actifs a partir de plante medicinale, les antioxydants
naturels, seule une petite partie est aujourd’hui produite a 1’échelle industrielle et la plupart
des études portant sur I’extraction supercritique a été réalisée sur des installations a 1’échelle

laboratoire ou a 1’échelle pilote.

Dans le domaine de 1’agroalimentaire et pharmaceutique, dont le principal objectif est la
production et la purification des produits de qualité naturelle, le CO2 supercritique peut étre
considéré comme une des meilleures solutions. Cependant, son marché reste encore limité
sans doute par son prix éleve.

Enfin, le développement de la technologie du CO supercritique pour des applications a
I’échelle industrielle de I’extraction, la purification et I’isolement de produits dans différents
domaines (pharmaceutique, cosmétique, agroalimentaire, etc...) est trés €tudié, mais le colit

de son installation reste trés élevé.
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Partie 111 : Les Cucurbitacées

I. Geénéralités sur les Cucurbitacées

Les Cucurbitacées constituent une famille de dicotylédones présentes aussi bien dans les
régions tempérées qu’en régions tropicales et subtropicales. Dans les pays tropicaux, les
Cucurbitacées revétent une grande importance économique en raison de la valeur
nutritionnelle de leurs fruits et de leur culture aisée. En région tempérée, cette famille est
connue particulierement par ses fruits comestibles parmi lesquels les courges, les citrouilles,
les melons, les concombres, les pastéques... ces especes cultivées cotoient des especes
sauvages envahissantes comme la bryone a fruits toxiques dont les racines sont appelées
« navets du diable ».La famille des Cucurbitacées est constituée d’espéces qui sont différentes

d’une part, sur le plan botanique et d’autre part, sur leurs compositions chimiques.

I1. Description botanique

La botanique, a laquelle incombe la classification des espéces végétales, différencie la famille
des Cucurbitacées de la fagon suivante:

Embranchement: Ptéridophytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Série : Gamopétales tétracycliques inférovariées a étamines libre

Ordre : Cucurbitales

Famille : Cucurbitaceae

Les Cucurbitacées comprennent environ 90 a 120 genres et 700 espéces. Ce sont
généralement des plantes annuelles et prostrées, grimpantes ou rampantes a I’exception de
quelques lianes ligneuses (Ampelosicyos, Hodgsonia), d’arbustes épineux (Acantbosicyos) et

d’un arbuste a tronc épais mais mou (Dendrosicyos) [108].

I1.1. Les tiges
Leurs tiges assez gréles, souvent cannelées, peuvent dépasser 10 métres. Au niveau de chaque
nceud, se différencie un « complexe axillaire » se composant d’une ou de plusieurs feuilles,

d’une ou plusieurs inflorescences, d’une ramification ou d’une vrille [108,109].
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Figure 1. 17: Tige d’une Cucurbitacée

11.2. Les vrilles
Les vrilles, simples ou ramifiées, permettent aux tiges de s’accrocher a un support ; certaines

ont de petites ventouses adhésives, d’autres se singularisent par I’absence totale de vrilles.

Figure 1. 18 : Vrilles d’une Cucurbitacée

11.3. Les feuilles
Les feuilles sont alternes, exstipulées, pétiolées a limbe généralement palmiparti (Zebneria,
Luffa, Cogniauxia), plurifoliolées (Neoalsomitra,Telfairia). Des glandes se différencient sur

les pétroles (Lagenaria), les limbes (Cayaponia) ou les bractées (Telfairia).

Figure 1. 19 : Feuilles des Cucurbitacées
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11.4. Les fleurs

Les fleurs sont soient solitaires, soit sous forme d’inflorescence de type cimeux. Monoiques
ou diofque, les Cucurbitacées ont des fleurs généralement unisexuées, actinomorphes et
pentameres a I’exception du gynécée qui comprend trois carpelles. Le calice est gamosépale,
la corolle est souvent gamopétale ; ’androcée est polydelphe c'est-a-dire formé de deux
faisceaux, de deux étamines et d’une étamine libre. L’ovaire infére est uniloculaire a

placentation primitivement pariétale [108].

Figure 1. 20: Fleurs des Cucurbitacées
11.5. Les fruits
Cette famille végétale offre une incroyable diversité de fruits dont la taille varie de celle d’un
grain de raisin (Zebneria, Bryonia), a celle des grosses citrouilles avec une diversité de

couleur de leur peau. [108].

Figure 1. 21 : Fruits des Cucurbitacées

Cultivées pour leurs fruits ou exclues des potagers a cause de leur toxicité, les Cucurbitacées
sont toutes douees de propriétés purgatives. Les Cucurbitacées peuvent se diviser en deux
groupes ; les Cucurbitacées alimentaires et celles qui sont toxiques mais douées de propriétés

médicinales.
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I11.Les Cucurbitacées alimentaires

Les genres les plus cultivés sont les genres Cucumis, Cucurbita et Citrullus. Plusieurs
cultivars issus de manipulations génétiques destinées a améliorer et a mettre en exergue les
qualités de chaque fruit sont actuellement cultivées par ’homme. Le genre Cucumis et

Cucurbita font I’objet de notre travail.

I11.1. Le genre Cucurbita

Le genre Cucurbita comprend une douzaine d’espéces désignées couramment sous le terme
général de courge. Les especes sont toutes américaines mais originaires de lieux différents.
Elles arrivent en Méditerranée dés la fin du XV* siécle [111, 112].

Les espéces les plus cultivées de ce genre sont principalement les especes Cucurbita pepo,

Cucurbita maxima ainsi que la Cucurbita moschata.

111.1.1. Cucurbita maxima

Communément appelé potiron, elle supporte les températures fraiches, d'ou sa culture en
zone tempérée. Tige cylindrique et molle, le pédoncule est arrondi, d’aspect spongieux sans
cotes marquées. Grande feuilles a cing lobes arrondis. Le potiron se décline sous de multiples
forme et couleurs, ce qui fait aussi un élément de décoration. On peut toutefois citer quelques

grandes variétés de Cucurbita maxima telles que :

Potiron rouge vif d’Etampes : variété coureuse et hative avec des fruits orangés presque
rouges et qui se conserve bien.

Potimarron : ¢’est une variété qui possede un petit gout caractéristique de chataigne.

Potimarron Potiron rouge vif d'Etampes

Figure 1. 22 : Deux variéetés de Cucurbita maxima : Potimarron et potiron rouge vif

d’Etampes
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111.1.2.Cucurbita moschata

Communément appelée courge de musquée, elle est largement distribuée, mais on pense
quelle a été domestiquée au Mexique. Supportant les fortes chaleurs, on la cultive
abondamment sous les tropiques des deux hemisphéres. Elle se caractérise par des feuilles
lisses, lobées a angles aigus, souvent tachetées de blanc et le fruit a une pulpe orange et une
odeur de musc [110]. Cette espéce est développée en de nombreuses variétés dont fait partie

la Courges doubeurre ou butternutet qui fait 1’objet de notre travail.

Figure 1.23 : La variéte Butternut du genre Cucurbita maschata

111.1.3. Cucurbita pepo

Communément appelé Citrouille, la plus anciennement et largement cultivée, est celle qui
a donné le plus grand nombre de variétés sous tous les climats. C'est cette espéce qui a
donné les innombrables fruits ornementaux mais non comestibles et aux couleurs et formes
variant a l'infini. Quelques-unes sont particulierement remarquables. Ce sont les citrouilles
en France qui peuvent atteindre des tailles monstrueuses et qui sont utilisés a Halloween. La

courgette fait également partie de cette espéce [113]

Figure 1.24 : Deux variétés de Cucurbita pépo
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111.1.4. Cucurbita ficifolia

Une quatriéme espéce importante en Méditerranée est C. ficifolia, la courge a graines noires,
"cidra™ d'Espagne, particuliére a plusieurs titres: elle seule est vivace alors que toutes les
autres sont annuelles; son fruit est de conservation tres facile jusqu' a deux années. Sa chair
est trés filandreuse a tel point qu'on en fait des confitures et des gateaux dits de "cabellos de
angel™ "cheveux d'ange” en Andalousie et dans le Levant espagnol. En France, ou cette

courge, autrefois appelée a tort "courge de Siam™, est connue depuis 1854 [114].

111.2. Le genre Cucumis

Le genre Cucumis comprend 60 especes présentes principalement dans les régions les plus
séches de I’ Afrique. Parmi ce genre, deux especes dominent et occupent une place importante
dans I’alimentation : Cucumis sativus ; le concombre et Cucumis melo ; le melon et leurs trés

nombreuses variétés respectives.

111.2.1. Cucumis sativus

L’espéce Cucumis sativus est cultivée principalement sous la forme de deux variétés plus
connues sous les noms de cornichon et de concombre. Le concombre est un cultigéne selon
Haudricourt [115]. Il est originaire d'Inde tropicale et, selon Purseglove [116], d'une zone
sino-himalayenne, ce que reprend Mabberley [117]. Il est un des fruits qui sont arrivés en
Méditerranée depuis des temps immémoriaux.

De nombreux cultivars se sont développés donnant des fruits de tailles et de formes
différentes : en Méditerranée, on cultive un fruit plus petit et verrugueux que ceux d'Europe

tempérée qui sont plus longs et a peau lisse. Le cornichon est un des fruits que I'on conserve
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dans le vinaigre. On le cueille alors tres jeune et tres petit, et les Russes conservent a

I'eau salée des concombres plus gros et de saveur assez douce.

Figure 1. 26 : Concombre et Cornichon

111.2.2.Cucumis melo

Les innombrables variétés de melon connus aujourd’hui, ont principalement deux origines :
celles originaires de 1’ Afrique tropicale et australe qui se rapprochent plus de la pastéque et
des melons légumes (melon serpent). D’autres, celles originaires de 1’Asie, viennent plus
précisément de I’Himalaya au cap Cormoran. Les variétés frangaises actuelles proviennent du
Caucase et d’Arménie ou elles furent ramenées par des moines italiens. Tardivement arrivé
dans les cultures du bassin méditerranéen, les anciens Egyptiens et les Grecs ignorent
Cucumis melo et il n‘apparait qu'au milieu de I'empire romain.

Corroborant I'origine africaine du melon est le fait qu'il se trouve a I'état sauvage et avec de
nombreuses variétés dans les déserts de I'Afrique du Sud ou il constitue une des bases de
I'alimentation des Boshimans. Cependant, ce n'est pas d'abord le fruit qui a intéressé les
hommes; le melon, comme le navet, le cresson alénois, le lin ont d'abord été cultivés pour
leurs graines oléagineuses qui, broyées, donnent une pate alimentaire douée de propriétés
médicinales [115]. Cucumis melo, domestiquée depuis longtemps, est fortement
polymorphique et il est aujourd'hui encore trés difficile de le classer en comprenant environ

400 variétés qui sont ressemblées en groupes dont les principaux sont :

Groupe Cantalupensis: le cantaloup

Surtout présent sur les marchés européens, avec une écorce vert-jaune verrugueuse ou lisse,
rainurée a la verticale et la chair orange sucrée.

Groupe Reticulatus : melon brodé

Présent en général sur les marchés nord-américains, le melon brodé est de forme ronde, avec
une écorce liégeuse en relief, chair orangée.

Groupe Inodorus: melon jaune-canari
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De forme ovale et Iégerement plus gros que le charentais, moins parfumé mais plus juteux, le

melon jaune Canari se consomme de la méme fagon que les variétés cantaloup.

Figure 1. 27 : Cantaloup, Melon jaune-canari et Melon brodé

En Afrique du nord, on distingue le melon mangé encore vert et le melon totalement mar.
Ainsi le melon vert se nomme "jeggus” chez les Chleuh du Sous (Maroc): "c'est un melon de
forme allongée qui se mange vert avant maturité, alors qu'il est suffisamment sucré et
transportable”. 1l s'oppose a "betikh™" (Inodorus), melon allongé mire et jaune [118], variété
que l'on cultive beaucoup en Algérie et qui fait I’objet de notre travail. Ce melon est
consommeé frais, nature ou sucré, les graines sont appréciées grillées et salées dans les régions

méditerranéennes en tant qu’amuse-gueules.

IV. Les graines des Cucurbitacées

Les Cucurbitacées constituent, grace a leurs fruits, une source d’hydrates de carbone, tandis
que leurs graines fournissent une huile qui posséde des propriétés similaires a celle des huiles
commerciales. Depuis longtemps, le fruit de ces plantes est consommé cru ou cuit. Ces
derniéres années, ce sont les graines qui ont inspiré de nombreux travaux, en raison de
I’importance économique que revétent toutes les graines oléagineuses comme source de

protéines et d’huiles.

Figure 1. 28: Graines de melon et de courge
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V. Composition chimique des graines

Le nombre considérable de graines contenues dans les fruits des Cucurbitacées, identique a
celui de nombreuses plantes oléagineuses commerciales, a conduit a la détermination de la
composition lipidique et protéique de ces graines.

Selon de nombreuses études, ces graines se composent de 3 a 4 % de matiéres minérales,
entre 15% et 48% de protéines et de 30 a 50% d’huile [119- 122].

V.1. Protéines

Les graines alimentaires de la famille de Cucurbitacées sont des sources végetales riches en
protéines et peuvent ainsi constituer une solution a la malnutrition protéino-calorique. En
effet, plusieurs travaux indiquent que la teneur en protéines varie entre 29% et 48% [119-
121]. La composition en acides aminés de la fraction protéinique totale indique que les
graines sont riches en arginine, acide aspartique et acide glutamique [123, 124]. L’acide
aspartique constitue dans les plantes une réserve d’azote. Cet acide aminé conduit aux autres
amino-acides par des réactions de transamination. 1l est apparu dans les années 50, que I’acide
glutamique possede un réle fondamental dans la communication cellulaire au sein du systéme
nerveux central des vertébrés. Il est aujourd’hui reconnu comme le principal
neurotransmetteur excitateur [125]. De plus, son implication dans la communication cellulaire
au niveau périphérique, et au niveau du systéme immunitaire apparait de plus en plus évidente
[125].

V.2. Les minéraux

En général, la teneur en éléments minéraux de la plante varie d'un sol a l'autre, d'une espéce a
I’autre et méme d'une variété a l'autre, de I'apport ou non d'agents fertilisants. Des teneurs en
quelques éléments minéraux des cucurbitacées sont disponibles dans la littérature. Les
éléments qui représentent les teneurs les plus importants sont le potassium, le calcium, le
magnésium et le sodium ; le fer et le zinc sont aussi présents avec des teneurs plus faibles
[119, 124, 122, 126].
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V.3. Lipides

Des études menées sur les huiles extraites de plusieurs variétés de melon et courge ont mis en
évidence la présence de quatre acides gras majoritaires avec des pourcentages variables.
L’acide linoléique est le plus représenté avec un pourcentage qui varie de 34% jusqu’a 65%,
suivie de I’acide oléique (entre 14% et 40%). L’acide stéarique a été trouvé avec une teneur
de 4 a 10% et enfin un pourcentage de 8 a 17% pour I’acide palmitique [119, 120, 121, 122,
127].

La production qualitative et quantitative des acides gras des huiles sont similaires a celle des
huiles commercialisées (huile de soja, tournesol...). Leur richesse en acides gras insaturés
ainsi que leur forte teneur en acide linoléique leur conferent de bonnes propriétés diététiques.

De par leur composition, ces huiles sont du type oléique-linoléique [128].

V1. Propriétés médicinale des cucurbitacées

Les cucurbitacées sont reconnues comme source de métabolites secondaires, les
cucurbitacines [129]. Appartenant aux groupes des triterpénes tétracycliques, ces composés
0Xygénés sont constitués de 7 & 9 atomes d’oxygeéne pour les molécules en C30 ou C32
possédant plusieurs groupes méthyle et souvent un groupe acétyle. Leur présence chez de
nombreuses Cucurbitacées engendre une amertume qui, par ailleurs, est responsable des
propriétés purgatives de diverses drogues extraites de différents organes de Cucurbitacées

(racine de bryone, fruits de coloquinte) [110].

De nombreux travaux sur I’isolation de ces principes actifs ont ét¢ menés avec succes. C’est
ainsi qu’une douzaine de ces substances ont été isolées et ont été désignées par les lettres de

I’alphabet A, B, C, D, E, etc... (Figure I. 29)

Les Cucurbitacines sont des substances tres toxiques pour les mammiferes et sont utilisées a
titre préventif pour leur action antitumorale. Ainsi, plusieurs substances se sont montrées
actives sur des tumeurs chez 1’animal. Cependant, il n’y a pas actuellement d’applications

thérapeutiques humaines en raison de leur toxicité trop élevée.
Des cucurbitacines telles que les cucurbitacines A, B, D, E, I, F, O, P, Q et R ont montré des
effets cytotoxiques envers plusieurs lignées de cellules cancéreuses mais chacune agit avec un

mécanisme et une activité différents. Les cucurbitacines F, O, P, Q et leurs dérivés possédent
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des activités plus faibles que les autres cucurbitacines [130]. Toutefois, les dérivés des
cucurbitacines de la méme catégorie ne présentent pas les mémes activités. La cucurbitacine
D, par exemple, présente des activités anticancéreuses sur plusieurs lignées de cellules

humaines tandis que son dérive le 2-O-glucoside est inactif sur ces mémes lignées [131].

HO

HO Cucurbitacine lla

Figure 1. 29 : Structure des cucurbitacines les plus abondantes et les plus étudiées.

De nombreuses études in vitro ont montré que les cucurbitacines sont des substances anti-
inflammatoires qui inhibent la migration des cellules vers le site de I’inflammation ainsi que
la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. En effet, les extraits au dichlorométhane de la
racine de Wilbrandia ebracteata Cogn (Cucurbitaceae) sont couramment utilisés au Brésil
dans le traitement des maladies rhumatismales [132-135].

Au-dela des vertus nutritionnelles évidentes des graines de Cucurbitacées, des études
scientifiques récentes ont révelé que la farine de graines de citrouille, ainsi que son huile

pressée, peuvent avoir une grande valeur contre les problemes cardiovasculaires et les
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maladies du foie. En effet, un mélange de graines de lin et de citrouille pourrait protéger le
ceeur et le foie [136].

Des travaux expérimentaux indiquent que les pathologies cardiovasculaires associées a une
carence en cestrogeénes, telles que des troubles de la pression artérielle et des anomalies
lipidiques, peuvent étre atténuées avec la prise de I'huile de graines de citrouille [137]. Selon
une étude réalisée en 1987 et publiée dans I'American Journal of Clinical Nutrition, les
enfants avec des calculs rénaux a base d'oxalate de calcium ont répondu favorablement a la

supplémentation de leur régime alimentaire avec des graines de citrouille [138].

Les animaux nourris avec de I'huile de graines de citrouille ont permis de répondre mieux par
rapport au traitement conventionnel, inhibiteur de I'Enzyme de Conversion de I'Angiotensine
(ECA) et blogueur de canaux calciques, probablement en raison de ses propriétés
antioxydantes bénéfiques [139]. Une autre publication publiée en 2007 dans la Revue
canadienne de physiologie et pharmacologiea constaté que lorsque des graines de
courge déshuilées ont été prises en combinaison avec du glucose, on obtenait un effet clinique

similaire a celui du tryptophane de qualité pharmaceutique [140].

Enfin, une cucurbitacée, la coloquinte ou Citrullus colocynthis L. Schrader, plante herbacée
des régions saharo-arabiennes et du bassin méditerranéen, est utilisée en médecine
traditionnelle depuis les temps reculés notamment pour lutter contre le diabete. Dans des
travaux récents, Nmila et al ont montré que des fractions de la graine de coloquinte

possédaient une activité insulino-stimulante [141].

Nous avons passé en revue quelques-unes des propriétés bénéfiques expérimentalement
confirmées de graines de cucurbitacée. Comme tous les aliments, la mise & contribution de
leurs propriétés innombrables au service de la santé, une consommation raisonnable et en
quantité correcte et un bon timing, remplissent la séculaire et intemporelle recommandation

d'Hippocrate : « Que ta nourriture soit ton premier médicament ».
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I. Composition chimique et analyse de I’huile extraite par soxhlet.

I.1. Matériel végétal

Le melon que nous avons utilisé pour réaliser ce travail, est celui de la région de Boukhnaiss a
Ghazaouet. La récolte du fruit a éte faite au début du mois de juin de I’année 2013.

Le melon de cette région est caractérisé par une couleur jaune-vif et une forme ovale ; sa chair
est blanchatre avec une saveur sucree.

Par contre, la courge (Cucurbita moschata Duch. Butternut), autre objet de notre travail, vient
de la région de Wled Hamou a Ghazaouet/Wilaya de Tlemcen. La récolte du fruit a été faite
en septembre de I’année 2013. Nous nous sommes intéressés uniquement aux pépins qui
représentent une partie de leurs déchets dans la mesure ou ils sont valorisables. Ces derniers
ont été traités en suivant les étapes suivantes :

e Elimination des débris.

e Lavage a I’eau distillée.

e Séchage a I’air libre et a I’obscurité pendant une dizaine de jours.

e Broyage de la substance afin de faciliter I’extraction de I’huile.

I.2. Analyse chimique des pépins
1.2.1. Taux d’humidité

Le taux d’humidité est la teneur en eau de la matiére végétale ; elle est déterminée dans les
graines de melon broyées selon la méthode de 1’Association américaine de la chimie des
huiles [142]. Environ 2g de graines sont séchés par étuvage a 103°C pendant 3 h (jusqu’a
masse constante), puis refroidis pendant 1h au dessiccateur. La perte de masse observée a la
suite de cet étuvage correspond a la masse d’eau contenue dans le produit. Les résultats sont
exprimés en g d’eau/100g de graines, et les valeurs données sont une moyenne de trois essais
indépendants. H(%) = [(M2- M1)/M]*100

e H (%) : taux d’humidité
e M1 : Masse du creuset vide avant étuvage (g) ;
e M2 : Masse du creuset contenant la matiere fraiche apres étuvage (g) ;

e M : Masse de la prise d’essai (g).
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1.2.2. Teneur en cendres

La détermination de la teneur en cendres consiste a calciner 1’échantillon a 550 °C dans un
four a moufle jusqu’a I’obtention d’une cendre de poids constant [142]. Les cendres obtenues
sont pesées et I’on exprime alors le résultat en % du poids de cendres par rapport au poids
initial de 1’échantillon. L’opération est répétée trois fois et les résultats représentent la
moyenne de 3 trois pesées distinctes. La teneur en cendre est calculée selon la formule
suivante :

C(%) = (M1/M2)*100

e MI : Masse de la prise d’essai(g)
e M2 : Masse des cendres (Q)

1.2.3. Teneur en lipides

La teneur en lipides (R) est le rendement en huile obtenu aprés extraction. La technique
utilisée pour la détermination de la teneur en lipides est normée, c’est-a-dire I’extraction des
lipides s’effectue au soxhlet en utilisant I’hexane comme solvant. La teneur R a été calculée
par la formule suivante : R= (M/Mo) x 100

e M : représente la masse en grammes de I’huile obtenue.

e Mo: représente la masse en grammes de la matiere végétale.

Les résultats exprimés représentent la moyenne de 3 extractions distinctes.
1.2.4. Teneur en minéraux

La teneur en minéraux a été déterminée au niveau du laboratoire de contréle de qualité a
I’'usine d’électrolyse de zinc, ALZINC, située a Ghazaouet. L’appareil utilisé est un
spectrophotometre d’absorption atomique a flamme (air/acétyléne) de type AURORA Al
1200. Il comporte :

e un micro-ordinateur,
e un générateur d’atomes constitué par un dispositif de nébulisation et un brdleur,
e un systeme de sélection de la longueur d’onde,

e un récepteur.
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Préparation de I’échantillon

Les eéchantillons sont préparés selon le protocole d’Oloyede [143] a savoirlg de cendres est
porté a ébullition dans 10 ml de HCI a 20%. Apreés filtration dans une fiole de 100 ml, le filtrat
est ajusté au trait de jauge avec ’eau distillée. La solution obtenue est ensuite soumise a une

analyse des métaux en utilisant un spectrométre d’absorption atomique.

Principe

Cette méthode repose sur un dosage des éléments a 1’état atomique. L’échantillon est porté a
une temperature de plusieurs milliers de degrés, pour que les éléments presents dans
I’échantillon passent sous forme de gaz a I’état atomique. Les mesures sont faites a longueurs
d’ondes fixes, choisies en fonction des €léments recherchés. Le dispositif thermique est
constitué¢ d’un brdleur alimenté par un mélange combustible. L’échantillon, qui doit étre en
solution aqueuse, est nébulis¢ avant d’étre entrainé dans ce mélange. Les éléments présents
dans le nébulisat sont excités par la flamme et émettent une longueur d’onde caractéristique,
détectée par D’appareil d’analyse. L’intensité de 1’absorption est proportionnelle a la
concentration de 1’élément et évaluée par la relation de Beer-Lambert. Les éléments identifiés

et doses sont les suivants : K, Ca, Mg, Mn, Na, Zn, Cu, Fe, Cd, Pb, Ni.

Les résultats de cette analyse T sont exprimés en mg de 1’élément dans 100 mg de cendres, et
ces déterminations se font trois fois, répétitives et distinctes. Par la suite, ces résultats sont
transformés en teneur des métaux en mg par rapport a 100 g de pépins de melon secs selon la
formule suivante :

M = 10*T*C%

e M : teneur du métal en mg dans 100g de pépins secs,

e T :teneur du métal dans 100mg de cendres,

e C% : teneur en cendres des pépins de melon,
I.3. Extraction de I’huile par soxhlet.

L’extraction de la matiére grasse a été réalisée avec 1’hexane dans un soxhlet pendant 6h sur
une masse de 16 g de graines de melon séches broyées. A la fin de I’extraction, le solvant est
évaporé dans un évaporateur rotatif sous vide, en chauffant a une température de 40°C.L’huile
obtenue est de couleur jaune et d’odeur caractéristique ; elle est récupérée dans un flacon

ambré, bien fermé et conservé sous azote anhydre dans un congeélateur a une température de -
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20 °C. Le rendement en huile est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile obtenue
et la masse de la matiere végétale seche.

R=(M/Mo).100
e M : masse en grammes de I’huile obtenue.

e Mo: masse en grammes de la matiere végétale.
I.4. Analyse physico-chimique de I’huile

Les huiles occupent une place importante sur les marchés de la pharmacie, de I’industrie
cosmétique ainsi que dans de nombreux secteurs de 1’industrie agroalimentaire. Pour le
controle de leur qualité, on prescrit la détermination d’un certain nombre de constantes
physiques parmi lesquelles la densité relative, 1’indice de réfraction, ainsi qu’une étude
chimique destinée a déterminer des indices clés, notamment 1’indice d’acide, ceux de

peroxyde, d’iode et de saponification.
1.4.1. Propriétés chimiques
|.4.1.1. Indice d’acide

L’indice d’acide représente la masse d’hydroxyde de potassium, exprimée en milligrammes
nécessaires au dosage des acides libres contenus dans un gramme de corps gras. Les huiles
contiennent généralement une grande teneur en acides libres. Pour évaluer cette teneur, on
utilise 1’indice d’acide et, généralement, on recourt au protocole AOAC (1997) [144].
Concretement, on procede de la maniére suivante: dans un erlenmeyer, verser
successivement 10 ml d’éthanol, 10 ml d’hexane, 2 gouttes de phénolphtaléine et une masse
d’environ 0,4g d’huile. Agiter avec I’agitateur magnétique jusqu’a dissolution et ensuite,
réaliser le dosage avec la potasse jusqu’a apparition d’une coloration rose persistante. Le

calcul de I’indice d’acide est effectu¢ par la formule suivante :

A_56,11><V><N
B m

56,11 : la masse molaire de KOH (g/mol).

V : volume de KOH au point d’équivalence (ml).
e N :normalité de KOH.
e m : masse de I’huile dosée (g).

Les résultats exprimés représentent la moyenne de 3 répétitions et 1’écart-type associé.
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1.4.1.2. Indice de peroxyde

Cet indice est déterminé en se basant sur le principe qui repose sur le traitement d’un corps
gras en solution dans I’acide acétique et le chloroforme par une solution d’iodure de
potassium. Cette dissolution est suivie d’un titrage de 1’iode libéré par une solution titrée de
thiosulfate de sodium. Le protocole appliqué est celui de la norme AOAC (1997). Ainsi, on
fait circuler 1’azote anhydre pur dans un erlenmeyer pendant environ 10 minutes et on ferme
le récipient immeédiatement. Environ 2,5g du corps gras sont dissous dans 25ml d’un mélange
de chloroforme et d’acide acétique (1/1.5, v/v) a I’abri de I’oxygeéne. Ajouter 1 ml d’iodure de
potassium, agiter et abandonner au placard 5 mn. Ajouter rapidement environ 80 ml d’eau
pour arréter la réaction. Ajouter ’empois d’amidon comme indicateur. Si une couleur
violacée apparait apres agitation énergique, il y a présence de peroxyde. Titrer immédiatement
avec le thiosulfate de sodium 0,02Njusqu’a disparition de la coloration violette. Effectuer un

essai a blanc.

Le calcul de I’indice s’effectue de la maniére suivante :
IP= [(V-V*)*N]/E

e V:volume de thiosulfate versé a I’essai (ml).

e V’:volume de thiosulfate versé a blanc (ml).

e N : normalité de thiosulfate de sodium

e E : masse de la prise d’essai (Kg)

Les résultats exprimés représentent la moyenne de 3 répétitions et 1’écart-type associé.
1.4.1.3. Indice de saponification

L’indice de saponification est la masse de potasse (KOH) en mg nécessaires pour neutraliser
les acides gras libres et pour saponifier les acides gras, encore liés dans des fonctions ester,
dans un gramme de corps gras. La saponification est la réaction d’hydrolyse alcaline des corps
gras qui donne des sels alcalins sous forme de savons et des glycérols. Pour déterminer
I’indice de saponification, on fait réagir une solution d’huile avec un exces de KOH 0,5M qui
est ensuite dosé avec du HCI a 0,5M selon le protocole AOAC (1997).

Les corps gras étant insolubles dans I'eau, il faut les dissoudre dans un solvant organique
approprié. Commencer par peser une masse connue et voisine de 4 g dans un bécher. Ajouter
100 ml de solvant constitué a 50% d'ethanol et de cyclohexane. Agiter pour dissoudre le corps
gras. Introduire dans un bécher 10 ml de cette solution. Ajouter 25 ml de potasse alcoolique
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de concentration 0,5 mol/L. Mettre au bain marie bouillant pendant 45 a 60 minutes. Ajouter
2 a 3 gouttes de phénolphtaléine. Doser I'exces de potasse par l'acide chlorhydrique a une
concentration de 0,5 mol/L en agitant jusqu'a la disparition de la coloration de la

phénolphtaléine. Effectuer dans les mémes conditions un essai a blanc.

Le calcul de ’indice :

56,11 x (Vt—Ve) xC
B m

.S

e Vt: Volume versé au témoin en mi
e Ve : Volume de l'essai en ml

e ChHci : concentration de HCI en mol/I

m : masse d'huile exactement pesee en g.

Les résultats exprimés représentent la moyenne de 3 répétitions et 1’écart-type associé.
1.4.1.4. Indice d’iode

Expérimentalement, on peut déterminer l'indice d'iode par la méthode de Wijs, ce réactif

s'additionne quantitativement sur les insaturations selon la réaction suivante:

R-CH=CH-R’ + ICl—> R-CHI-CHCI-R

Le réactif de Wijs en exces et qui n'est pas fixé sur les doubles liaisons est détruit lors de
I'addition d'une solution d'iodure de potassium pour former le diiode (I2). Ce dernier est alors
titré par une solution de concentration connue de thiosulfate de sodium. Le protocole suivi est
celui de la norme (AOAC, 1997).

Introduire dans un erlenmeyer une masse d’huile d’environ 0,15 g, puis ajouter dans 1’ordre
25ml de cyclohexane, 10 ml de réactif de wiss 0,1 M (ICl dans I’acide acétique).
L’erlenmeyer est bouché, agité et placé a 1’obscurité pendant 45 minutes. Ajouter 100 ml
d’eau distillée et 15 ml d’iodure de potassium. Agiter a I’obscurité quelques minutes. Ensuite
titrer avec le thiosulfate de sodium jusqu’a ce que la coloration devienne pale. Ajouter 1 ml
d’empois d’amidon et continuer le dosage jusqu’a ce que la coloration bleue disparaisse.

Effectuer dans les mémes conditions un essai a blanc.
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Le calcul de ’indice :

_ Cx(Vt—Ve) xM x 100

I.1
2 Xm

Vt : Volume versé au témoin

Ve : Volume de l'essai

M : masse molaire de I,

e C : concentration de la solution de thiosulfate de sodium en mol/I
e m: masse d'huile exactement pesée en g.

Les résultats exprimés représentent la moyenne de 3 répétitions et 1’écart-type associe.
1.4.2. Propriétés physiques
1.4.2.1. Indice de réfraction

Le réfractometre est congu pour donner par lecture directe I’indice de réfraction et ceci apres
I’avoir étalonné par 1’cau distillée, de maniére a donner la valeur de : 1,3330 a la température
de 20°C.

Protocole

Diriger le réfractometre vers la lumiére. Ouvrir et orienter convenablement le volet
d’éclairage de 1’¢échelle des indices. Régler le tirage des oculaires pour avoir une vision nette
du réticule et de I’échelle de lecture. Relever le prisme mobile d’éclairage et nettoyer
soigneusement les deux faces. Déposer 2 a 3 gouttes de liquide a I’aide d’une pipette sur la
face horizontale du prisme de référence. Rabattre doucement le prisme mobile. En regardant
dans I’oculaire, agir sur le bouton moleté de droite de fagon a amener dans le champ de vision
la limite de séparation des deux zones (claire et obscure). Agir sur le bouton moleté de
gauche pour rendre nette cette ligne de séparation. Ajuster cette ligne a I’intersection du
réticule par action sur le bouton moleté de droite. En regardant dans I’oculaire lire la valeur de
I’indice de réfraction. Les résultats exprimés representent la moyenne de 3 répétitions et

I’écart-type associé.
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1.4.2.2. Densité relative

La mesure de la densité a été déterminée a 1’aide d’un pycnometre qui doit étre rempli par un
volume de 5,263 cm?. On le pése a vide. Remplir avec 1’huile et peser de nouveau. Calcul de
la densité :  p=m/V

Les résultats exprimés représentent la moyenne de 3 répétitions et 1’écart-type associé.

1.5. Recherche de polyphénols dans les pépins de melon
La recherche de polyphénols dans les pépins de melon a été réalisée dans 1’extrait alcoolique

par la méthode de Folin Ciocalteu

1.5.1. Extraction des polyphénols par macération
La macérationest une technique simple d’extraction, qui consiste & soumettre le matériau
vegétal a un séjour a froid dans un solvant a température ambiante et sous agitation, afin

d’extraire les constituants solubles.

Protocole
Une prise d’essai de 11g est mise & macerer dans 150 ml de solvant (méthanol, éthanol)
pendant 6 h. Le mélange obtenu est ensuite filtré et évaporé a 1’aide d’un évaporateur rotatif.

L’extrait brut est stocké dans le réfrigérateur a 4°C jusqu’au moment du test.

1.5.2. Dosage de polyphénols

Les métabolites secondaires constituent une large gamme de molécules végétales. Plusieurs
méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des phénols totaux.
L’analyse par le réactif de Folin Ciocalteu est la plus utilisée [145]. Ce réactif est constitué
d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3sPW;,040) et d’acide phosphomolybdique
(HsPMO1,040). Lors de I’oxydation, il est réduit en un mélange d’oxydes bleus (oxyde
tungsténe Wsg0O23 et de molybdene MogO23). La coloration produite est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans 1’extrait analysé.

Protocole:

0,5 ml de I’extrait (0,1mg/ml) est mélangé avec 5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué au
dixiéme avec I’eau distillée et 4 ml de carbonate de sodium (1M). Apres incubation de 15
minutes a température ambiante, 1’absorbance est lue au spectrophotometre a 765 nm. La
courbe d’étalonnage est obtenue dans les mémes conditions que précédemment, en utilisant
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une gamme de concentrations (de 50 a 250 mg/l) de solution d’acide gallique. La quantité des

phénols totaux est calculée par 1’équation suivante :
C=c.V/im

C : contenu total des polyphénols (mg équivalent acide gallique / g d’extrait).
C : concentration d’acide gallique (mg/1).
V : volume de I’extrait (1).

m : masse de I’extrait pur (g).

1.6. Analyse des acides gras

Afin de réaliser 1’analyse qualitative et quantitative des extraits lipidiques isolés, la
chromatographie en phase gazeuse apparait comme la méthode la plus appropriée. Cependant,
du fait de leur structure, 1’étude des acides gras sous forme libre par cette technique est
impossible. En effet, les acides peuvent se décarboxyler dans les conditions de la
chromatographie en phase gazeuse, ou et en méme temps, ils s’accrochent sur la phase
stationnaire si bien que des temps de sortie sont tellement longs que la colonne devient
souillée par ces substances. Par conséquent, il est indispensable de transformer les différents

composés en dérivés spécifiques, généralement des esters, afin de les rendre plus volatils.

Différentes méthodes sont utilisées pour la dérivatisation des acides gras a partir d’une
matrice lipidiqgue complexe comme les triglycérides ou les phospholipides. Les esters
méthyliques sont couramment préparés par transestérification directe des triglycérides ou des
phospholipides en présence d’un catalyseur qui est soit acide (HCI, H2SO4, BFs dans le
méthanol) soit basique (méthanolate de sodium ou de potassium). Par contre, la saponification

suivie d’une estérification des acides gras libérés est, de nos jours, une méthode peu utilisée.

Le choix de la méthode de méthylation repose en grande partie sur la présence d’acides gras
insaturés avec des doubles liaisons conjuguées dans 1’échantillon. En effet, pour les
échantillons contenant ce type d’acides gras, les méthodes qui utilisent un catalyseur basique
sont recommandées. Carreau et Dubacqg [146] utilisent le méthanolate de sodium a
température ambiante pour méthyler les lipides complexes. Néanmoins, cette technique ne
peut pas étre utilisée pour methyler les acides gras insaturés libres. La méthylation s’effectue
alors a température ambiante en presence de BFs-méthanol pendant 10 minutes. Il est

également possible d’utiliser le diazométhane [147, 148].
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Pour les échantillons ne contenant pas d’acides gras insaturés, la méthode la plus couramment
utilisée est la transestérification a chaud en présence de BFz- méthanol selon la méthode
décrite par Morrison et Smith [149]. L’utilisation d’une solution commerciale de BFaz-
méthanol est plus simple que la préparation au laboratoire de solutions de HCI ou de H2SO4
dans le méthanol. Pour notre part, nous avons utilisé deux méthodes pour la préparation des
esters méthylés de nos huiles a savoir, la saponification suivie d’une estérification des acides

gras libres et la transestérification directe en utilisant le BFz-Méthanol.
1.6.1.Réaction de saponification

Une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium 1,0 M (50 ml) est additionnée a 1’huile de
pépins de melon (3 g) contenu dans un ballon en verre. Le mélange est porté a reflux pendant
1h & 75C° avec agitation. 100 ml d’eau distillée sont ajoutés au milieu réactionnel. La solution
ainsi obtenue est extraite par addition d’éther diéthylique (4x 50 ml) dans une ampoule a
décanter. Les fractions éthérées ainsi obtenues contiennent la partie insaponifiable. La phase
aqueuse est acidifiée a pH = 1 par addition d’une solution aqueuse d’HCl1 a 6.0 M. Les acides
gras libérés sont alors extraits avec 3x 50 ml d’hexane dans une ampoule a décanter. La phase
organique est ensuite lavée avec 1’eau distillée jusqu'a pH neutre et séchée sur sulfate de
sodium anhydre. Apres filtration et évaporation du solvant sous vide a une température ne
dépassant pas 40 °C, une huile jaune est obtenue : elle contient 2,70g d’acides gras libres. Ces

derniers sont immédiatement estérifiés en utilisant une solution de BFz-Méthanol (14%°).
1.6.2. Estérification des acides gras libres

Le mélange des acides gras et 10 mL de BFz-méthanol (14%) est maintenu sous un reflux de 5
min, ensuite la réaction est arrétée en plongeant le ballon dans un bain de glace. Les esters
méthyliques ainsi obtenus sont extraits trois fois avec 50 mL d’hexane et les fractions
combinées sont sechées sur un desséchant a base de sulfateanhydre. Aprés évaporation du
solvant sous vide, les esters méthyliques sont gardes sous azote dans des flacons ambrés au
congélateur a une température de -20°C.

L’analyse qualitative des acides gras estérifiés a été faite par chromatographie en phase
gazeuse avec détection par ionisation de flamme (GC/FID), et aussi par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS). Les conditions opératoires ont
été déterminées et fixées apres une recherche expérimentale durant laquelle des paramétres
ont été progressivement adaptés pour 1’obtention d’un chromatogramme correct ainsi qu’une

bonne résolution.
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1.6.3. Analyse des acides gras méthylés (AGME) par GC/FID

L’analyse GC/FID nous a servi, comme dans le cas de la CPG, a fixer les conditions
expérimentales optimales pour effectuer une analyse tant qualitative que quantitative par
GC/MS.

Ces conditions sont les suivantes :

Pour la GC/FID

* appareil : GC-17A de marque SHIMADZU piloté par un logiciel analytique adapté

* gaz vecteur : Noanalytique 99,9994%

* colonne : colonne capillaire type TR-CN100 (Figure 11. 1)

CN

N | e
i

Figure I1. 1: Fragment de la structure de la colonne utilisée : Poly (bicyanopropyl)

siloxane

e Température maximum de la colonne : 220°C

e Température de I’injecteur : 250°C

e Température du détecteur : 280°C

e Longueur:30m

e Diametre intérieur : 0,25 mm

e Epaisseur du film : 0,20um

e Vitesse du gaz vecteur : 34cm/s

e Débit total du gaz vecteur : 25mL/min

e Débit du gaz vecteur dans la colonne : 1,5 mL/min

e Mode d’injection : Split

e Rapportsplit: 14:1

e Débit du gaz dans le split : 20mL/min

e Débit de la purge : 3mL/min

e Pression : 600 kPa

La programmation de la température est faite comme suit :
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210
Hhmin

4%c/min

40

dmin
Figure I1. 2 : Programme de la température

Le temps total de I’analyse est de 60 min

1.6.4. Analyse des AGME par GC/MS

L’analyse a été effectuée avec une GC/SM de marque Perkin Elmer type auto systeme XL
couplée au spectromeétre de masse (Turbomass actualisée a Clarus) assisté par un ordinateur.

Les conditions opératoires CPG sont les suivantes:

e Gaz vecteur : Hélium
e Type de colonne : Colonne capillaire Elit-5 avec la phase stationnaire (5% Diphényl)
Diméthylpolysiloxane (Figure I1. 3)

CH,
? |
= =0=| [=9—0—
| [
8] CH,
5% 5%
Figure 11. 3: Structure de la colonne: (5% Diphényl) Diméthylpolysiloxane

e Longueur: 30m

e Diametre intérieur : 0,25mm

e Epaisseur du film : 0,25 pm

e Température de I’injecteur : 250°C
e Split total : 5SmL/min

e Vitesse de chauffe : 4°C/min

e Débit du gaz vecteur : ImL/min

La programmation de la température est faite comme suit :
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210
I3min

4%c/min

0%

4 Imin

Figure I1. 4: La programmation de la température

Conditions opératoires SM :

e Ligne de transfert : 270°C

e Température de la source : 255°C

e Purge du solvant (Arrét d’analyse du solvant) : 4,1min
e Multiplicateur : 310 Volt

e Courant du filament : 0,08 A

e L’intervalle de balayage : [45-450] uma

Préparation des éetalons

L’identification des esters méthyliques d’acides gras est effectuée par comparaison de leurs
temps de rétention avec ceux des étalons injectés dans les mémes conditions opératoires. Si le
temps de rétention du standard correspond au temps de rétention du pic choisi du mélange, on
conclut que c’est le méme composé. 1l a aussi été pratiqué la méthode d’incrément d’intensité
de pics pour vérifier s’il s’agissait bien du méme composé dont le pic augmente lors de
I’injection d’un étalon avec le mélange. Un mélange de 37 étalons a été injecté en plus des
étalons suivants :

Ester méthylique de 1’acide linoléique

Ester méthylique de 1’acide oléique

Ester méthylique de 1’acide stéarique

Ester méthylique de 1’acide palmitique
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Extraction par CO- supercritique

Cette partie de notre travail a été réalisé au laboratoire de Genie Chimique de [’Institut
National Polytechnique de [’Université Paul Sabatier de Toulouse sous la direction du

professeur Jean Stéphane Condoret et Mme Severine Camy.
I1.1. Matiere végétale

Nous avons réalisé une extraction de 1’huile a partir de deux types de graines oléagineuses :
les pépins de melon (Cucumis melo L. Inodorus) de la région de la wilaya d’Oran et les
pépins de courge (Cucurbita moschata Duch. Butternut) de la région de Wled Hamou a
Ghazaouet/Wilaya de Tlemcen. Dans les deux cas, les graines ont été récupérées a partir du

fruit et ensuite ont été traitées de la maniére suivante :

o Elimination des débris.

e Lavage al’eau.

e Séchage a I’air libre et a 1’obscurité pendant une dizaine de jours.

e Broyage de la substance et tamisage a 1’aide d’un tamis de 1,12 mm afin de faciliter

I’extraction de ’huile.

Nous avons ensuite entamé ’extraction par deux méthodes : I’extraction par la méthode
conventionnelle au soxhlet en utilisant ’hexane comme solvant et par la méthode alternative
de COz supercritique. Dans ce dernier cas, 1’objectif était de comparer les deux méthodes en
termes de rendement, de composition en acides gras et en activité biologique de 1’huile issue
de chaque processus. Nous avons réalisé une série d’extractions de 1’huile de pépins de melon
et de courge avec la technologie de CO> supercritique en utilisant deux installations pilotes
SFE1000 et SFE200 qui différent par la capacité de 1’extracteur, le nombre de séparateurs et

la pression maximale. Le principe de base reste le méme.

I1.2. Principe de ’extraction

Le CO2 utilisé est fourni par Air Liquide (Bordeaux, France : pureté a 99,99%). Il sort de la
bouteille a 1’état gazeux, a température ambiante et a une pression de la bouteille entre 50 et
60 bars. Dans un premier temps, le CO> est maintenu a 1’état liquide a 1’aide du groupe froid,

puis est pompé a 1’aide de la pompe a la pression de 1’extraction. Dans un deuxieme temps, a
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I’aide d’un échangeur tubulaire, le CO2 est porté au-dela de sa température critique puis
introduit dans I’extracteur en passant par un débitmétre.

Une fois que la pression de travail est atteinte, et aprés le temps de contact, la vanne entre
I’extracteur et les séparateurs est ouverte alors que les autres vannes sont ajustées pour une
bonne circulation du CO; jusqu'a la sortie, tout en maintenant le débit adopté pour ce travail.
Les prelevements se font toutes les quinze minutes, grace aux vannes placées en dessous des
séparateurs dans des flacons numérotés et tarés auparavant, pour connaitre directement la
masse de I’huile. L’extraction se poursuit de maniére suffisamment lente, jusqu’a ce que la

quantité extraite devienne tres faible, pratiqguement nulle.

11.3. Extraction par Pinstallation pilote SFE 1000
Le premier appareil est une installation pilote construite par la société Séparex Chimie Fine,

France. Le schéma de I’installation est présenté sur la Figure 11. 5

i
:

Figure 11.5: Installation d’extraction supercritique «SFE1000 bar»
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L’installation Autoclave haute pression A21° (Figure 1l. 1), est composée d'un extracteur de

225 mL pouvant aller jusqu’a 1000 bars et 200°C. Un seul séparateur est reli¢ a la sortie de

I'extracteur. La pression dans I'extracteur est réglée par un régulateur de pression (déverseur).

Dans ce travail, I'extracteur a été chargé avec 19g de pépins de melon et 30g de pépins de

courge en utilisant deux cellules d’extraction de capacités différentes.

11.3.1. Mise en fonctionnement

Le protocole de mise en fonctionnement est assez délicat, et pour réussir |’extraction sans

aucun danger éventuel, il faut suivre les étapes suivantes :

a.
b.

Mettre en fonctionnement I’appareil et régler la température de 1’extraction.

Préparer la cellule d’extraction, qui contient les graines a extraire tel que montré sur la
figure 11.6. Une quantité de graines broyées est directement pesée dans la cellule
d’extraction préalablement tarée en utilisant une balance analytique d’une précision
0,1mg).

La cellule est ensuite fermée par un fritté, qui est un filtre métallique fin servant a
empécher I’entrainement de la matiére solide et a maintenir I’ensemble (Figure I1. 7).
Placer la cellule dans I’extracteur. La fermeture se fait par ’intermédiaire d’une bride
métallique munie d’un joint PTFE et de vis (Figure 1l. 8).

Verifier que toutes les vannes soient en position fermée.

Amener le CO» vers I’extracteur aprés avoir ajusté la pression et le débit. Ouvrir d’abord
la vanne de la bouteille de CO., ensuite la vanne d’arrivée du gaz.

Laisser circuler le CO2 dans I’installation un temps suffisamment long pour saturer
I’extracteur (30 min).

Apres 30 min d’extraction, la vanne entre I’extracteur et le séparateur est ouverte pour
permettre le passage du CO: et I’huile dans 1’extracteur.

On ouvre le déverseur de I’extracteur et on régle la pression.

Bien surveiller le débit tout au long de 1’extraction,

Les prélevements se font toutes les quinze minutes, grace aux vannes placées en dessous
des séparateurs dans des flacons numérotés et tarés auparavant (Figure I1. 9).

L’extraction se poursuit ainsi pour une période de 155 min, jusqu’a ce que la quantité

extraite devienne trés faible, pratiguement nulle.

m. Les flacons contenant I’huile sont conservés dans le congélateur a -20°C.
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Figure 11.6 : Remplissage de la cellule d’extraction

Figure 11.7 : Fermeture avec le fritté
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Figure 11. 8: Mettre la cellule dans 1’extracteur

Figure I1. 9 : Récupération de I’huile
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Calcul du rendement :

Le rendement de I’extraction est calculé comme suit

R= (Masse de I’extrait / Masse de la matiere solide)*100

Nous avons calculé le rendement en tenant compte de la perte de masse de I’huile qui colle a
la paroi du séparateur en prenant la masse de la cellule d’extraction avant et aprés extraction.

Le bilan de matiére entre le début et la fin de I’extraction.

Masse de la matiére solide : Mms

Masse de I’huile extraite : Mextrait

Masse de la cellule remplis avant extraction : MCAv

Masse de la cellule aprés extraction : MCAp

Masse de I’huile extraite réelle : M(ext,réel) = MCAv -MCAp

La perte de masse : Mperdu = M(ext,réel) — Mextrait

Rendement global de I’extraction Rgiobai= [(MCAvV — MCAp) / Mms]*100

Le rendement de nos extraits est calculé en tenant compte de la perte de masse dans toutes les

expériences.

I1.4. Extraction par ’installation pilote SFE200

La seconde installation est également une installation pilote construite aussi par I’entreprise
Separex Chimie Fine, France (série 3417 type SFE200). L’installation comprend un extracteur
de 200 mL et trois séparateurs. Le schéma de I’installation est présenté sur la Figure I1. 10.
La pression maximale dans ce pilote est de 300 bars avec un débit maximal de CO:

supercritique de 5 kg/h.

Dans ce travail, I'extracteur a été chargé avec environ 30 g de pépins séchees et broyées
(particules de diameétre inferieur de 1,12 mm). Le principe de I’extraction est le méme que
pour la premicre installation sauf que dans ce cas, I’extracteur est connecté en série avec trois
séparateurs S1, S2 et S3. L’installation est alimentée par le CO: liquide qui se trouve dans
une bouteille sous pression B. Dans un premier temps, le CO> est maintenu a 1’état liquide a
’aide du groupe froid GF puis est pompé a I’aide de la pompe P. Dans un deuxiéme temps,
le CO. est porté au-dela de sa température critique a ’aide d’un échangeur tubulaire, puis

introduit dans 1’extracteur E en passant par le débitmétre FM.
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Figure 1. 10 : Photographie de I’installation d’extraction supercritique SFE200

Vers I'atmosphére

Recyclage

Figure I1. 11 : Schéma de ’installation d’extraction supercritique SFE200
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Les conditions opératoires (températures, pression et débit de CO.) sont maintenues
constantes. En effet, les températures sont réglées a 1’aide d’un systeme de contrdle de
température comprenant les groupes chauds GC1 et GC2 et des échangeurs de chaleur
«doubles enveloppes» autour de 1’extracteur et des trois séparateurs E, S1, S2 et S3. Deux
vannes de contrdle D1 et D2 sont utilisées pour controler les pressions dans les séparateurs S1
et S2.

Sur la Figure 11. 11, les symboles Tl et Pl représentent respectivement les indicateurs de
température et de pression. Ces indicateurs sont reliés a un enregistreur (Endress + Hauser)
permettant ’enregistrement du profil de ces grandeurs au cours du temps d’extraction. Les
TR représentent aussi des régulateurs de la température des groupes chauds et du group froid.
Le systéme peut fonctionner en circuit fermé ou ouvert. En effet, a la sortie de I'extracteur et
de chaque séparateur, se trouve une vanne d'évacuation vers lI'atmosphere (AE, Al, A2 et A3,
respectivement) permettant de diriger le solvant vers I'évent (circuit ouvert) et de recycler le
CO- (circuit fermé) en fermant ces vannes et en ouvrant la vanne de recyclage R. Dans ce cas
le CO2 passe par une ligne de recyclage.

Cette installation permet également de travailler avec un co-solvant. Il est introduit par la
pompe HPLC P-CS a partir du réservoir de co-solvant R-CS, et mélangé avec le CO; juste
avant ’entrée de I’extracteur. Nous avons utilisé cette installation seulement dans le cas ou

nous avons eu besoin d’un co-solvant.

11.4.1. Mise en fonctionnement

Le protocole de mise en fonctionnement suit pratiguement les mémes étapes que pour

I’installation précédente sauf que dans ce cas, nous avons utilisé un co-solvant (éthanol). Les

étapes se succeédent dans I’ordre suivant :

a. Mettre en fonctionnement I’appareil et régler la température de 1’extraction.

b. Préparer la cellule d’extraction, qui contient les graines a extraire tel que montré sur la
figure 11.12 : une quantité de graines broyées est pesée directement dans la cellule
d’extraction préalablement tarée en utilisant une balance analytique d’une précision de
0,1mg.

c. La cellule est ensuite fermée par un fritté et placée dans I’extracteur. La fermeture se fait

par I’intermédiaire d’une bride métallique munie d’un joint PTFE et de vis (Figure Il. 13).
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Figure 11. 12 : Remplissage de la cellule d’extraction

Figure 1. 13: Mettre la cellule dans I’extracteur

d. Remplir I’éprouvette avec de 1’éthanol et régler le débit a 2 ml/min (Figure 1. 14)
e. Vérifier que toutes les vannes sont en position fermée.
f.  Amener le CO> vers I’extracteur aprés avoir ajusté la pression et le débit. Ouvrir d’abord

la vanne de la bouteille du COg, ensuite celle d’arrivée du gaz.
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Ouvrir la vanne d’arrivée du solvant.
Laisser circuler le CO: et le co-solvant dans I’installation un temps suffisamment long
pour saturer I’extracteur (30 min).

i. Controler le niveau de remplissage de 1’éprouvette et rajouter 1’éthanol avant qu’elle ne
soit complétement vide.

J.  Aprés 30 min d’extraction, la vanne entre 1’extracteur et le séparateur est ouverte pour
permettre le passage du CO: et I’huile dans I’extracteur.

k. On ouvre les déverseurs des trois extracteurs et on régle la pression.

I.  Bien surveiller le débit tout au long de 1’extraction,

m. Faire les prélevements en ouvrant les vannes des trois extracteurs (Figure 11. 11)

n. L’extraction continue jusqu’a éclaircissement de la couleur de 1’éthanol traduisant ainsi
I’épuisement de la mati¢re végétale (155 min)

0. L’extrait est récupéré dans un ballon préalablement taré (Figure Il. 16), et le solvant est
évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif a 40°C.

p. L’huile récupérée est pesée pour calculer le rendement de I’extraction, puis transférée

dans des petits flacons pour conservation a -20°C.

Figure 1. 14 : Remplissage de I’éprouvette avec le solvant et réglage du débit
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Figure I1. 16 : Récupération de I’huile et du solvant
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Calcul du rendement :

Le rendement de I’extraction est calculé comme suit

R= (Masse de I’extrait / Masse de la matiere solide)*100

I1.5. Analyse des acides gras

11.5.1. Préparation des AGME

La préparation des esters méthylés des acides gras a été réalisée dans notre laboratoire par une
transéstérification directe selon le protocole suivant: la dérivatisation des acides gras est
réalisée selon la méthode de Lange [150] avec quelques modifications. 3 ml de NaOH 0,5 M
(dissous dans du méthanol) sont ajoutés a 0,1 g de I'huile. Le mélange est mis a incuber a 100
°C pendant 5 min dans un bain d'eau pour dissoudre les lipides. Aprés refroidissement a
température ambiante, 2ml de BFzdans le méthanol (14 % p / v) sont ajoutés et I'échantillon

est mis a incuber a 100 °C pendant 30 min dans un bain d’eau.

A la fin de ce temps, le mélange est rapidement refroidi dans un bain de glace avant I'addition
de 1 ml d'hexane pour I'extraction. L'échantillon est agité vigoureusement apres lI'addition de 1
ml de solution de NaCl a 0,6 % p / v. Pour une meilleure séparation des phases, le mélange
estplacé dans un réfrigérateur. Le surnageant est recueilli et 1,0 ml d’hexane est ajouté au
mélange. Apres forte agitation suivie d’une décantation, le surnageant obtenu est ajouté a la
fraction précédente. L'échantillon est concentré a un volume final de 1,0 ml et stockée a -20°C

jusqu'a I'analyse par une analyse par GC-MS.

11.5.2. Analyse par GC-MS
L’analyse des acides gras a été réalisée au Laboratoire des interactions Moléculaires et
Réactivité Chimique et Photochimique de la Faculté de Pharmacie de [’université Paul

Sabatier de Toulouse sous la direction du Professeur Djalloul Bouajila.

L’analyse quantitative et qualitative des acides gras méthylés de I’ensemble des extraits
obtenus (huile de pépins de melon et de pépins de courge) a été effectuée par chromatographie
phase gazeuse Varian Star 3400 Cx (Les Ulis, France) équipée d’une colonne capillaire de
silice DB-5ms (5% phénylmethylpolysyloxane, 30 mm ; 0.25 mm; 0.25 pm épaisseur de
phase). La température de démarrage du four est de 60°C, elle s’éléve ensuite a raison de
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5°C/min jusqu’a 260°C. Puis atteint 340°C a raison de 40°C/min avec un temps total

d’analyse de 57 minutes.

Pour I’analyse, 1 pl de I’échantillon est injecté dans le rapport du mode split 1:10. De
I’hélium (pureté 99,999%) est utilisé comme gaz vecteur a 1 mL/min. L’injecteur fonctionne a
200°C et le spectrometre de masse (Varian Saturn CG-SM-SM-4D) est ajusté pour un courant
d’émission de 10 mA et la tension de multiplicateur d’électrons entre 1400 et 1500 V. Le
piege température était de 220°C et celle de la ligne de transfert était de 250°C; la

numérisation de masse était de 40 a 650 uma.

Les composes ont été identifiés par comparaison de leur RI (indice de rétention) par rapport
aux étalons obtenus aprés leurs injection dans les mémes conditions. Les étalons injectés
sont les esters suivants : palmitate de méthyle, stéarate de méthyle, linoléate de méthyle et un
mélange de 37 acides gras méthylés Supelco 37-FAME Mix 47885-U). La composition de
chaque extrait en pourcentage est calculée par la méthode de normalisation des aires des pics
CG. Les résultats sont calculés en faisant la moyenne des valeurs de deux injections de
I’huile.
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Partie | : Analyse chimique des pépins et identification des acides gras

Cette partie est consacrée a la présentation des différents résultats expérimentaux concernant
la composition chimique et minérale des pépins de melon de la région de Boukhnaiss et des
pépins de courge récoltés dans région d’Ouled Hamou. Les deux régions sont situées dans la
wilaya de Tlemcen dans I’extréme nord-ouestde I’ Algérie. Nous présenterons €galement les
résultats des analyses de la GC et la GC-MS en rapport avec la composition en acides gras de
I’huile obtenue par une extraction conventionnelle au soxhlet avec I’hexane comme solvant.

Une partie de ces résultats a fait I’objet d’une publication dans le journal Med. J. Chem.

Analyse de la composition chimique des pepins de melon et de courge
I.1. Pépins de melon
L’analyse chimique de la poudre séche de pépins de melon montre la présence d’un taux
d’humidité de 6,03%, tandis que les cendres représentent 4,06%, et les lipides comptent pour
30,7%. Des études sur d’autres especes de Cucumis melo sont citées dans la littérature et ont
montré une similitude avec celle que nous avons traitée, Cucumis melo L .Inodorus. Le

tableau ci-dessous regroupe ces resultats.

Tableau I11. 1: Comparaison de la composition chimique des pépins de melon (Cucumis

meloL. Inodorus) avec ceux de la littérature

o _ Cucumis melo )
Composition Notre Cucumis melo var. ] Cucumis melo var.
) _ hybrid AF-522 _
(%) travail* inodorus[151] saccharinus[152]
[123]
Humidité 6,0 4,9 7,7 6,0
Cendre 4,0 2,4 4,2 3,9
lipide 30,7 25,0 30,8 32,3

*Les mesures ont été faites trois fois et la moyenne citée est la moyenne de ces mesures.

Les pépins de melon contiennent 30,7 % d'une huile jaune-clair. Des valeurs similaires
concernant 1’huile ont été rapportées par De Melo 30,8 % [123] et De Mello 32,3% [152] dans
les graines de Cucumis melo hybride et Cucumis melo var. Saccharinus respectivement. Une

teneur plus faible, donnée par Yanty et al [151], est de 25% dans les pépins de melon
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(Cucumis melo var. Inodorus), par contre la teneur la plus elevée (40 %) a été signalée par
Sorho et al [153] dans les graines de melon (amaris Cucumis).

Les teneurs en humidité et en cendres représentent 6,0% et 4,01 % respectivement ;ces
valeurs restent similaires a celles rapportées par De Melo et al [123] et De Mello et al [152] a
savoir 7,7% ; 4,2%; et 6,0% ; 3.9% respectivement. Des teneurs plus faibles ont été

mentionnées par Yanty et al [151].

1.2. Pépins de courge

L’analyse chimique de la poudre seche des pépins de courge (Cucurbita moschta
Duch.Butternut) montre la présence d’un taux d’humidit¢é de 7,23% et les cendres
représentent 4,2%. Des études sur d’autres espéces de pépins de courge sont citées dans la
littérature et ont montre également une similitude avec celle que nous avons traitée. Le
tableau ci-dessous regroupe ces résultats. Ainsi, les lipides comptent pour 37,8%. Cette valeur
reste inférieure & celle mentionnée par Olaofe et al [124], ainsi que par Salgin et Korkmaz
[154] avec des taux de 51,4% et 47,2% respectivement. Ces résultats montrent que 1’huile de

pépins de courge est plus riche en huile que celle du melon.

Tableau I11. 2 : Comparaison de la composition chimique des pépins de courge (Cucurbita

moschta Duch. Butternut) avec les résultats de la littérature.

Cucurbita moschta .
Telfairia accidentalis Cucurbita pepo

Butternut (Notre (124] [154]
étude)
Humidite (%) 7,23 6,96 6,93
Lipides (%) 37,8 51,4 41,2
Cendres (%) 4,2 4,95 )

Teneur en minéraux

I1.1. Pépins de melon
Le tableau I11.3 montre la teneur en minéraux dans les pépins de melon (Cucumis melo
L.Inodorus). La plus élevée des valeurs est celle du potassium avec 509,80 mg/100 g de

matiére séche, suivie par le magnésium, le calcium et le sodium avec des teneurs modérées
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(respectivement 101,71 ; 55,39 ; et 41,17 mg/100g). Ceci est en accord avec les résultats
rapportés par Olaofe et al [124] et Milovanovic et al [122] sur deux autres variétés de melon.
Le manganese, le cuivre, le fer et le zinc comptent respectivement des teneurs de 1,59; 0,83;
4,90 et 4,65 mg/100g. Ces taux sont comparables a ceux trouvés par Olaofe et al [124] et
Milovanovic et al [122].

Tableau 111.3: Comparaison de la composition en minéraux dans les pépins de melon
(Cucumis melo L. Inodorus) avec celle de la littérature

Minéraux Teneurmg/100g
Notre travail Pépins de melon Pépins de melon

[124] [122]
Cadmium 0,004 - -
Fer 4,901 5,8 4,2
Cuivre 0,833 2,8 1,78
Plomb 0,107 - -
Manganese 1,593 3,3 -
Nickel 0,090 - -
Magnésium 101,715 657,7 210
Calcium 55,392 130,7 103,5
Potassium 509,804 1140,0 770
sodium 41,176 118,0 -
Zinc 4,656 9,6 3,9

D’apres les résultats du tableau I11.3, les minéraux trouvés dans les pépins de melon sont
pratiquement tous des ¢éléments essentiels pour 1’organisme, a 1’exception du cadmium. Le
potassium représente la valeur la plus élevée, ce qui correspond a une teneur considérée
comme appropriée pour une nutrition correcte. En effet, cet élément participe au maintien de
I’équilibre acido-basique du corps et a la transmission de I’influx nerveux, comme il est
essentiel aux contractions musculaires, y compris celles du muscle cardiaque. De plus, il

participe au bon fonctionnement des reins et des glandes surrénales.
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Vient ensuite le magnésium en une teneur trés intéressante : cet élément intervient de maniére
déterminante dans prés de 700-800 mécanismes biochimiques fondamentaux de I’organisme.
Ainsi, on le trouve dans la régulation de la tension artérielle en jouant le régulateur de
I’ouverture du canal ionique du calcium. A ce niveau, il contréle I’activité¢ cellulaire en
contrélant la concentration intra cellulaire des ions calcium. Par ailleurs, il intervient dans la
production de 1’énergie par sa participation a la formation de ’ATP et du coenzyme Q10. A
ce titre, cet élément se retrouve en forte concentration dans des organes parmi les plus

consommateurs d’énergie comme le cceur, les poumons et le foie.

Depuis quelques années déja, des preuves expérimentales probantes et de plus en plus
nombreuses ont été fournies pour permettre de dire que plusieurs pathologies cardiaques et
cardiovasculaires telles que les attaques cardiaques, I’arythmie cardiaque, 1’hypertension
artérielle, I’angine de poitrine, etc..., sont dues a un déficit de magnésium [155, 156, 157].
Bien évidemment, loin d’avoir I’intention de nous étendre sur les bienfaits du magnésium,

dans la mesure ou ceci nous éloignerait de I’objet principal de notre these.

Le calcium est présent aussi en quantité considérable, ce dernier contribue a la formation des
dents et des 0s, a condition qu’il ne soit pas consommé en exces, dans la mesure ou il
contribue a I’élimination du magnésium, a la calcification du squelette et des vaisseaux

sanguins, a la rigidification du myocarde, etc....
11.2. Pépins de courge

La détermination des teneurs en métaux dans les pépins de courge (Cucurbita moschata
Duch.Butternut) a été réalisee en suivant les mémes étapes que pour les pépins de melon. Le

tableau I11.4 donne les résultats comparés a la littérature.
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Tableau I11.4: Comparaison de la composition en minéraux dans Pépins de courge

(Cucurbita moschata Duch. Butternut) avec celle de la littérature

Pépins de courge Pépins de_courge Pépins de_courge
Les minéraux Cucurbita moschata (Cucurbita sp) (Cucurbita sp)
(mg/100g de pépins) Buutternut (Notre (PKSY) PKSN
étude) [126] [126]
Calcium 7,140 42,9 26,7
Magnesium 246,12 500 400
Potassium 394,80 600 700
Sodium 5,04 ~ 20 ~20
Manganése 2,184 ~35 ~ 3,7
Fer 6.72 ~ 12,25 ~8,2
Cuivre 0,252 ~1,25 ~1,25
Zinc 6,72 ~5,2 ~75

PKSY : graines non décortiquées ; PKSN : graines décortiquées

Les macro-éléments les plus abondants dans les pépins de courge (Cucurbita moschta Duch.
Butternut) sont le potassium et le magnésium avec les teneurs respectives 394,8mg/100g et
246,12mg/100g. Cette observation est en accord avec les travaux de Jumbe et al [126]
concernant les pépins de courge Tanzanien (Cucurbita sp) analysés avec et sans enveloppe
(PKSY et PKSN). 7,14 g seulement de calcium sont retrouvés dans 100 g de pépins de
courge. Un taux trés faible par rapport a celui obtenu dans les graines de courge (PKSY et
PKSN).

Les micro-éléments tels que le sodium, le fer et le zinc sont les plus abondants avec des
teneurs comparables a ceux obtenus dans les pépins de courge (Cucurbita sp, PKSY et
PKSN). Tous les éléments sont présents dans les pépins de melon et de courge avec des
teneurs comparables a ’exception du calcium et du sodium qui représentent des teneurs plus

élevées dans les pépins de melon que dans ceux de la courge.

Extraction de I’huile et caractérisation des indices physico-chimiques
L’extraction de I’huile a été réalisée avec le n-hexane dans un soxhlet pendant 6 h sur une
masse de 15¢g de graines de melon. A la fin de I’extraction, le solvant est évaporé grace a un

évaporateur rotatif sous vide, en chauffant & 40°C.L’huile obtenue est de couleur jaune, elle
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est récupérée et conservée dans des flacons ambrés, bien fermés aprés un barbotage de
’azote, puis stockée dans un congélateur a -20 °C.L’expérience a été refaite plusieurs fois et

le rendement moyen en huile de pépins de melon est de 30,77%

Une détermination des paramétres physico-chimiques de I’huile fournit des informations
globales sur leur teneur en acides gras libres par la détermination de I’indice d’acide (I.A), sur
la masse moléculaire moyenne des acides gras obtenus, par I’indice de saponification (I.S) et
sur le nombre de doubles liaisons par la mesure de I’indice d’iode (I.I). Les résultats de ces
indices ainsi que I’indice de réfraction et la densité de 1’huile sont donnés dans le tableau

I1.5.

Tableau I11.5: Comparaison des indices physico-chimiques de I’huile de pépins de melon

(Cucumis melo L. Inodorus) avec ceux de la littérature.

) ) Huile de
Huile de Huile de o
. ) - -~ pepins de
Indices Notre étude pépins de pépins de
Melon
Melon [152] Melon [123]
[153]
Densité (25°C, g/mL) 0,897+0,001  0,949+0,002  0,900+0,001  0,90+0,002

Indice de réfraction (25°C) 1,4707+0,003 1,478+0,0015 1,482+0,0120 1,47+0,002

Indice d’acide

) 4,01+0,02 1,8+0,10 2,06+0,15  6,06+0,02
(mg KOH/g oil)
Indice de peroxyde (meq/Kg) 2,25+0,05 4,0+£0,03 4,96x0,10 34,4+0,04
Indice d’iode
(g 12/100g d’huile) 104,52+0,48 109,6+0,55 112+1,82  117,2+0,71

Indice de saponification

(mg KOH/g d’huile) 193,6+0,85 191,4+0,90  210,62+0,53 192,3+0,95

Les expériences sont faites trois fois

Nous avons comparé nos résultats avec ceux de la littérature, et avons observé une similitude
dans les différents indices. En effet, la densité de notre huile est de 0,897 g/ml, légérement
inférieure a celle donnée par De Mello [152], de Melo [123] et Sorho [153] avec 0,949g/ml,

0,99/ml et 0,9g/ml respectivement. Ceci correspond aux valeurs de Cucumis melo hybrid,
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Cucumis melo var. saccharinus et Cucumis melo amaris respectivement. Les mémes auteurs
ont montré une similitude dans I’indice de réfraction qui donne une valeur de 1,4707. La
valeur ¢élevée de I’indice de réfraction indique la présence d’acides gras a double liaisons

conjuguées [158].

L’indice de saponification (193mg KOH/g) réveéle que cette huile a une composition
prépondérante en acides gras a 18 atomes de carbone [128].Elle est en accord avec les valeurs
trouvées dans la littérature dont I’indice de saponification est compris entre 191,404mg
KOH/g et 210,62mg KOH/g d’huile.

L’indice d’iode (104,52 g 12/100g d’huile) est légérement inférieur aux valeurs indiquées par
De Mello [152], de Melo [123] et Sorho [153] qui sont comprises entre 109,606 g 1./100g et
117,02 g 12/100g d’huile. Selon la classification de Jamieson, notre huile est définie comme
étant semi siccative, car son indice d’iode est compris entre 101,5 g 1./100g et 121,1 g 1,/100g
d’huile [159].

Les indices d’acide et de peroxyde acceptables selon les critéres de qualité pour les huiles et
graisses comestibles provenant du codex standard 19-1981 sont indiqués dans le tableau ci-
dessous (Tableau I11.6).

Tableau 111.6 : Critéres de qualité des graisses et huiles alimentaires (indices d’acide et de

peroxyde) selon le codex standard, 1981.

Indices Teneurs acceptables

Indice d’acide
Huiles raffinées 0,6 mg KOH/g d’huile

Huiles obtenues par pression et huile vierge 4,0 mg KOH/g d’huile

Indice de peroxyde

Huiles vierge et huiles pressées a froid Jusqu’a 15 Meq (O2)/kg d’huile

L’indice d’acide de notre huile est de 4,01 mg KOH/g d’huile, une valeur supérieure a celle
obtenue par De Mello et De Melo (1,8 et 2,06 respectivement) et inférieure a celle trouvée
chez Sorho (6,06 mg KOH/g). Cette valeur montre que I’huile contient trés peu d’acides gras
libres et correspond bien aux critéres de qualité pour les huiles et graisses comestibles
provenant du codex standard 19-1981 (Tableau 111.6).
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L’indice de peroxyde vaut 2,25 Meq (O2)/kg, valeur inférieure aux valeurs trouvees par De
Mello et De Melo (4,00 et 4,96 Meq (O2)/kg) ; il reste acceptable selon les criteres de qualité
pour les huiles comestibles du codex standard, 1981 [160].

Analyse par chromatographie phase gazeuse de I’huile des pépins de melon

IV.1. Estérification des acides gras

Les lipides sont tout d’abord saponifiés par ’action d’une solution d’hydroxyde de potassium
dans du méthanol, puis estérifiés par une solution de BF; dans un excés de méthanol selon le
protocole cité dans la parte expérimentale. Avant de procéder a I’analyse par CPG,
I’estérification a été préalablement confirmée par une analyse IR qui a montré la disparition
de la bande d’absorption dans la région 3200-2500 cm?, caractéristique de la fonction
carboxylique et la présence de la bande d’absorption caractéristique de la fonction carbonyle
C=0 a1744,21 cm™, tout comme les bandes de vibration de C-O a 1170,19 cm™, 1195,56 cm
1 eta1242,03 cm™. Le groupe méthyle est observé a 2926,64 cm™ et a 2854,83 cm™ (Figure

11.1).

g \ [ N/
| | \|

40

|

2854.83

400C 3500 3000 1500 1000 500
Wavenumbers

Figure 111.1 : Spectre IR des esters méthylique d’acides gras de ’huile de pépins de melon

IV.2. Analyse par la GC-MS
Apres plusieurs essais durant lesquels nous avons modifié le gradient de température, dans le

but d’améliorer la séparation chromatographique des acideS gras, nous avons pu avoir le

chromatogramme suivant (Figure 111.2)
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Figure 111.2 : Chromatogramme GC-MS des acides gras estérifiés de 1’huile de pépin

melon

de

Le chromatogramme montre la présence de quatre acides gras majoritaires. Leur identification

a été effectuée par comparaison des temps de rétention des étalons de référence a ceux de

I’échantillon (figure 111.3).
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Figure 111.3 : Chromatogrammes GC/MS des étalons et de 1’échantillon
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Les pics identifiés dans 1’extrait de I’huile de pépins de melon sont les suivants :

e Palmitate de méthyle, temps de rétention (TR) =43,78 min.
e Linoléate de méthyle, temps de rétention (TR) =47,96 min.
e Oléate de méthyle, temps de rétention (TR) =48,07 min.

e Stéarate de méthyle, temps de rétention (TR) = 48,85 min.

Ce résultat a été confirmé par les spectres de masses de la base de données créée au
laboratoire. Cette derniere a été confectionnée a partir des injections en GC/MS des étalons
commerciaux (Supelco) existant au laboratoire COSNA, dont les temps de rétention sont
indiqués dans le tableau I11.7.

La quantification des acides gras a été effectuée en calculant I’aire de chaque pic, et les

résultats sont représentes dans le tableau suivant :

Tableau 111.7 : Identification des acides gras estérifiés.

Acides gras Masse Temps de retention %
moléculaire (min)
A Palmitate de méthyle C16:0 270,45 43,80 10,1
B Linoléate de méthyle C18:2 294,47 48,19 60,1
C Oléate de méthyle C18:1 296,48 48,36 25,3
D Stéarate de méthyle C18:0 298,50 48,92 4,5

Les spectres de masse de quatre esters d’acides gras majoritaires identifiés sont représentés

dans la figure 111.4.
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Figure 111.4 Spectres de masse des quatre acides gras majoritaires.
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Le pic de base dans les spectres de masse des esters méthyliques des acides gras saturés
(stéarate D et palmitate de méthyle A) est observé a m/z = 74 et correspond au fragment
CH30OC(=OH")CH. résultant du réarrangement de McLafferty, suivi d’une fragmentation
alpha [161].
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| HC—R
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.
OH
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Figure 111.5 : Réarrangement de McLafferty

Pour I’ester d’acide gras monoinsaturé (oléate de méthyle C), le pic de base est observé a m/z
=55. L’ion moléculaire est clairement visible, il correspond a m/z=297 et I’ion m/z=264,
correspond a M-32 (perte de la molécule de méthanol). Le fragment m/z=222, correspond a
M-74.Par ailleurs, les fragmentations du linoleate de méthyle (B), acide gras polyinsaturé,
sont identifiées par un pic de base a m/z = 67, correspondant au fragment [CnH2n-3]" avec n=5.
L’ion m/z= 220, correspond a M-74 (réarrangement de McLafferty) tandis que le fragment

m/z=263 correspond a M-31résultant de la perte du groupe méthoxy.

L’huile de pépins de melon que nous avons étudiée comporte un nombre important
d’insaturations. Ces dernic¢res se retrouvent principalement dans les acides linoléique et
oléique qui comptent dans le mélange pour 60,1% et 25,3% respectivement. Les acides
palmitique et stéarique représentent respectivement 10,1% et 4,5%. Nous avons comparé dans
le tableau suivant cette composition avec les huiles provenant d’autres types de melon et avec
d’autres huiles végétales telles que I'huile de palme, I’huile de tournesol, ’huile de courge et

I’huile de soja (Tableau 111.8) :
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Tableau 111.8 : Comparaison de la composition en acides gras avec d’autres huiles.

Acides gras Notre  Huile de Huile de Huile de courge Huile de Huile de Huile de
étude  melon melon (Cucurbita maxima palme tournesol soja
[152] [123] Amazonka) [127] [162] [162] [162]
Myristique - 0,073 0,04 - 1,1 - 0,1
Palmitiqgue 10,1 8,51 9,52 13,1 44,0 - 11,0
Stéarique 4,5 6,089 4,89 6,10 4,5 4,5 4,0
Oléique ( 25,3 31,5 19,42 35,9 39,2 21,1 23,4
Linoléique 60,1 51,6 64,13 42,6 10,1 66,2 53,2
Linolénique - 0,190 0,20 0,25 0,04 - 7,8
AGS 14,6 15,36 15,2 20,3 49,9 11,3 15,1
AGMI 25,3 32,10 20.1 36,8 39,2 21,1 23,4
AGPI 60,1 51,79 64.3 43,0 10,5 66,2 61,0

AGS : Acide Gras Saturé, AGMI : Acide Gras Mono-Insaturé, AGPI : Acide Gras Poly-Insaturé

Nous avons constaté que la composition de I’huile de pépins de melon (Cucumis melo L.
Inodorus) est semblable a celle de ’huile des deux autres variétés de melon. Elle varie entre
15,2% et 15,36% pour les acides gras saturés, entre 20,1% et 25,3% pour les monoinsaturés et

entre 51,79% et 64,3% pour les polyinsaturés.

Nous pouvons aussi signaler que la teneur en acides gras saturés de notre huile est légérement
supérieure a celle du tournesol (11,3%) tout en restant inférieure a celle du soja et de la
courge. Pour sa part, I’huile de palme présente une teneur en acides gras saturés de 49,9%, ce

qui est compréhensible par sa forte teneur principalement en acide palmitique, d’ou son nom.

Pour les acides monoinsatureés, la teneur de notre huile est de 25%, légerement supérieure a
celle de I'huile de soja et de tournesol mais inférieure a celle de la courge et celle de palme.
Cependant, la teneur en acides gras polyinsaturés est supérieure de celle de la courge et celle

de palme ; par contre, elle est semblable a celle de soja et de tournesol.

V. Analyse des acides gras dans les pépins de courge
Nous avons étudié¢ la composition en acide gras de I’huile des graines de courge de la méme
facon que pour les pépins de melon. Les résultats de la GC-MS ont conduit a la composition

représentée dans le tableau 111.9.
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Tableau I11.9: Identification des acides gras dans I’huile des pépins de melon (Cucumis
meloL. Inodorus) et de courge (Cucurbita moschata Butternut ).

Acides gras (%) Melon E;:sggmg meloL. Courge((éltil:errbritatl ;noschata
Palmitic C16:0 10,1 15,01
Linoleic C18:2 60,1 50,75
Oleic C18:1 25,3 31,02
Stearic C18:0 4,5 3,22
AGS 14,6 18,23
AGMI 25,3 31,02
AGPI 60,1 50,75

Nous avons remarqué que I’huile de pépins de courge contient plus d’acides gras
polyinsaturés, représentés par 1’acide linoléique 50,75%, suivis par I’acide oléique avec

31,02%. Les acides gras satures sont présents a hauteur de 18,23%.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Nawirska-Olszanska et al [127] qui ont
étudiée la composition en acides gras de 12 variétés de courge : ils ont trouvé ’acide linoléique
majoritairement avec une teneur se situant entre 42,0% et 59,2%. L’acide oléique se retrouve
avec une teneur comprise entre 22,1% et 36,2%, 1’acide palmitique entre 10,7% et 13,3% et

I’acide stéarique, le moins abondant, avec une teneur variant entre 5,28% et 6,99%.

Dans le tableau, il se trouve que ’huile de pépins de melon contient une teneur plus élevée en
acide linoleique que celle de pépins courge. Toutefois, les deux huiles restent trés riches en

acides gras polyinsaturés, comparables a d’autres huiles végétales.
VI.  Dosage de polyphénols de I’extrait alcoolique de pépins de melon
VI1.1. Extraction par macération

L’extraction a été faite a température ambiante pendant 6h avec deux solvants différents, le
méthanol et I’éthanol. Les rendements ainsi que I’aspect de I’extrait sont représentés dans le

tableau 111.10 suivant :
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Tableau 111.10 : Rendement de I’extraction par macération

Ethanol Méthanol
Rendement (g/100g de MS) 16,8 16
Aspect une pate jaune une pate jaune

Nous avons obtenu un rendement de 169/100g de matiére séche pour une extraction dans le
méthanol, un taux similaire a 1’extraction par 1’éthanol avec 16,89/100g de matiere séche.

L’extrait obtenu est une pate jaune.

V1.2. Dosage des polyphénols
Les teneurs en composés phénoliques totaux dans les extraits ont été déterminées par
spectrométrie selon la méthode de Folin-Ciocalteu. Pour estimer ces teneurs, nous avons
¢tabli une courbe d’étalonnage de I’acide gallique a différentes concentrations a 1’aide d’un
programme Excel. La teneur des polyphénols est exprimée en ug équivalents d’acide gallique

par g de ’extrait brut (ug EAG/g d’extrait).
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Figure 111.6: Courbe d'étalonnage de I’acide gallique

Les résultats du dosage de polyphénols de nos extraits sont représentés dans le tableau 111.11.
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Tableau 111.11 : Dosage des polyphénols des extraits alcooliques de pépins de melon

Ethanol Méthanol

Teneur des phénolstotaux (pg/g) 364,82 238,93

Nous remarquons que la valeur la plus élevéea été obtenue avec 1’extrait éthanolique (364,82
nug AG/g). L’extrait méthanolique donne une teneur de (238,93 ngAG/g). Ceci peut étre lié a
une solubilité des polyphénols des pépins de melon dans chacun des solvants. Il est difficile
de comparer nos résultats avec ceux de la littérature en raison d’un manque de données
bibliographiques concernant le dosage des polyphénols dans les pépins de melon (Cucumis
melo Inodorus). Cependant, nous avons constaté que nos résultats ne concordent pas avec
ceux de Ismai et al[163] ayant obtenu une teneur en polyphénols de 2850ug AG/g d’extrait de
pépins de melon Cantaloupe (Cucumis melo) et ceux de Lei Chen et al [164] qui ont obtenu
une teneur de 1712ug AG/g de 'extrait éthanolique des pépins de melon oriental (Cucumis
melo L.var MakuwaMakino).

Ces différences dans la littérature peuvent étre attribuées principalement a la variété de la
matiére végétale, en plus de plusieurs facteurs a savoir la méthode d’extraction et la méthode
de quantification. Par ailleurs, les facteurs climatiques et environnementaux (la zone
géographique et la sécheresse), la période de la récolte et le stade de développement de la

plante peuvent également influer sur I’estimation de la teneur en polyphénols.

Généralement, les lipides, les protéines, les résines et les cires constituent une partie
majoritaire dans les graines. Ainsi, plusieurs auteurs ont déja montré que les métabolites
secondaires les plus abondants dans les graines de cucurbitacées sont les tocophérols et les
stérols [165].

VII.  Conclusion partielle

Dans ce chapitre, nous avons étudié la composition chimique des pépins de melon et de
courge en termes de pourcentage d’humidité de cendres, de lipides ainsi que la teneur des
metaux. Nous avons ensuite étudié la composition de ’huile de pépins des deux cucurbitacées
en acides gras en utilisant la chromatographie phase gazeuse couplée a la masse. Les

différents résultats ont été comparés a ceux de la littérature.
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Nous avons constaté que I’huile de pépins de melon (Cucumis melo L.Inodorus) et celle de la
courge (Cucurbita moschata Butternut) constituent une source trés importante en minéraux
notamment le potassium et le magnésium, lesquels jouent des rolesmajeurs dans 1’organisme

humain.

Les teneurs en lipides des pépins de melon et courge sont respectivement 30,77% et 37,8% ;
ils constituent de ce fait une source non négligeable d’huiles végétales contenant une teneur
en acides gras polyinsaturés de 60,1% pour le melon et 50,7% pour la courge, dont
principalement 1’acide linoléique, de la famille des omégas-6. Ce dernier est un acide gras
essentiel car il participe a une multitude de processus importants, entre autres, la constitution
et l'intégrité des membranes cellulaires, le bon fonctionnement des systémes cardiovasculaire,
cerébral, hormonal et inflammatoire, etc. La consommation et 1’absorption d’oméga-6

permettent au corps de fabriquer des substances primordiales pour son bon fonctionnement.

Cependant, ces pépins qui sont souvent négligés et considérés comme des déchets
alimentaires peuvent étre valorisés en tant que compléments alimentaires, a des fins

nutritionnelles, pharmaceutiques ou encore cosmétiques.
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Partie 11 : Extraction de I’huile des deux Cucurbitacées, le melon et la courge avec le

COg supercritique

Cette partie est consacrée a la présentation de différents résultats obtenus suite a 1’extraction
de Tl'huile de pépins de melon et de pépins de courge avec la technologie du CO:
supercritique. Dans cette partie, nous avons étudié I’influence de quelques paramétres a savoir
le temps, la pression, la température, et ’ajout du co-solvant sur le rendement ainsi que sur la

composition en acides gras des huiles obtenues.

Nous avons également déterminé la solubilité de ’huile de pépins de melon et celle de pépins
de courge dans le CO> supercritique. Les résultats obtenus sont comparésavec la solubilité
théorique de I’huile déterminée selon la théorie de Chrastil, de Del Valle-Aguilera , d’Adachi
et avec la solubilité de quelques huiles végetales. Tout ceci permet une comparaison entre les

résultats des pepins de courge et ceux du melon.
I.  Lesexpérimentations sur les pépins de melon

Cette étude a été réalisee sur le melon (Cucumis melo L. Inodorus) récolté dans une autre
région de 1’Algérie, a proximité d’Oran. L’installation pilote (SFE 1000 bar) a été utilisee

pour ces extractions.
I.1. La cinétique d’extraction

Afin de déterminer le temps nécessaire pour 1’extraction de I’huile de pépins de melon par le
dioxyde de carbone supercritiqgue, une expérience permettant d’évaluer la cinétique
d’extraction a été réalisée. Lors de cette étude, 12g de pépins de melon (Cucumis melo L.
Inodorus) séchés, broyés et tamisés ont été utilisés. L’extraction a été réalisée a un débit de
CO2 de 15g/min. La taille des particules est de ’ordre de 1,12 mm. La pression et la

température sont maintenues constantes a 400 bar et 40°C respectivement.

La matiére premiere est chargée dans une cellule d’extraction qui est ensuite pesée avant
d’étre positionnée dans I’extracteur. Ce dernier est alors fermé et le CO> est admis avec un
débit constant. La pression et la température dans I’extracteur et dans le séparateur sont
maintenues également constantes. En fin d’extraction, la cellule est a nouveau pesée afin
d’estimer la perte de masse, qui représente la masse de 1’huile. Lors des expériences servant a
établir la cinétique d’extraction, ’extrait obtenu est pesé toutes les 10 minutes. A partir de ces

mesures nous avons construit la courbe cinétique d’extraction.
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Les résultats concernant la cinétique d’extraction sont présentés en tragant 1’évolution de la
fraction de masse extraite (g extrait/100g matiére solide) en fonction du temps d’extraction
estimé a 155 min (Figure 111.7).
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Figure 111.7 : Rendement d’extraction de la fraction lipidique du melon (Cucumis melo L.

Inodorus) en fonction du temps d’extraction, T = 40°C, P = 400 bars

La courbe montre que I’extraction ralentit fortement au bout d’environ 55 minutes.
Cependant, 100 minutes supplémentaires d’extraction ont été ajoutées pour s’assurer de
I’épuisement de la matiére extractible. Pour les quinze premiéres minutes qui correspondent a
la premiére partie de la courbe, I'huile est aisément disponible sur la surface du solide et par
conséquent elle est facilement extraite par le fluide supercritique avec une vitesse rapide et
constante. Pour cette étape, le processus d'extraction est dominé par la solubilité de I’huile

dans le CO2 ou la résistance externe au transfert de matiére.

Apres cette étape, le rendement en extrait d'huile augmente beaucoup plus lentement jusqu’a
une valeur pratiguement constante a la fin du processus d'extraction. La deuxieme partie de la
courbe peut étre expliquée par le fait que I'huile superficielle était épuisée et, a partir de ce
moment, elle est extraite a partir des couches plus profondes du substrat remplies par le
solvant. En ce moment, la diffusion et les résistances internes de transfert de masse dominent
le processus d'extraction. Afin de mettre plus clairement en évidence le régime d’extraction,
la vitesse de I’extraction (mg huile/min) a été tracée en fonction de la quantité de CO:

consommeée (Figure 111.8)
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Figure 111.8 :Vitesse moyenne d’extraction en fonction de la quantité du CO par g de la
matiere premiére, T=40 °C, P=400 bars

La figure 1.2 montre une courbe typique d’extraction supercritique, sur laquelle on peut
distinguer trois périodes. Pendant la période initiale, relativement courte, la vitesse
d’extraction est élevée et constante. Cela correspond a 1’extraction du soluté facilement
accessible se trouvant a la surface des particules. Pendant cette période, le processus est
essentiellement contrdlé par la solubilité des solutés dans le CO; et/ou le transfert de matiere

externe autour de la particule.

Pendant la deuxiéme période, la vitesse d’extraction commence a diminuer. Cette période
correspond a une extraction simultanée des substances se trouvant a la surface, mais aussi a
I’intérieur des particules (c.a.d. certaines zones dans la cellule sont en limitation de la
solubilité/transfert externe et d’autres en limitation diffusionnelle). La troisiéme période est
caractéristique d’une vitesse d’extraction diminuant plus faiblement par rapport a la période
précédente. Le soluté sur la surface est déja consommé et le processus continue a faible
vitesse, déterminée par le transfert a partir des cellules internes (contrblé par la résistance

interne). Notre systéeme d’extraction correspond donc a un systéme de cinétique standard.
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1.2. Influence du temps, de la température et de la pression sur le rendement de

I’extraction.

Dans le but d’étudier I'influence du temps, de la pression et de la température sur le
rendement de I’extraction, nous avons établi la cinétique d’extraction de 1’huile de pépins de
melon en variant la pression de 250 a 700 bars a température constante (40°C). Ensuite, nous
avons varié la température de 40°C et 70°C avec une pression a 550 bars et 40°C et 57°C a
700 bars. Le tableau 111.12 ci-dessous donne 1’ensemble des expériences réalisées avec leurs

rendements respectifs aprés 155 min.

Tableau 111.12 : Rendement (g huile/100 g de MS) de différentes expériences apres 155 min

T (°C) P (bar) Rendement (g huile/100g MS)
A 40 250 22,6
B 40 400 30,4
C 40 550 32,3
D 40 700 33,8
C 40 550 32,4
E 70 550 33,2
D 40 700 338
F S57 700 34,1
- Soxhlet (n-hexane) - 34,5

MS : matiére séche
1.2.1. Influence du temps sur le rendement

L’effet du temps d’extraction dynamique sur I’extraction des fractions lipidiques des pépins
de melon a été étudié en tracant la courbe cinétique d’extraction pour des pressions de 250,
400, 550 et 700 bars tout en gardant la température et le débit constants a 40°C et 15g/min

respectivement (figure 111.9).
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Figure 111.9: Cinétique d’extraction de I’huile de pépins de melon par le CO> supercritique a

différentes pressions a 40°C, Durée d’extraction = 155 min, débit = 15g/min

La figure 1.3 montre comment I’allongement du temps d’extraction accroit 1’efficacité de

I’extraction de I’huile et aprés un certain temps dynamique, le rendement continue a

augmenter légerement pour les différentes pressions.

1.2.2.Influence de la pression sur le temps et le rendement

Dans le but d’étudier I'effet de la pression sur le temps et le rendement de I’extraction de

I’huile de pépins de melon, nous avons tracé un histogramme qui donne le rendement de

I’extraction en fonction de la pression a des temps de 25, 45, 75 et 155 min. Les résultats sont

représentes dans la figure 111.10
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Figure 111.10 : Rendement de I’extrait total supercritique a différentes pressions a 40 °C.

Durée d’extraction = 35, 45, 75 et 155 min
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L’histogramme montre une augmentation du rendement avec la pression pour atteindre une
valeur maximale similaire a celle obtenue par la méthode conventionnelle (34,1%) a 700 bar
apres les 155 min. On remarque qu’a 25 min le rendement atteint 12,12% a 250 bar et aprés
155 min, on obtient 22,6% de rendement. Cependant, la valeur de 21,67% est obtenue apres
25 min a 400 bar. Or a 700 bar, la quasi-totalité de I’extrait est obtenue apres 45 min. Ceci
peut étre attribué a ’augmentation de la solubilité avec le pouvoir solvant du CO. a haute
pression en raison de 1’augmentation de sa masse volumique. Donc, ’augmentation de la

pression augmente le rendement en diminuant le temps d’extraction.

Cependant, une pression d’extraction élevée favorise 1’extraction des composés lourds tels
que lipides ou les cires. Ces conditions sont mentionnées a plusieurs reprises dans la
littérature [91, 87]. Ainsi, dans le cas de I’extraction de substances naturelles et spécialement
les fractions volatiles, une basse pression est préférable pour assurer une extraction sélective
envers les fractions volatiles [88, 90, 93].

1.2.3. Influence de la température sur le rendement

Pour étudier I'influence de la température sur le rendement de 1’extraction, nous avons tracé
deux histogrammes qui représentent les rendements en huile en fonction de la température, a
25, 45, 75, et 155 minutes pour une pression de 550 et de 700 bar. Les résultats sont

représentes dans les Figures 111.11 et 111.12.
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Figure 111.11 : Rendement de I’extrait total supercritique & 40 et 70°C. Pression 550

bar, durée d’extraction = 35, 45, 75 et 155minutes
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Figure 111.12 : Rendement de I’extrait total supercritique a 40 et 57°C ; durée de I’extraction
= 35, 45, 75 et 155 minutes

L’histogramme de la figure 1.5, montre qu’une augmentation de la température de 30°C
n’influe pas significativement sur le rendement global de I’extraction (32,3% a 40°C et 33,2%
a 70°C). Cependant, pour la pression de 550 bar, on obtient un rendement de 30,45% apres 75
min a 40°C, alors que ce méme rendement 30,73%, est obtenu apres 45 min a 70°C. Pour une
pression de 700 bar, le rendement global de 1’extraction est de 33,8% a 40°C. Une
augmentation de la température a 57°C modifie legérement le rendement pour atteindre
34,1%. Par contre, on note une légére augmentation du rendement par suite d’une
augmentation de la température, avec reduction de la durée de I’extraction. L’effet de la
température sur le rendement de 1’extraction est lié a 1’effet de la solubilité rétrograde bien
connu ou, lorsque la température augmente, 1’augmentation de la tension de vapeur n’est pas
suffisante pour compenser la perte de pouvoir solvant en raison de la diminution de la densité
du CO..

Cependant, d’autres travaux concernant l’effet de la température du processus sur le
rendement global montrent que l'augmentation de la température a basse pression diminue le
rendement global de I’extraction, alors qu’une augmentation de la température a haute
pression accélére le transfert de masse, ce qui améliore le rendement [166, 167]. Par
conséquent, il est difficile de prédire I'effet de la température. En outre, il doit étre souligné
que I’extraction a haute température peut avoir un effet néfaste sur la qualité de I’extrait en
raison d’une possible dégradation de molécules sensibles a la température. Ainsi, la possibilité
de procéder a I’extraction des composés volatils a basse température est I'un des principaux

avantages de la technologie CO,-SC.

105



Chapitre 111 : résultats et discussion

Il.  Lesexpérimentations sur les pépins de courge
Cette étude a été realisée sur les pépins de courge (Cucurbita moschata Duch. Butternut) de la
région de Ouled hamou a Ghazaouet wilaya de Tlemcen. Dans cette étude, nous avons utilisé
les deux installations SFE1000 et SFE200 pour I’extraction de 1’huile et avons étudié
I’influence de la pression et de I’ajout de co-solvant sur le rendement et la composition en

acides gras ainsi que sur la solubilité de I’huile dans le CO2-SC.
II.1. Cinétique de ’extraction

De la méme maniere que pour I’extraction de I’huile de pépins de melon, nous avons
déterminé le temps nécessaire pour 1’extraction par le dioxyde de carbone supercritique. Pour
cela, des expériences sur la cinétique d’extraction ont été réalisées. Lors de cette étude, 199 de
pépins de courge séchés, broyés et tamisés ont été utilisés. L’extraction a été réalisée a un
débit de CO2 de 15g/min. La taille des particules est de I'ordre de 1,12 mm, tandis que la

pression et la température sont maintenues constantes a 400 bar et 40°C respectivement.

L’expérience a été menée de la méme manicre que pour les pépins de melon et les résultats de
la cinétique d’extraction sont présentés en tragant I’évolution de la masse extraite en fonction
du temps d’extraction estimé a 155 min. La figure 111.13 présente le rendement global
d’extrait obtenu par CO2-SC exprimé en g d’huile/100g de matic¢re s¢che (MS) en fonction

du temps d’extraction (min).
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Figure 111.13 : Rendement de I’extraction de la fraction lipidique de la courge en fonction du
temps ; T =40°C, P =400 bar
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Comme le montre la courbe, ’extraction semble presque compléte au bout de 55 minutes, et
dans ce cas aussi, 100 minutes supplémentaires ont été ajoutées pour s’assurer de
I’épuisement de la matiere extractible. Comme la forme de la courbe le suggere (pseudo-
linéarité initiale), I’extraction est principalement limitée par la solubilité de la fraction
lipidique dans le CO2 ou par I’équilibre solide-fluide de la fraction lipidique (solubilité
apparente). Nous avons ensuite tracé la courbe de la vitesse de I’extraction en fonction de la
quantité de CO. consommeée (figure 111.14). De la méme maniére que pour les pépins de
melon, la courbe est une courbe typique d’extraction supercritique, sur laquelle on peut

distinguer trois périodes.
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Figure 111.14 : Vitesse moyenne d’extraction en fonction de la quantité du CO2 par g de la
matiére premiere, T=40 °C, P=400 bars

La période initiale, relativement courte, ou la vitesse d’extraction est €levée et constante, est
controlée par la solubilité des solutés dans le CO,. Dans la deuxieme période, la vitesse
d’extraction commence a diminuer et la troisieme période est caractéristique d’une vitesse

d’extraction diminuant plus faiblement par rapport a la période précédente.

11.2. Influence du temps sur le rendement

L’effet du temps d’extraction dynamique sur le rendement d’extraction des fractions

lipidiques des pépins de courge a été étudié en tragant la courbe cinétique d’extraction pour
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des pressions de 250, 400, 600 et 800 bars tout en gardant la température et le debit fixes a

40°C et 15g/min respectivement. La figure 111.15 montre comment un temps plus long accroit

I’efficacité de I’extraction de I’huile et, aprés un certain temps dynamique, le rendement

devient constant pour les différentes pressions.
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Figure 111.15 : Rendement d’extraction de la fraction lipidique de la courge en fonction du

temps et de la pression, T = 40°C

11.3. Influence de la pression et du co-solvant sur le rendement

Dans le but d’étudier I’influence de la pression sur le rendement de 1’extraction, nous avons

varié la pression de (250 a 800 bar) a température constante (40°C). Ensuite nous avons etudié

I’influence du co-solvant sur le rendement en utilisant 1’éthanol avec un débit de 2mL/min et

les expériences ont été menées a 100 et 250 bar. La température est maintenue constante a
40°C et le débit du CO, de 15g/min. Le tableau I11.13, ci-dessous donne I’ensemble des

expériences réalisées avec leurs rendements respectifs.
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Tableau 111.13 : Rendements des extractions de 1’huile de pépins de courge sous différentes

conditions.
P (bar) T (°C) Co-solvant Rendement (g huile/100g MS)

A 100 40 sans 55
B 250 40 sans 32,45
C 400 40 sans 36,5
D 600 40 sans 37,89
E 800 40 sans 38,01
F 100 40 Ethanol 14,6
G 250 40 Ethanol 36

Soxhlet (n-hexane) 37,8

11.3.1. Influence de la pression sur le temps et le rendement

L’influence de la pression surle temps et le rendement de I’extraction a été évaluée grace a
I’histogramme relatif au rendement de 1’extraction en fonction de la pression et du temps. Les

temps appliqués au processus sont respectivement de 25, 45, 75 et 155 min (figure 111.16).
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Figure 111.16 : Rendement de I’extrait total supercritique a différentes pressions a 40 °C ;
durée de I’extraction : 25,45, 75 et 155 min
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Les résultats montrent une augmentation du rendement avec la pression pour atteindre une
valeur similaire a 1’extrait obtenue par la méthode conventionnelle. L’ histogramme montre
qu’aprés 25 min, le rendement est de 10,89% a 250 bar. Aprés 45 min, il s’éléve a 24 %. Par
contre, a 400 bar, on obtient 26% de I’extrait apres 25 min et 34,32% a 75 min. Un rendement
de 35%, légérement plus élevé, est obtenu apres seulement 25 min a 600 bar. A 800 bar,

I’extraction est complétement terminée aprés 75 min avec un rendement de 38%.

Ceci peut étre clairement attribué a I’augmentation de la solubilité de 1’huile extraite avec
I’augmentation du pouvoir solvant du CO; a haute pression en raison de ’augmentation de sa
masse volumique. On constate qu’une pression de 600 bar est suffisante pour extraire la
totalité des huiles de pépin de courge aprés environ 100 min. Une augmentation de la pression

permet I’obtention du méme rendement en un temps plus réduit.
11.3.2. Influence du co-solvant.

Pour évaluer I’'influence du co-solvant sur le rendement de 1’extraction, nous avons mené des
extractions a 100 et 250 bars avec et sans co-solvant. Les résultats sont représentés dans les

histogrammes des figures 111.17 et 111.18 suivantes :
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Figure 111.17 : Rendement d’extraction global de 1’huile de pépins de courge par CO2 SC

avec co-solvant a 100 bars et 40°C.
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Figure 111.18 : Rendement d’extraction global de I’huile de pépins de courge par CO, SC
avec co-solvant a 250 bar et 40°C.

A 100 bars, le rendement de I’extraction est de 5.5%. Nous avons remarqué que ce rendement
augmente de 9.1% avec ajout d’éthanol (passant de 5.5% a 14.6%) et a 250 bars, une
augmentation plus faible (de 32.45% a 36%) est observée. Par conséquent et pour les deux
pressions utilisées, I’ajout d’un co-solvant améliore nettement le rendement global de I’extrait
de pépins de courge. Cependant, bien que 1’utilisation de I’éthanol comme co-solvant favorise
la solubilité d’autres composants tels que les polyphénols, elle affecte la non-toxicité de la
technologie du CO»-SC, la rendant moins propre, dans la mesure ou des traces de solvants

souillent 1’huile obtenue.

I11.  Analyse des acides gras par CPG-MS

La dérivatisation des acides gras en esters méthyliques est la technique la plus utilisée pour
I’analyse des lipides par chromatographie en phase gazeuse. Nous avons préparé les esters
méthyliques par transestérification selon la méthode de Lange et al, décrite dans la partie
expérimentale. L’analyse des acides gras a été effectuée au laboratoire des interactions
moléculaires et réactivité chimique et photochimique de I'universit¢é Paul Sabatier de
Toulouse.

I11.1. Analyse GC-MS des extraits de I’huile de pépin de melon

Les chromatogrammes GC-MS de tous les extraits obtenus sous différentes conditions
d’extraction par CO2 supercritique ont révélé la présence de quatre acides gras majoritaires
(Figure 111.19).
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Figure 111.19 : Chromatogramme GC-MS des esters méthyliquess des acides gras de I’huile

de pépins de melon

Tous les extraits présentent le méme profil chimique majoritaire, a savoir la présence des
acides linoléique, oléique, palmitique et stéarique. La quantification de chaque acide a été
effectuée et les résultats sont représentés dans le tableau 111.14. Nous n’avons pas constaté de
différences significatives de la composition en acides gras de I’huile de pépins de melon
(Cucumis melo L.Inodorus) extraite sous différentes conditions et elle contient
majoritairement 1’acide linoléique (teneur variant entre 67.06 et 68.22%), suivi de I’acide
oléique entre 21.23% et 22.49%. L’acide palmitique et I’acide stéarique sont présents avec
des teneurs qui varient entre (5.57% et 6.23%) et (2.98% et 3.67%) respectivement.

Nous avons comparé ces résultats avec la composition en acides gras de ’huile de pépins de
melon de la méme région, obtenue par extraction au soxhlet en utilisant ’hexane. Les
résultats sont représentés dans le tableau, et nous n’avons constaté aucune différence

significative entre les deux compositions.
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Tableau 111.14 :La composition en acides gras estérifiés de I’huile de pépins de melon
extraite par COz supercritique a différentes conditions.

RI Extrait de Extraits de SC-CO; (%)

Acide gras )
(min)  Soxhlet (%) A B c D E F
Palmitate de méthyle 28,40 5,95 6,10 6,23 5,74 6,21 5,57 6,17
Linoléate de méthyle 31,81 68,22 67,56 67,06 68,07 67,98 68,11 67,87
Oléate de méthyle 31,88 21,95 21,96 22,45 22,10 21,23 21,63 22,49
Stéarate de méthyle 32,20 2,87 2,98 3,07 2,99 3,55 3,67 3,14
AGS 8.82 9,08 9,30 8,73 9,76 9,24 9,31
AGMI 21,95 21,96 22,45 22,10 21,23 2,.63 22,49
AGPI 68,22 67,56 67,06 68,07 67,98 68,11 67,87

L’extraction par CO> supercritique a été effectuée a haute pression (de 250 a 700 bars), ce qui
donne un pouvoir solvant tres important au CO supercritique pour les triglycérides. Cette
technique reste aussi efficace que I'utilisation d’un solvant organique tel que I’hexane. De
nombreuses études ont été menées durant ces vingt derniéres années sur 1’extraction et le
fractionnement de lipides assistés par fluide supercritique [168] comme 1’extraction d’huile de
colza [169], celles de tournesol, de soja [170], le beeuf haché [171], huile de pépins de raisin
[172], de I’huile de palme [173], huile de sardine [174]. Ces études ont montré I’efficacité de
cette technologie de par la grande pureté des produits finaux obtenus et dont la nature

chimique n’a pas été modifiée par le processus.
111.2.Analyse GC-MS des extraits de I’huile de pépins de courge

Les chromatogrammes GC-MS de tous les extraits obtenus sous différentes conditions
d’extraction par CO2 supercritique ont révélé la présence de quatre acides gras majoritaires

(Figure 111.20) : les acides linoléique, oléique, palmitique et stéarique pour tous les extraits.
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Figure 111.20 :Chromatogramme GC-MS des esters méthyliques des acides gras de I’huile de
pépins de courge (Cucurbita moschata Duch. Butternut)

La quantification de chaque acide a été effectuée et les résultats sont représentés dans le
tableau 111.15

Tableau 111.15 : Composition en acides gras estérifiés de I’huile de pépins de courge extraite

par CO; supercritique sous différentes conditions.

Extraits de SC-CO2 (%)

] RT
Acides gras ]
(Min)  soxhlet B c D E F G
Palmitate de 28,46 14,74 14,76 14,50 14,07 15,17 14,63 14,76
méthyle
Linoléate de 31,77 50,33 50,57 48,34 48,03 48,87 51,68 52,19
méthyle
Oléate de 31,88 30,71 30,77 31,95 32,32 31,03 29,66 29,49
méthyle
Stéarate de 32,22 4,22 3,90 521 5,58 4,94 4,03 3,98
méthyle
AGS 18,96 18,66 19,71 19,65 20,12 18,66 18,74
AGMI 30,71 30,77 31,95 32,32 31,03 29,66 29,49
AGPI 50,33 50,57 48,34 48,03 48,87 51,68 52,19

114



Chapitre 111 : résultats et discussion

Dans ce cas aussi, nous n’avons noté aucune différence significative de la composition en
acides gras de I’huile de pépins de courge, extraite sous différentes conditions. Elle contient
majoritairement 1’acide linoléique avec une teneur qui varie entre 48,03% et 52,68%, suivi de
I’acide oléique entre 29,66% et 32,32%. L’acide palmitique et 1’acide stéarique sont présents
avec des teneurs qui se situent entre (14,07% et 15,17%) et (3,90% et 5,58%) respectivement.

Nous avons comparé ces résultats avec ceux de la composition en acides gras de I’huile de
pépins de courge de la méme région extraite par soxhlet en utilisant I’hexane. Les résultats
sont représentés dans le tableau I11.12, et 1a aussi, nous n’avons constaté aucune différence

significative entre les deux compositions.

L’utilisation de 1’éthanol comme co-solvant a significativement augmenté le rendement de
I’extraction mais ceci n’a pas influé sur la composition de I’huile obtenue en acides gras. Ce
résultat est en accord avec les résultats de la littérature qui confirment D’efficacité de la
technologie de I’extraction par la technologie du CO2 supercritique des triglycérides en raison
de leurs solubilités importantes a haute pression [167, 175]. Dans le but de mieux comprendre
le processus d’extraction par le CO2 supercritique, nous avons tenté une évaluation de la

solubilité de nos extraits dans ce fluide sous différentes conditions.

IV.  Mesure de la solubilité de I’huile de pépins de melon et de pépins de courge dans
le CO, supercritique

La mesure de la solubilit¢ s’avére étre primordiale pour la détermination des conditions
opératoires optimales d’un procédé dans le but de cibler la composition de I’extrait. Dans
cette partie de notre travail, nous avons évalué expérimentalement la solubilité de nos extraits
a partir des pentes des courbes qui représentent la masse de 1’huile extraite en fonction de la
quantité de CO2 consommée dans les différentes conditions d’extractions. Afin de valider nos
résultats expérimentaux, nous les avons comparés a ceux relatifs a la solubilité des huiles
végetales, calculée dans les mémes conditions de pression et température, en utilisant trois
équations empiriques développées par Chrastil, Del valle aguilera et Adachi.Une comparaison

de nos résultats avec ceux de la littérature a également été établie.
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IV.1 Calcul expérimental de la solubilité des huiles a partir des isothermes d’extraction

Les figures 111.21, 111.22, et 111.23 présentent des isothermes d’extraction sous différentes

conditions pour I’huile de pépins de melon et la figure 111.24 pour I’huile de pépins de courge.

Sur chacune de ces figures, on remarque une période initiale pendant laquelle le rendement

d’extraction évolue linéairement en fonction de la quantité de CO». Cette phase correspond a

un processus contrélé par la solubilité. La pente de la partie linéaire de 1’isotherme peut servir

a la détermination d’une valeur approximative de la solubilité apparente de la substance

extraite dans le fluide supercritique. La masse du CO; est déterminée selon la formule

suivante :

Quantité du CO2(gCO2/g MS) = (D x t)/Mwms
D: Débit de I’expérience (15g/min)

Mwms: masse de la matiére seche

t: temps de I’extraction
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Figure 111.21 : Courbes cinétiques a pressions différentes pour les pépins de melon ;

température 40°C
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Figure 111.22 : Courbes cinétiques a températures différentes pour les pépins de melon :

pression de 550 bars.
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Figure 111.23 : Courbes cinétiques a températures différentes pour les pépins de melon :

pression de 700 bars.
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Figure 111.24 : Courbes cinétiques a pressions différentes pour I’huile de pépins de courge :

température 40°C

A partir de la phase initiale, nous avons calculé la pente de chaque partie initiale des courbes

qui correspond a la solubilité apparente de I’huile de pépins de melon et de courge dans le

CO. supercritique en fonction des pressions et de température. Les résultats sont regroupés

dans le tableau 111.16.

Tableau 111.16 : Solubilité apparente de I’huile de pepins de melon et de courge dans le CO-

supercritique

Solubilité apparente

Extraits ~ Température (°C) Pression (bar) (mg huile/COy)
20 250 3,75
40 400 8,58
40 550 11,73
Melon
40 700 15,70
57 700 16,77
20 250 5,07
40 400 12,87
Courge
40 600 21,95
40 800 27,02
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IV.2. Influence de la pression sur la solubilité de I’huile de pépins de melon et de courge

dans le CO2 supercritique.

La solubilit¢é de I’huile de pépins de melon et de courge dans le fluide supercritique est
mesurée et les résultats montrent une augmentation de la solubilité, résultant d’une

augmentation de la pression (Figure 111.25) a 40°C.
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Figure 111.25 : Influence de la pression sur la solubilité de I’huile de pépins de melon et de

courge dans le CO> supercritique a 40°C

A 250 bar, la solubilité apparente de I’huile de pépins de melon est de 3,75mg huile/g CO2, et
il en découle qu’une augmentation de la pression induit une augmentation de ce paramétre,
atteignant une valeur de 12,70 mg huile/g CO2 a 700 bar. L’huile de pépins de courge,
présente une solubilité de 5,07 mg huile/g CO2 a une pression de 250 bar. Une augmentation
de la pression induit une augmentation concomitante de la solubilité qui atteint une valeur de
27,02 mg huile/lg CO, & 800 bar. Ceci est en accord avec la littérature qui explique cette
augmentation par 1’augmentation du pouvoir solvant du CO2 supercritique suite a
I’augmentation de sa densité. En effet, la solubilité d'une substance dans le CO> supercritique
dépend de la masse volumique du fluide. Compte tenu de la compressibilité de ce fluide
supercritique, la température et la pression de travail influencent la masse volumique et par

conséquent la solubilité des composeés.

Nous avons observé que la solubilité de I’huile de pépins de courge est plus importante que
celle de I’huile de pépins de melon. Ceci est probablement di au taux plus élevé des
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substances lipidiques dans les pépins de courge que dans les pépins de melon. Ce genre de
substances lipidiques sont notamment les acides gras libres ainsi que les mono et les

diglycérides.

IV.3. Influence de la température sur la solubilité de I’huile de pépins de melon dans le

CO; supercritique.

Nous avons réalisé des extractions de I’huile de pépins de melon a 40 et 70°C pour une
pression de 550 bar et aussi a 40 et 57°C pour une pression de 700 bar. La partie linaire de la
courbe de leurs cinétiques respectives nous a permis de calculer la solubilité apparente de
I’huile de pépins de melon dans ces conditions. Les résultats sont présentés dans le tableau
IV.1 et nous avons observé qu’il y a une légere augmentation de la solubilité de 11,73 a 12,43
mg huile/g CO,, avec ’augmentation de température de 40 a 70°Cet a une pression de 550
bar. A 700 bar, ’augmentation de la température n’a pas affecté la solubilité¢ de I’huile de
pépins de melon. Cette derniere a donné une valeur de 15,70 mg huile/g CO2 a 40°C et de
16,77 mg huile/g CO, a 57°C.

L’influence de la température sur la solubilité d'une substance dans un solvant supercritique
est difficile a prédire. A pression élevée, le fluide est difficilement compressible et donc la
solubilité augmente avec la température suivant ainsi l'augmentation de pression de vapeur du
soluté. Par contre, a des pressions intermédiaires proches de la pression critique, le fluide est
bien compressible et une faible élévation de la température engendre une forte diminution de
la masse volumique, ce qui fait que la solubilité du composé diminue dans le fluide

supercritique dans le méme temps.

La pression a laquelle s’effectue ce revirement de I'influence de la température sur la
solubilité du composé a été définie comme la pression de croisement (cross-over). La
solubilité du composé est favorisée ou défavorisée par une augmentation de la température,
selon que la pression est en dessous ou au-dessus de la pression de croisement. Cependant,
pour tirer une conclusion cohérente sur I’influence de la température, et sur le rendement de
I’extraction de ’huile de pépins de melon, nous devons réaliser plus d’expériences en variant

la température a différentes pressions.

Il a été montreé, dans des travaux figurant dans le tableau 111.17, qu’a basse pression (entre 100
et 300 bars), la solubilité¢ de I’huile de pépins Sacha inchi (Plukenetiavolubilis L.) [167] dans

le CO> supercritique diminue lorsque la température augmente de 40 & 60°C en raison de
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I’effet prédominant de la diminution de masse volumique du fluide devant 1’augmentation de
la pression de vapeur du soluté. Au-dela de 300 bars, le dernier effet devient prédominant

alors que la solubilité passe par un minimum, puis augmente avec la température.

Tableau I111.17 : La solubilité de I’huile de pépin de Sacha inchi dans le CO,SC [167]

Température (°C)  Pression (bars)  Densité du CO2 (9/mL)  Solubilité (g huile/kg CO2)

40 0,629 0,5+0,16
100

60 0,290 0,27 £ 0,25

40 0,840 4,39 + 0,35
200

60 0,725 1,67 + 0,58

40 0,910 9,16 + 0,55
300

60 0,830 7,95 + 0,69

40 0,956 14,67 + 0,63
400

60 0,890 16,64 + 0,53

Tomita et al, [166] ont également constaté la méme chose dans leurs travaux qui montrent une
diminution de la solubilité de I’huile des pépins de chanvre indien (Cannabis sativa L.) avec
une augmentation de la température a 200 et 300 bars (Tableau 111.18). Cependant une
augmentation du pouvoir solvant a été observée avec I’augmentation de la température a 400

bars.

Tableau I11.18 : La solubilité de I’huile de pépins du chanvre indien dans le CO,SC [166].

Température (°C) Pression (bars) Solubilité (g/L)
40 0,0115
60 200 0,0074
80 0,0029
40 0,0230
60 300 0,0177
80 0,0143
40 0,0269
60 400 0,0309
80 0,0326
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IV. 4. Comparaison de la solubilité de I’huile de pépins de melon et de courge avec les

données bibliographiques

Les valeurs de la solubilité de nos huiles sont comparées aux données de la bibliographie de

quelques huiles végétales dans le tableau suivant (Tableau I11.19): nous avons constaté que la

solubilité expérimentale de 1’huile de pépins de courge varie de 5,07 et 27,02 mg d’huile /g de

CO., et est comparable a la solubilité expérimentale de certaines huiles végétales telles que

I’huile de graines de pavot (entre 3,90 et 24,1 mg huile/g CO.), I’huile de pépins de tournesol
(entre 1,70 et 30,6 mg huile/g CO2) et I’huile de sach inchi (entre 4,39 et 14,67 mg huile/g
CO»).La solubilité de I’huile de pépins de melon donne des valeurs qui restent inférieures a

celles de I’huile de pépins de courge et celles des huiles végétales trouvées dans la littérature.

Ceci est probablement di a la composition de cette huile qui est sans doute moins riche en

composes lipidiques solubles dans le CO> supercritique que les autres huiles. Ou bien au fait

que I’huile est plus liée a la matrice (solubilité apparente < solubilité thermodynamique)

Tableau I111.19 : Comparaison de la solubilité de nos huiles avec la solubilité de quelques

huiles végétales

Références Huile végétale T (°C) P (bar) Solubilité (mg
huile/g CO,)
[176] tournesol 25 160-660 1,70-30,6
[177] Pépin de raisin 39,8 280-550 10,1-25,5
[178] tournesol 40-80 200-700 0,55-165,3
[179] Graine de pavot 50-70 210-550 3,90-24,1
[180] Ucuuba oil 40-80 200-350 3,2-38
[167] Huile Sacha inchi 40 200-400 4,39-14,67
Notre étude huile de pépins de 40-70 250-700 3,74-16,77
melon
Notre étude huile de pépins de 40 250-800 5,07-27,02

courge
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V.  Mesure théorique de la solubilité d’une huile végétale

Le modéle de Chrastil établit une équation qui relie la solubilité des huiles végétales avec la
densité et la température du CO; supercritique.
C=p?exp (b/T +c)

Les parameétres a, b, et ¢ sont obtenus expérimentalement. Sovova et al [175], ont ajusté ces
paramétres pour estimer la solubilité, et la corréler avec la solubilité expérimentale de 1’huile

des graines de cassis.

C = p'2%exp(-5270 /T — 67.07) (1)

Les huiles végeétales sont principalement constituées de triglycérides, triacylglycérols d'acides
gras. Les triglycérides sont caractérisés par leur nombre de carbones, qui est le nombre total
d'atomes de carbone dans les trois acides gras constitutifs. Klein et Schulz [181], ont calculé
le nombre de carbones effectifs de quelques huiles végétales : 53,3 pour I’huile de mais, 53,4
pour I’huile des graines de colza, 53,5 pour ’huile de soja et ’huile de sésame, et 53,6 pour
I’huile de tournesol et I’huile de carthame. La différence dans la composition en acides gras
n’affecte pas significativement la solubilité de I’huile dans le CO2, cependant la solubilité est
influencée par la composition en acides gras libres, mono et diglycérides présents dans les
huiles végétales et qui sont plus solubles que les triglycérides [182, 183].

En dépit de la différence de solubilité due aux différents composants de 1’huile végétale, del
Valle et Aguilera ont développé une équation générale qui prédit la solubilité de I’huile dans
le CO; supercritique. lls ont modifié I’équation de Chrastil en introduisant des constantes et
en se basant sur les données de la solubilité de I’huile de soja [176, 184], de tournesol [176],

graines de coton et de mais [184].

C = pl®74 exp (- 18708/T + 40.361 + 2186840/T2)  (2)

Cette équation est validée pour des températures entre 20 et 80°C et une pression entre 150 et
880 atm, et une solubilité inférieure a 100 kg.m™>. Adachi et Lu ont modifié¢ 1’équation de
Chrastil pour mieux modéliser la solubilité et obtiennent cing parametres qui sont ajustés

selon Sovova et al [175].
C= p1.4 +0.0048d — 0.000002d2 exp (-5000/T _ 10.14) (3)
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L'équation d’Adachi et Lu doit étre appliquée pour le calcul des solubilités dans le CO3, pour
les huiles végétales raffinées avec un nombre de carbones effectif entre 53,4 a 53,6 dans la
plage de température 20-100 ° C, pour une pression maximale de 60 MPa et pour les
solubilités supérieures a 0,5 mg d'huile/g CO.. Nous avons utilisé ces trois équations pour
corréler nos résultats expérimentaux.

C=p*expb/T+c (1)

C=ptexp (T2 +c/T+d) (2)
C=p3*tr*er2 exp (d/T+e) (3)

Dans les trois équations, la température est exprimée en K, et la densité p est en kg m=. Les
valeurs des constantes des trois équations representées dans le tableau 111.20 sont
caractéristiques pour les huiles végétales [175]. Nous avons calculé la concentration de 1’huile
C en kg. m3 qui a été convertie en solubilité Scac exprimée en fraction massique d’huile par

masse de CO; selon la relation suivante :
Scalc (Mg huile/g CO2) =C/p
p: représente la densité du CO2 exprimé en (kg m®)

Tableau 111.20 : Constantes des équations [175]

Constantes a b c d e
Chrastil (1) 12,6 -5270 -67,07

Del valle- Aguilera (2) 10,724 2186840 -18708 40,361

Adachi (3) 1,4 0,0048 -0,000002 -5000 -10,14

Les calculs sont réalisés en utilisant le programme Excel, et les résultats sont représentés dans
le tableau 111.21.
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Tableau 111.21 : La solubilité déterminée selon les équations de Chrastil, Del valle-Aguilera
et Adachi

S(mgg™) S(mgg™) Scae(Mgg™) ~ Scare(MYg™) -~ Searc(Myg™)
P(bar) T(°C) p(kg/m’)

huile de melon  Huile de courge Chrastil Del valle Adachi
250 40  891.212 3,74 5,07 5,36 6 5,27
400 40  966.884 8,58 12,87 14,97 13 12,93
550 40 _ 11,73 _ _ _ -
600 40 1030 _ 21,95 33,21 25 23,96
700 40 _ 15,7 _ _ _ -
800 40 1076 _ 27,02 57,6 38 33,26

VI.  Comparaison entre la solubilité calculée expérimentalement et théoriquement

Pour mieux interpréter les résultats, nous avons tracé les courbes qui représentent la solubilité
en fonction de la pression pour les trois équations ainsi que pour les deux huiles étudiées. Les

résultats sont représentés dans la figure suivante (Figure 111.26) :

70
o 60
3
= 50
= 4= huile de melon
E 40
g =#—huile de courge
£ 30 .
@ Chrastil
% 20 == Del valle Aguilera
S 10 == Adachi

0
0 200 400 600 800 1000
Pression (bar)

Figure 111.26 : Comparaison de la solubilité expérimentale et la solubilité calculée selon
I’équation de Chrastil, Del Valle Aguilera et Adachi.
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La figure 111.26 montre qu’il y a une bonne corrélation entre la solubilité expérimentale de
I’huile de pépins de courge et la solubilité calculée selon I’équation de Del Valle Aguilera et
d’Adachi a une pression inféricure a 600 bars. Au-dela de cette valeur, il se produit une
déviation des deux courbes traduisant une mauvaise corrélation.Nous avons constaté aussi que
I’équation de Chrastil donne une bonne corrélation avec la solubilité de I’huile de pépins de
courge a une pression inférieure a 400 bars ; au-dela de cette valeur, la déviation est plus

importante par rapport a celle des deux autres équations.

La solubilité expérimentale de I’huile de pépins de melon ne donne pas de bonnes corrélations
avec la solubilité calculée selon les trois équations. Cependant, la corrélation la plus proche
est celle de 1’équation d’Adachi.Nous avons comparé nos résultats avec la corrélation de
certaines huiles végétales avec I’équation de Del valle Aguilera et celle d’Adachi. Pour cela,
nous avons exprimé la différence entre les valeurs de la solubilité expérimentale S; et les

valeurs de la solubilité calculée Scaci avec la moyenne du pourcentage de deviation MD%

calculé comme suit :MD% = 100%2‘:1( Scalc,i — Si)/Si)

K est le nombre d’expériences. Les résultats sont repreésentés dans le tableau suivant 111.22.

Tableau 111.22 : Comparaison de la moyenne de déviation calculée dans notre étude avec la

littérature.
Del valle-Aguilera Adachi
Référence huile P (bar) T (°C)
MD % MD %
Notre étude Huile de melon 55,9 455 250-400 40
Notre étude Huile de courge 16,6 45 250-600 40
[184] Huile de soja 8,3 -0,5 210-690  50-60
[187] Huile de pepinsde 35 1,7 280 40
raisin
[181] Huile de colza 31,8 3,6 100-820 40-100
[185] Huile de colza 10,9 -9,0 110-280 20-60
[186] Huile de tournesol -40 -40,4 280 40
[188] Huile de soja 7,3 19,0  340-690 70
[175] Huile de pepins de -45,6 484  150-290 40
raisin
[175] Huile de graine de 24,1 0,6  120-280  40-60

cassis
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De la moyenne des pourcentages de déviation des solubilités des huiles trouvées dans la
littérature, il ressort que 1’équation d’Adachi donne une meilleure corrélation pour I’huile de
soja [184], huile de pépins de raisin [187], huile de colza [181], huile de pépins de cassis
[175] avec des déviations comprises entre -9% et 3,6%. Cependant, la solubilité
expérimentale de 1’huile de colza [185], de pépins de raisin [185] et de tournesol [186] donne
la méme corrélation avec les deux équations et reste importante pour le tournesol et les pépins

de raisin.

Les valeurs de solubilités expérimentales de I’huile de soja [188], donnent une meilleure
corrélation avec 1’équation de Del Valle Aguilera que celle d’Adachi, avec des moyennes de
déviations respectives de -7,3% et -19,0%. La solubilité expérimentale de I’huile de nos
pépins de courge a donné une meilleure corrélation avec I’équation d’Adachi avec une
moyenne de déviation de 4,5%, similaire a la corrélation de I’huile de colza (3,6%) [181].
Avec I’équation de Del Valle Aguilera, la corrélation est de 16,6%, moins importante qu’avec
I’équation d’Adachi, mais reste meilleure que les corrélations obtenues avec les deux
équations pour 1’huile de nos pépins de melon. En effet, les moyennes de déviations sont de

45,53% pour I’équation d’ Adachi et 55,97 pour celle de Del Valle Aguilera.

La mesure de solubilité est primordiale pour la détermination des conditions opératoires
optimales d’un procédé et pour le développement de modeles thermodynamiques. La
solubilité des huiles vegétales dépend principalement de leurs compositions en substances
solubles dans le CO; supercritique. Il n’existe a ce jour aucun mod¢le permettant de prédire
totalement le comportement d’un mélange lipidique a plusieurs constituants. Cependant une
bonne corrélation est obtenue avec 1’équation d’Adachi avec la solubilité expérimentale de
I’huile de pépins de courge tandis que la corrélation avec la solubilité expérimentale de 1’huile

de pépins de melon n’est pas trés satisfaisante avec les trois équations.

VII.  Conclusion partielle

Au cours de ce travail, nous avons étudié 1’extraction de 1’huile de pépins de courge et de
pépins de melon avec la technologie du CO: supercritique en variant les conditions

opératoires. Nous avons constaté que 1’augmentation de la pression induisait une

augmentation du rendement de I’huile tout en réduisant le temps d’extraction.
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L’effet de la variation de la température d’extraction est complexe du fait de I’influence
simultanée de la masse volumique du solvant et de la tension de vapeur des composés de
I’huile. En général, des températures entre 40 a 50°C suffisent pour I’extraction des huiles par
le CO; supercritique. L’ajout du co-solvant améliore nettement le rendement d’extraction de
I’huile de pépins de courge et favorise I’extraction d’autres substances telles que les
polyphénols ; en méme temps, il affecte négativement I’innocuité de la technologie du CO;

supercritique.

Afin d’étudier I’effet de ces conditions opératoires sur la sélectivité de 1’extraction, nous
avons déterminé la composition en acides gras de ces huiles par la chromatographie phase
gazeuse couplée a la masse. Les résultats ont montré que dans les conditions appliquées, le
taux des acides gras n’a pas ét¢ modifié. Ceci est en accord avec la littérature, puisque nous
avons travaillé a haute pression ; ce qui favorise la solubilité des triglycérides. Ces derniers
représentent jusqu’a 98% de la composition des huiles végétales. Cependant, il est important
de noter que les huiles étudiées contiennent un pourcentage tres faible de composés non
saponifiables, caractéristique dominantede 1’huile. L’identification de ces composés dans les
extraits obtenus donne une meilleure connaissance de I'effet des conditions étudiées sur la
sélectivité de D’extraction et donc la qualité de I’huile extraite par la technologie du CO>
supercritique. Malheureusement, ceci n’a pas €té possible dans le cadre de cette étude par

faute de moyens d’analyse.

Dans le but de mettre en exergue le phénomeéne de solubilité de 1’huile végétale dans le CO>
supercritique, nous avons déterminé la solubilité de I’huile de pépins de melon et ceux de
courge en fonction des conditions opératoires, a partir des courbes qui représentent le
rendement d’extraction en fonction de la quantité du CO2 consommee. Les résultats ont donné
des valeurs comparables a celles de la littérature ; ces dernieres varient entre 3,74 et 16,77 mg
huile/g CO; dans le cas des pépins de melon et entre 5,07 et 27,02 mg huile/g CO2 dans le cas
de pépins de courge.Nous avons corrélé ces résultats avec la solubilité des huiles végétales,

calculées selon trois équations développées par Chrastil, Del Valle Aguilera et Adachi.

La solubilité expérimentale de I’huile de pépins de courge a donné une meilleure corrélation
avec I’équation d’Adachi a des pressions inferieures a 600 bars, et cela est en accord avec la
littérature. En effet, la littérature a limité la validité de cette équation a des pressions

inférieures a 600 bars et a un intervalle de température situé entre 20 et 100°C. La solubilité
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de I’huile de pépins de melon n’a donné¢ de bonnes corrélations avec aucune des trois
équations et ces valeurs restent inférieures a la solubilité de I’huile de pépins de courge. Cela
signifie que la composition de 1’huile comporte sans doute un taux moins élevé des substances

solubles dans le COz supercritique par rapport a ’huile de pépins de courge.

En conclusion et d’aprés tous les résultats obtenus, il peut étre avancé que la pression et la
température sont deux parametres physiques trés déterminants pour I’extraction avec un fluide
supercritique ayant des incidences théoriques et pratiques sur le processus. En effet les deux
paramétres ont une grande influence sur le rendement et la qualité de I’huile. Cependant, il est
nécessaire de mener une étude d’optimisation des conditions d’extraction pour améliorer le

rendement et la qualité de ’huile avant de développer tout procédé a 1’échelle industrielle.

Les procédés d’extraction par COz supercritique permettent de répondre a I’exigence
principale de I’industrie alimentaire et pharmaceutique qui consiste a diminuer ou éliminer les
résidus de solvants organiques dans les produits finaux ; de plus, I’extraction au dioxyde de
carbone supercritique peut étre menée dans des conditions «douces», évitant ainsi la

dégradation des produits dont le seul handicap réside dans le coup tres élevé de I’installation.
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Chapitre IV : Activité biologique

Dans la partie bibliographique, nous avons parcouru et exposé I’importance de la famille des
cucurbitacées en termes d’activité biologique de leurs graines. Ceci nous a encouragés a tenter
une évaluation de quelques activités biologiques de nos huiles. Les activités biologiques

testées sont 1’activité antioxydante, anti inflammatoire, cytotoxique et anticholinestérase.

Toutes ces activités ont éte réalisées dans le laboratoire des interactions moléculaires et
réactivité chimique et photochimique de la faculté de pharmacie de [ 'université Paul Sabatier
de Toulouse sous la direction du Professeur Djalloul Bouajila. Avant d’exposer les résultats
de nos tests, nous passons en revue dans ce chapitre quelques généralités sur les activités en

question ainsi que les principes des protocoles utilisés a cet effet.

. Généralité sur les activités biologiques

I.1. Activité antioxydante
1.1.1. Définition

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre entre les anti-oxydants et les oxydants en
faveur de ces derniers. Les origines du stress oxydant sont multiples et résultent d’une
formation des espéces oxygénées réactives (EOR). Les especes oxygénées réactives (EOR)
sont définies comme €tant toute espece réactive compte tenu de 1’existence d’au moins un
électron libre sur son orbitale électronique externe [189]. Ces espéces regroupent 1’ensemble
des espéces radicalaires de 1’oxygéne comme RS* (thiyl); O (anion superoxyde); RO®
(radical alkoxyle); ROO* (radical peroxyde avec R = substrat organique); mais également
d’autres composés non radicalaires treés réactifs (chimiquement instables) comme le peroxyde

d'hydrogene (H20.), I’hydroperoxyde (ROOH) ou l'oxygéne singulet (102).

Au sein de la cellule, tous les processus utilisant de l’oxygéne dans les différents
compartiments subcellulaires sont capables de produire des EOR. Lorsque ces EOR ne sont
pas controlés, et sont produites en quantite trés importante, elles ont des effets néfastes en
induisant un phénomene d’apoptose dans des cellules saines ou en activant divers genes
codant pour I’expression de cytokines pro-inflammatoires ou des protéines d’adhésion. Par
ailleurs, les EOR, de par leur nature instable, sont particulierement réactionnelles et sont

capables de provoquer des dégats cellulaires importants.

En effet, elles peuvent :
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e inactiver des protéines et des enzymes,

e oxyder les sucres,

e provoquer des cassures et des mutations au sein de I’ADN,

e induire des processus de peroxydation lipidique au sein des acides gras polyinsaturés
des lipoprotéines ou de la membrane cellulaire [190].

Ainsi, les EOR peuvent potentiellement réagir avec chaque composant cellulaire et provoquer
son oxydation. Les cibles préférentielles des EOR sont les lipides, les protéines et les bases

constitutives du mateériel génétique.

Dans les systéemes biologiques, un antioxydant est une substance qui, en faible concentration,
comparativement a la quantité des substances oxydables telles les especes oxygénées réactives
(EOR), retarde significativement ou prévient I’oxydation des substrats comme les lipides, les
protéines, les DNA et les hydrates de carbone. Son réle est d’intercepter les radicaux libres

avant qu’ils ne réagissent avec le substrat [191].
Les antioxydants biologiques sont repartis en deux classes selon Ziyatdinova et al [192] :

e Les composés a faible poids moléculaire (tocophérols, acide ascorbique, [-caroténe,
glutathion, acide urique, bilirubine, ...).
e Les protéines (albumine, transferrine, le superoxyde dismutase, la catalase, la

glutathion peroxydase, caeruloplasmine, ferritine).

Les antioxydants incluent le systeme de réparation, les enzymes antioxydants, les facteurs
affectant ’homéostasie vasculaire, le signal de la transduction et ’expression des geénes [191].

Les antioxydants empéchent globalement I’apparition du stress oxydatif.
1.1.2. Mécanisme de défense contre les radicaux libres

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des EOR est particulierement fragile. Les
mécanismes de défense contre la toxicité des EOR sont nombreux et proviennent de sources
diverses [189, 193]. Notre organisme possede un certain nombre de moyens de défense contre

les atteintes des radicaux libres mettant en jeu le systeme immunitaire et des enzymes.

Dans le systeme enzymatique, il existe deux niveaux de défenses, les défenses primaires ou

interviennent la SOD (Super Oxyde Dusmutase), la glutathion peroxydase (GPx) (Se) et
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certaines catalases (EC 1.11.1.6). Dans les défenses secondaires interviennent la glutathion
transférase et la glutathion réductase qui constituent une source endogéne. D’autres protéines
comme la ferritine, la transferrine, la céruléoplasmine et I’albumine interviennent dans

I’activité antioxydante [193].

Les antioxydants tels que les vitamines (A, E et C), les B-caroténes, lycopéne, ubiquinol-10,
bilirubine, les oligo-éléments comme le zinc, le sélénium, le cuivre, le manganese, certains
polyphénols (les flavonoides, les acides phénols, les coumarines, les quinones), les alcaloides
et certaines huiles essentielles, constituent la seconde source de défense de 1’organisme contre
les radicaux libres. Les parties les plus actives de ces molécules sont les hydroxyles libres, les
noyaux aromatiques, les doubles liaisons éthyléniques souvent conjuguées, qui permettent de
donner des électrons et de rester stables par mésomerisation [190, 194]. La formation de
radicaux libres dans I’organisme est constante et nécessaire a la vie, mais les excés dépendent

de facteurs extérieurs tels que le stress, la fatigue et les exercices physiques intensifs.

1.1.3. Méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées dans les différents laboratoires pour la détermination de
I’activité antioxydante. Les principales méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant d’un

composé sont regroupées selon leur principe :

e Evaluation de produits résultant de 1’oxydation

Comme exemples nous avons 1’évaluation des peroxydes et le dosage d”hydroperoxydes.

e Evaluation de ’aptitude du composé a piéger des radicaux libres:

La capacité du produit a piéger les radicaux libres implique la création d’autres radicaux, plus
stables. On peut citer les méthodes DPPH (2,2-dipheny-I-picrylhydrazyl) [195], ABTS (2,2’-
azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)) [196]. Des méthodes électrochimiques ont été
développées pour la mesure de I’activité antioxydante des fluides biologiques [190]. Comme
exemples, nous pouvons citer la voltamétrie cyclique qui est utilisée pour quantifier les
antioxydants de faible poids moléculaire dans le plasma, et la mesure de la capacité
antioxydante totale du plasma, la détermination de I’activité de la catalase. Elle est basée sur

la mesure du complexe stable du radical peroxyde avec le molybdéne d’ammonium [190]. Il
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existe d’autres méthodes qui permettent par exemple d’évaluer la capacité¢ réductrice des
composés, comme c’est le cas de la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)
[197].

1.2. Activité anti-inflammatoire
1.2.1. Généralités

L’inflammation est une réaction des tissus vivants a une lésion ou une stimulation cellulaire
excessive ou normale due a une agression d’origine mécanique, chimique ou immunologique.
L’inflammation est impliquée dans de nombreuses maladies incluant non seulement des
pathologies articulaires mais aussi les maladies cardio-vasculaires ou les cancers.
L’inflammation est caractérisée par des niveaux élevés de métabolites de 1’acide
arachidonique qui sont produits a travers deux voies enzymatiques différentes, celles des
cyclo-oxygénases (COX) et des lipoxygénases. A partir de I’acide arachidonique, les COX
permettent la production des prostaglandines et de thromboxanes, tandis que les
lipoxygénases (LOX) synthétisent les leucotrienes, les lipoxines et les acides
eicosatétraénoiques. Les leucotrienes sont de puissants médiateurs inflammatoires liés aux
allergies ; ils interviennent également dans 1’ischémie, les accidents cérébro-vasculaires ou la
maladie d’Alzheimer [198].

Il existe deux types d’inflammation:

L’inflammation primaire, de cause immédiate et localisée, et la secondaire est celle qui se
développe a distance sous l’influence d’un agent pathogéne. La réaction inflammatoire

comporte une succession coordonnée d’événements:

e La phase précoce ou phase vasculaire, caractérisée par une vasodilatation artériolaire,
conduit a un érytheme, une chaleur locale, une hyperesthésie, et un cedéme.

e La phase secondaire ou phase cellulaire, caractérisée par la migration extra vasculaire
(diapédese) et la libération de cytokine est a I’origine de I’activation cellulaire. Il se
forme alors des tissus de granulation (granulome).

e La phase terminale ou phase de régenérescence, correspond a la sclérose du tissu par
élimination des débris cellulaires et tissulaires par un mécanisme de phagocytose et de

pinocytose.
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1.2.3. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des médicaments ou substances capables d’atténuer ou de
supprimer le processus inflammatoire. On distingue deux grands groupes d'anti-

inflammatoires :

e Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) [199].
C’est une classe pharmaceutique de produits qui possédent des propriétés antalgiques,
antipyrétiques et anti-inflammatoires. On y trouve l'aspirine, I'ibuproféne, I'indométacine. Ces
substances constituent le traitement le plus prescrit au monde contre la douleur et
I'inflammation. Toutefois, les AINS peuvent causer de sérieux effets secondaires tels que des
ulceéres et des saignements gastro-intestinaux. Dans certains cas, leur utilisation peut
provoquer la mort. Il a été démontré que les AINS exercent leurs actions anti-inflammatoires

en partie par l'inhibition de la COX.

e Les anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides (AlS).
Les glucocorticoides constituent une classe thérapeutique qui posséde des propriétés anti-
inflammatoires, antiallergiques et immunosuppressives. lls sont représentés par la cortisone et
I’hydrocortisone, produits naturels sécrétés par la corticosurrénale et obtenus également par
synthése organique. En plus des anti-inflammatoires connus, 1’utilisation d’inhibiteurs
naturels de ces enzymes, comme des extraits de plantes, peut aider a réduire le risque de

développement de ces pathologies.
1.2.4.Mécanisme d’action des anti-inflammatoires

De par leur action thérapeutique, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) se
ressemblent entre eux quant a I’inhibition de la synthése des prostaglandines. lls bloquent la
synthese de la cyclo-oxygenase (COX) qui catalyse la formation des prostaglandines a partir
de I’acide arachidonique. Ils entrainent une diminution de la migration cellulaire et des

actions des tissus conjonctifs (glycoprotéine, collagéne).

Pour leur part, les anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides empéchent la formation
de glycérophospholipides membranaires en acide arachidonique par la production d’enzyme
lipocortine. Ils diminuent la migration des polynucléaires, monocytes, macrophages vers les
sites de I’inflammation et la production de médiateurs comme la sérotonine, I'histamine et les

cytokines.
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1.2.5. Méthode d’évaluation de P’activité anti-inflammatoire

e Inflammation locale de ’oreille
Ce principe consiste a provoquer une inflammation au niveau de 1’oreille du rat, par
application locale d’huile de croton. Cette inflammation peut étre réduite par application

locale de substance anti-inflammatoire [200].

e Arthrite a I’adjuvant de Freund
Elle consiste a réduire I’arthrite chronique provoquée au niveau de la patte du rat, par

injection de Mycobacterium butyricum par certaines substances anti-inflammatoires.

e (Edéme de la patte a la carrhagénine
Cette méthode consiste a vérifier 1’action inhibitrice des medicaments anti-inflammatoires
préventifs sur I’cedéme provoqué par injection de carrhagénine sous I’aponévrose plantaire de

la patte postérieure d’une souris [201].

e Meéthodes enzymatiques
Il s’agit généralement de méthodes exécutées "in vitro " : elles sont basées sur 1’inhibition des
certaines enzymes liées a I’inflammation. C’est I’exemple de la 12-lipoxygénase (12-LOX), la
cyclooxygenase-1 (COX-1) et la cyclooxygenase-2 (COX-2) [202, 203].

1.3. Activité anti Alzheimer
1.3.1. Généralités

Au début du 20°%siécle, la maladie 1’ Alzheimer (MA) a été découverte par le neuropsychiatre
Allemand Alois Alzheimer (1864-1915). 1l a étudié le cas d’une femme d’une cinquantaine
d’années qui présentait des troubles de la mémoire et du comportement, des problémes
d’orientation, des hallucinations et des signes de paranoia (trouble mentale Se manifestant par

des difficultés relationnelles et surtout un délire de la persécution).

En général, un patient atteint de MA présente des difficultés a se souvenir des noms, des faits
récents, a trouver ses mots et a mettre en place ses idées. De plus, il rencontre des problémes
de motricité et d’orientation dans 1’espace et dans le temps. A des stades avancés, le sujet finit

par avoir des difficultés a accomplir les taches simples de la vie quotidienne. Il présente aussi
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des troubles psycho-comportementaux tels que 1’agressivité, 1’anxiété, la dépression, les
hallucinations ou paranoia [204].

A ce jours, la MA reste incurable. Cependant, I'une des approches les plus prometteuses pour
le traitement de cette maladie consiste a améliorer le niveau d'acétylcholine dans le cerveau en
utilisant des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase [205]. En effet, la plupart des médicaments
anti-Alzheimer disponibles sur le marché agissent sur cette activité cholinergique en inhibant
la dégradation de 1’acétylcholine telle que la donepezil, la rivastigmine et la galantamine
[206].

1.3.2. L’activité anti-acétylcholinestérase (anti-AChE)

L’acétylcholinestérase (AChE) est un neurotransmetteur synaptique qui, en se fixant au
récepteur cholinergique membranaire, permet la dépolarisation de la membrane et la
transmission de I’influx au niveau des jonctions neuromusculaires. L’AChE joue un rdle
primordial dans la régulation de I’influx nerveux. Elle assure la libération de la fente
synaptique en vue d’une nouvelle transmission par dégradation de I’acétylcholine résiduelle
issue d’une neurotransmission. Chez les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer, le
taux d’acétylcholine est particulierement faible, ce qui explique les troubles cognitifs
observés. La solution pour augmenter le taux d’acétylcholine au niveau synaptique consiste

alors a diminuer sa dégradation, ceci en inhibant ’action de I’acétylcholinestérase [207].

En se basant sur I’hypothése que I’inhibition de 1’action de I’AChE permettrait de mieux
traiter la MA, il est apparu sur le marché plusieurs inhibiteurs de cette enzyme [208]. Le
premier inhibiteur de I’AChE a avoir été testé est la physostigmine, issu de Physostigma
venenosum. Cette plante est connue par sa forte toxicité, majoritairement due a la
physostigmine. Cette derniere présente une affinité pour ’AChE d’environ 10 000 fois
supérieure a celle de 1’acétylcholine, ce qui en fait un parasympathomimétique tres puissant,
capable d’induire une bradycardie, des vomissements et méme une paralysie respiratoire
[209]. Les essais cliniques ont montré une action positive légére de la physostigmine sur la
mémoire [210], mais elle a été par la suite abandonnée au profit d’analogues synthétiques a
cause de sa courte demi-vie et de sa toxicité [211, 212]

En 1993, la tacrine a été le premier inhibiteur commercialisé dans le cadre du traitement de la
MA. Cependant, elle a été abandonnée a cause de ses nombreux effets secondaires tels que les
nausées, les vomissements, la diarrhée, les maux de téte, les étourdissements, ainsi que

I’augmentation des niveaux de l'alanine amino-transférase (ALT). Cette enzyme est un bio
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marqueur de la une toxicité hépatique [213]. De plus, la tacrine est connue par sa demi-vie
courte, imposant plusieurs prises par jour, ce qui est problématique pour des personnes
souffrant de perte de mémoire [214].

La donepezil, approuvée en 1997 [215], montre une meilleure spécificité pour le tissu cérébral
que la tacrine [216]. Les essais cliniques ont montré qu’elle ne présente pas de toxicité
hépatique et qu’elle montre surtout une demi-vie plus longue, ce qui en facilite la prise [217].
Par contre, certains effets secondaires ont été enregistrés tels que les nausees, les
vomissements, les étourdissements, 1’anorexie et la fatigue [218].

La rivastigmine, approuvée en 1998, est un dérivé de la physostigmine ; elle a été utilisée
dans le traitement symptomatique des formes Iégeres a modérément séveres de la MA [219].
Elle est connue par sa bonne sélectivité pour le cholinestérase cérébral ainsi que pour son
métabolisme indépendant du systeme enzymatique hépatique qui permet une action ciblée
[220]. Quelques effets secondaires ont été enregistrés tels que les nausées et les vomissements
[221]. La figure IV.1 présente la structure chimique de ses quatre molécules présentant
I’activité Anti-AChE.
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Figure IV.1 : Structures de quelques inhibiteurs connus d’ AChE.

En 2000, la galantamine, un alcaloide naturel, issue de I’espéce Galanthus nivalis L. de la
famille des Amaryllidaceae (Figure 1V.2), fit irruption sur le marché. Cet alcaloide des autres
inhibiteurs par son mécanisme a double action : en plus d’inhiber I’AChE, il provoque une
modulation allostérique des récepteurs présynaptiques nicotiniques, ce qui augmente la
libération de neuromédiateurs [222]. D’autres propriétes tellesque sa demi-vie longue, son

action sélective, réversible et compétitive, favorisent son utilisation comme meilleur

137



Chapitre IV : Activité biologique

inhibiteur de I’AChE [223]. La galantamine est largement utilisée comme substance de
référence dans les tests in vitro du fait de son fort pouvoir inhibiteur de I’AChE. Aujourd’hui,
elle est autorisée dans plusieurs pays Européens comme un des traitements de la MA a des

stades avanceés [224].

Figure 1V.2 : Structure de la galantamine.

Bien que la plupart des inhibiteurs connus de l’enzyme AChE soient des alcaloides,
récemment, plusieurs études ont été faites pour identifier d’autres molécules naturelles
différentes des alcaloides, pouvant avoir une activité anti-AChE importante. Ainsi, selon
Houghton et al [207] plusieurs composés, notamment des terpénoides, des composes
phénoliques, les flavonoides et les iso-coumarines, présentent une grande capacité d’inhiber
I’enzyme AChE. Dans le méme cadre, Ge et al [225] ont montré que 1’hopeahainol, un
nouveau phénol isolé de 1’espéce Hopeahainensis, est un inhibiteur réversible de 1’AChE.
L’isoorientine et 1’isovitexine sont les flavones identifiés comme composés responsables de
I’activité anti-AChE causée par les extraits des fleurs et des rhizomes de 1’Iris pseudopumila
(Iridaceae) [226].

Une autre étude, réalisée par Jung et al [227], a montré que les flavanols tels que la
sophoflavescenol, I’icaritine, le deméthylanhydroicaritine, le 8 C-lavandurylkaempferol et le
kaempferol, isolés a partir de Sophora flavescens (Fabaceae), présentent une activité anti-
AChE importante. Par ailleurs, Nag et De [228] ont montré aussi que des dérivés phénoliques
simples tels que ’acide gallique et ’acide ellagique sont de bons inhibiteurs de I’AChE. De
leur c6té, Mack et al [229] se sont intéressés a quantifier les composés phénoliques puis les
flavonoides présents dans quelques espéces de la famille des Anacardiaceae et de tester leurs
activités biologiques. Les résultats de leur étude ont montré que les extraits des plantes qui
sont riches en composés phénoliques et en flavonoides présentent en premier lieu une activité

anti-oxydante importante puis un grand pouvoir inhibiteur de I’AChE.
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Dans le méme registre, Ryu et al [230] ont isolé, a partir des extraits éthanoliques des racines
de Broussonetia papyrifera, trois flavonols a savoir le 8-(1,1-diméthylallyl)-5’-(3-méthylbut-
2-enyl)-3".4,5,7-tétrahydroxy-flavonol, le papyriflavonol et le broussoflavonol. Ces derniers
ont montré un pouvoir inhibiteur de I’AChE important. Aderogba et al [231] ont isolé, a
partir des extraits des feuilles de Croton penduliflorus, quelques composés phénoliques tels
que la quercetin-3-O-rhamnoside, le kaempferol-3-O-rhamnoside, le protocatechualdehyde et
I’acide p-hydroxybenzoique. L’étude de leur activité anti-AChE a montré que ces composés
phénoligques sont des inhibiteurs puissants de I’AChE. L’étude réalisée par Xian et al. [232] a
montré que les extraits de plusieurs fougéres originaires du Chine, riches en flavonoides,

présentent une activité anti-AChE intéressante.

1.4. Activité cytotoxique

1.4.1. Geénéralités

L'individu est constitué "d'unités cellulaires” morphologiquement individualisées, mais
intégrées dans un ensemble "pluricellulaire” dynamique : lI'organisme. Ce dernier, résultat de
I'agencement de cellules en tissus, de tissus en organes, d'organes en systéemes, présente de
nombreuses relations avec son environnement. L'organisme est un systéme ouvert qui réagit
via des réactions complexes, ordonnées mais coordonnées, afin de se maintenir dans un "état
stationnaire" normal : 1’état homéostatique. Toute cellule de l'organisme est a méme de
maintenir, adapter, renouveler, supprimer, de maniere programmeée, tout ou partie de ses
constituants tant structuraux que fonctionnels, ceci dans le but de réguler et de coordonner ses
métabolismes et métabolites, en les adaptant a ses besoins comme a ceux de l'individu.

La capacité de se diviser, de se spécialiser mais aussi de mourir est inscrite dans le génome de
chacune des cellules qui composent I'organisme humain. Le déclenchement et I'arrét de la
prolifération cellulaire, I'entrée dans un processus de différenciation ou dans un programme
de mort cellulaire (apoptose) résultent de l'intégration au niveau cellulaire de

multiplessignaux, les uns positifs, les autres négatifs.

Au niveau tissulaire, I'équilibre entre ces diverses destinées cellulaires est sous le contrdle de
multiples boucles de régulations enchevétrées. Mais ces systémes de régulation permettant un
maintien de I’homéostasie sont parfois, comme c’est le cas pour les cancers, déficients. En
effet, suite a ’agression de facteurs de l'environnement tels que le tabac, les rayons ionisants
[233], certains agents chimiques (234] ou physiques, certains virus, ou spontanément [235], le

génome humain subit constamment des Iésions qui sont réparées [236] ou non. En effet, les
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systemes de réparation sont parfois défectueux ou "débordés”, la cellule conservant alors
certaines altérations qui touchent parfois les systemes de régulation de la prolifération.

Ne répondant plus correctement aux signaux environnants, elle échappe a toute régulation. La
cellule s'engage alors dans un processus anarchique qui conduit, par accumulation successive
d'anomalies génétiques, au développement d'une cellule cancéreuse. La biologie moléculaire
et la génétique ont permis d'établir que les altérations génétiques surviennent précisément sur
les éléments de régulation de la différenciation, de la division et de la mort cellulaire.
L'apparition d'un cancer s'effectue selon un processus en plusieurs étapes au cours desquelles
I'accumulation d'anomalies sur différents genes, au fil des divisions cellulaires, confére un
avantage sélectif au clone malin. Les cellules, toutes issues d'une premiere cellule mutée
(clone), forment une tumeur. Celle-ci devient de plus en plus agressive pour son
environnement et échappe progressivement a tout contrdle. Néanmoins des questions
demeurent. Il est désormais acquis que le cancer est di a une grave perturbation de la
communication cellulaire. 1l se caractérise par une prolifération cellulaire anarchique et
indéfinie d’un clone cellulaire, une perte de la différenciation et une absence de mort
cellulaire. Cette prolifération conduit a la destruction du tissu originel, ainsi que des tissus

environnants. Sans traitement, 1’envahissement conduit a la mort de 1’individu.

1.4.2. Test de cytotoxicité

De nos jours de nombreuses firmes de biotechnotogie et des scientifiques, par leurs
publications, ont recours aux tests de cytotoxicité afin de valider de nouvelles molécules. Le
test de cytotoxicité in vivo, consiste a realiser des tumeurs expérimentales chez I'animal
(souris, rat) par inoculation de cellules tumorales (Leucémies, sarcomes) et a estimer I'activité
antitumorale du produit a tester. Signalons que les droits des animaux commencent a étre
sérieusement pris en compte de par le monde. Il est bon néanmoins de signaler que I'animal

sera pour le moment toujours nécessaire lors des tests ultimes avant le passage a I'hnomme.

Les tests de cytotoxicité in vitro ont été mis au point comme méthode alternative a la
manipulation sur les animaux (rongeurs, lapin, cochon,...). lls ont pour but de mesurer
I'activité cytotoxique des substances supposées étre antitumorales sur des cultures de cellules
cancéreuses animales ou humaines (cellule P- 388 < cellule leucémique lymphocytique de
souris; cellule KB cellule cancéreuse du nasopharynx). La cytotoxicité est généralement
déterminée par I'EDso L'EDso est la dose qui, in vitro, donne une inhibition de 50% de la

croissance par rapport a la croissance de contréle.
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Il. Matériel et méthode
I1.1. Activité anti-radicalaire par inhibition du DPPH

11.1.1. Principe

Le test DPPH est un test trés simple et rapide, qui ne nécessite qu’un spectrométre
d’absorption UV-Vis. Ce test est basé sur la capacité du radical stable 2,2-diphényl-2—
picrylhydrazyle de réagir avec des molécules donneuses d’hydrogéne présentes dans les
composés phénoliques. Les antioxydants réduisent le diphénylpicrylhydrazyle ayant une
couleur violette en un compose jaune, la diphénylpicrylhydrazine, dont l'intensité de la
couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu
a donner des protons. Ainsi 1’équation de réaction avec une molécule réductrice RH peut

s’écrire:

DPPH radical DPPH réduit

Figure 1V.3: Réduction du DPPH

11.1.2. Protocole

La capacite de l'extrait a inhiber le radical DPPH a été déterminée par la méthode
spectrophotométrique décrite par Blois [238] avec quelques modifications. Concrétement, 0,5
mg de I’extrait de nos huiles a été dissous dans 10 mL de méthanol pour obtenir une solution
de (50 mg/L). 20 pL de la solution ont été ajoutés a 180 L de la solution méthanolique de
DPPH (0,2 mM). Aprés une incubation de 30 min a I’obscurité et 25°C, les absorbances ont
été lues a 520 nm, le méthanol étant utilise comme échantillon blanc. La Vitamine C (VIT C,
4mg/L) a été utilisé comme référence. Toutes les mesures ont été réalisées en trois essais. Le

pourcentage de l'inhibition du radical DPPH a été calculé selon la formule :
% inhibition = 100 (Ablanc) — Aéchantilion)) /A(blanc).
Ou: Agpianc) est I'absorbance du blanc et Achantilion) I'absorbance de I'échantillon,

141



Chapitre IV : Activité biologique

11.2. Activité anti-acétylcholinestérase (anti-AChE) :
L’évaluation des activités anti-AChE d’un produit peut se réaliser selon plusieurs méthodes
dont la plupart sont des méthodes colorimétriques telles que la méthode d’Ellman, celle que

nous avons choisie 1’évaluation de nos extraits.

11.2.1. Principe

Ce test est appelé aussi méthode de la détermination quantitative des peptides par sulfhydryle
(-SH). 11 s’agit d’un protocole standard pour la détermination des thiols libres. Le test
d’Ellman est basé sur le clivage de I’acétylthiocholine par I’AChE pour produire de la
thiocholine. Cette derniere réagit avec le 5,5'-dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former un
anion de couleur jaune [239] (Figure 1V.4). En présence d’un inhibiteur enzymatique, cette
réaction permet d’étudier les parameétres cinétiques et par la suite de quantifier 1’inhibition

exprimée par son ICso (concentration diminuant I’activité enzymatique de moitié).

ACRE
(CH3)3N+CH2CHZSCOCH3 E— (CH3)3N+CH2CHZS-+ CH,COO- + 2H-

acétylthiocholine thiocholine acétate

NO,

ooc

NO,

R O,N coo’
) ooc
ooc +
(H3C)aN H,CH,CS—S

5-thiol-2-nitrobenzoate

Figure 1V.4 : Réaction colorimétrique d’Ellman.

11.2.2. Protocole

L’étude de P’activité anti-AChE est menée selon la méthode d’Ellman, avec quelques
modifications. Dans cette étude, 50 nl d’une solution tampon de phosphate de sodium (0,1 M
a pH = 8), 25 ul de solution d’enzyme (AChE), 25 ul de I’extrait de nos huiles a une
concentration de 50 mg/L et 125 ul de DTNB sont placés dans des microplaques a 96 puits et
sont incubés pendant 15 min a 25°C. Tous les extraits ont été remis en suspension dans le

DMSO suivi par une dilution dans le tampon de sorte que le DMSO ne dépasse pas 1%. La
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réaction a ensuite été initiee avec I'addition de 25 ul d'iodure d'acétylthiocholine (ou chlorure
de butyrylthiocholine). L'hydrolyse de I'iodure d'acétylthiocholine (ou chlorure de
butyrylthiocholine) a été suivie a 412 nm par la formation de l'anion jaune 5-thio-2-

nitrobenzoate par suite de la réaction de DTNB avec la thiocholine catalysée par des enzymes.

Le pourcentage d'inhibition a été calculé a partir de la formule :
(1-S/E)x 100, ou
E et S sont les activités enzymatiques respectives sans et avec I'échantillon.

La galanthamine a été utilise comme témoin positif. Les résultats obtenus présentent les

moyennes avec les écarts types de trois répétitions.
11.3. Activité anti-inflammatoire par inhibition de la lipoxygenase (LOX)
11.3.1. Principe

La méthode consiste a inhiber le cycle de la LOX donc a empécher la production de
leucotrienes (LT) et la lipoxine (LX). Les leucotrienes générés par la LOX sont
inflammatoires et sont connus pour étre de puissants médiateurs jouant un réle important dans
les réactions allergiques. Ils peuvent aussi intervenir dans 1’ischémie et I’athérosclérose.
L’accident cérébro-vasculaire, les 1ésions cérébrales traumatiques et la maladie d’ Alzheimer
ont également été reliés a ’activité des LOX surtout a la LOX-5 et des leucotrienes. 1l a été
montré que la lipoxygénase produite dans l'organisme joue un rdle important dans les
désordres tels que I'asthme, I'inflammation. Inhiber la LOX est donc une voie de blocage des

désordres ou de traitement de ces maladies.
11.3.2. Protocole

L’activité inflammatoire de tous les extraits a été déterminée sur la lipoxygénase de soja
comme décrit par Bekir et al [240], avec quelques modifications. 20 pl d'extrait de nos huiles
a 50 mg / L a été mélangée avec un tampon phosphate de sodium (pH 7,4) contenant du 5-
LOX et 60 pl d'acide linoléique (3,5 mM), pour avoir un volume final de 1 ml. Toutefois, la
solution a blanc ne contient pas le substrat, mais sera ajouté a 30 ul de solution tampon. Tous
les extraits ont été remis en suspension dans le DMSO suivis par une dilution dans le tampon
de sorte que le DMSO ne dépasse pas 1 %. Le mélange a été mis a incuber a 25 ° C pendant
10 minutes et I'absorbance a été déterminée a 234 nm. Le changement d'absorption avec la
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conversion de l'acide linoléique en 13-hydropéroxyoctadéca-9,11-diénoate (caractérisée par
I'apparition du diene conjugué a 234 nm) est observé apres 10 min a 25 ° C. L'acide

nordihydroguaiarétique (NDGA) a éte utilisé comme témoin positif.
% inhibition =100 (A(blanc) - A(échantillon)) /A(blanc).
Ou: Aplanc) est I'absorbance du blanc et Agchantilion) I'absorbance de I'échantillon,

I1.4. Activité cytotoxique par le test MTT

11.4.1. Protocole

La cytotoxicité des différents extraits a été évaluée en fonction de deux lignées de cellules
tumorales (OVAR) et (IGROV) selon le procédé de Bekir et al [240]. En bref, les lignées de
cellules tumorales humaines ont été ensemencées dans une plaque 96 puits a 3 x 10*
cellules/puits dans 100 pl et de milieu de culture contenant I'échantillon a la concentration de
50 ug/mL ont été ajoutés. La croissance cellulaire a été estimée par le MTT (bromure de 3-
(4,5- dimrthyl thiazol-2-yl ) -2,5- diphényltétrazolium ) ; dosage basé sur le clivage du sel de
tétrazolium par les déshydrogénases mitochondriales dans les cellules viables. Le produit
formazan Blue résultant peut étre mesuré par spectrophotométrie. Les extraits testés ont été
remis en suspension dans du DMSO suivi par une dilution dans le tampon de sorte que le

DMSO ne dépasse pas 1 %. Le test a été réalisé en triple.

% inhibition = 100 (Alanc) — Achantilion)) /Ablanc).

Ou: Aplanc) est I'absorbance du blanc et Agchantilion) I'absorbance de I'échantillon,

144



Chapitre IV : Activité biologique

1. Résultats et discussions

I11.1. Activité anti-oxydante

Les résultats de ’activité anti-oxydante de différents extraits de pépins de melon et de courge

obtenus par les différents modes d’extraction sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 1V.1 : Résultats de ’activité anti-oxydante des extraits de pépin de courge et de
melon

Extrait Code Conditions d’extraction % d’inhibition
HMS n-hexane 40+0,5
EM Ethanol 55+1,3
Pépins de melon
HMO04 CO,: 700 bars a 57°C 596+0,9
HMO05 CO;: 550 bars et 70°C 6,81+0,7
HCS n-hexane 354+43
HCO06 CO;: 800 bars et 40°C 55+0,5
Pépins de courge
HC11 CO-: 100 bars,40°C, Ethanol (co-solvant) 9,1+0,6
HC12 CO;: 250 bars, 40°C Ethanol (co-solvant) 6,3+0,5
VIT C, 4 mg/L 96,03%

L’histogramme des résultats de I’activité antioxydante est représenté dans la figure IV.5.
Nous avons constaté que les extraits des pépins de melon obtenus par les différentes méthodes
d’extraction donnent un pourcentage d’inhibition qui varie entre 4,0% pour I’extraction avec
I’hexane et 6,8% obtenu par le CO2 SC a 550 bars et 70°C. Ces pourcentages restent trés
faibles par rapport a I’extrait de référence (VIT C, 4 mg/L) qui donne un pourcentage
d’inhibition de 96,03%.

Pour les extraits de pépin de courge, le pourcentage d’inhibition le plus €élevé est observé avec
I’huile obtenue par extraction dans 1’hexane en utilisant le soxhlet et qui atteint les 35,4%.

Des pourcentages tres faibles sont observés avec les extraits obtenus par le CO2 SC et qui
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varient entre 5,5% et 9,1%. Ce résultat s’explique évidemment par la tres faible présence des

substances responsables de 1’activité anti-oxydante tels que les polyphénols.

120 -+

100 -

80 -

60 -

40 -

% d'hinnibition

ol mm - = | u - =
HMS EM EMO04 HMO05 HC11 HCo6 HC012 HCS VITC
Echantillons

Figure 1V.5 : Histogramme de 1’activité antioxydante de I’huile de pépins de courge et de

melon

111.2. Activité anti-inflammatoire

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire de différents extraits de pépins de melon et de

courge obtenus par les différentes méthodes d’extraction sont représentés dans le tableau

IV.2.

Pour les pépins de melon, le pourcentage le plus élevé 18,7% est observé dans 1’extrait obtenu
avec ’hexane et celui obtenu par le CO2 SC a 550 bars et 70°C. L’extrait éthanolique donne
un pourcentage de 10,7% et I’extrait obtenu par le CO2 SC a 700 barsdonne un pourcentage
d’inhibition de 11,3%. Le reste des extraits conduit & des pourcentages faibles et qui varient

entre 4,1 et 7,5%.

L’extrait de pépins de courge obtenu avec I’hexane représente un pourcentage d’inhibition le
plus éleve a 33,1%. L’extrait obtenu par le CO2> SC a 800 bars donne un pourcentage
d’inhibition le plus faible de 6,37%, par contre a 100 bars et 250 bars en utilisant 1’éthanol
comme co-solvant les pourcentages d’inhibition sont de 12,8% et 10,6% respectivement. Cela

signifie que le co-solvant entraine un peu de produits phénoliques dans les extraits.
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Cependant, on constate donc que les extraits qui possedent le plus grand pourcentage
d’inhibition pour les pépins de melon et ceux de courge correspondent aux extraits obtenus
avec I’hexane comme solvant en utilisant le soxhlet dans les deux types de graines. Il est
évident que ce pourcentage reste faible par rapport a I’extrait de référence (NDGA, 0,26
mg/L) qui est de 52,4% mais on ne peut pas négliger la présence de substance actif méme a
faible quantité et qui peut correspondre a la partie insaponifiable de 1’huile dont beaucoup
d’études ont révélé la présence d’une quantité importante de phytostérols et de tocophérols.
Ces derniers peuvent étre a I’origine de certaines activités biologiques, d’ou I’importance de

faire une étude plus approfondie de la partie insaponifiable de ces huiles.

Tableau IV.2 : Résultats de ’activité anti-inflammatoire des extraits de pépins de courge et

de melon.
Extrait Code  Conditions d’extraction % d’inhibition
HMS  n-hexane 18,7+1,6
EM Ethanol 10,7+1,1
HMO01  CO2: 400 bars et 40°C 059+0,6
Pepins de HM02  CO: 700 bars et 40°C 04,1+0,1
(50mg/L) HMO03  CO2: 550 bars et 40°C 04,1+0,7
HM04  CO.: 700 bars a 57°C 11,3+0,2
HMO05  CO2: 550 bars et 70°C 18,7+11
HMO06  CO2: 250 bars et 40°C 07,5+0,2
HCS  n-hexane 33,1+23
Egﬁ:gz de HCO6  COy: 800 bars et 40°C 06,3+ 0,6
(50mg/L) HC11  CO2: 100 bars a 40°C, Ethanol (co-solvant) 12,8+ 1,2

HC12  CO2: 250 bars et 40°C Ethanol (co-solvant) 10,6 £ 1,0

NDGA 0,26mg/L 52,41

L’histogramme des résultats de I’activité anti-inflammatoire est représenté dans la figure
IV.6.
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Figure 1V.6 : Histogramme de I’activité anti-inflammatoire de I’huile de pépins de courge et

de melon

111.3. Activité anticholinestérase

Les résultats de 1’activité anti-cholinestérase de différents extraits de pepins de melon et ceux

de courge obtenus par les différents modes d’extraction sont représentés dans le tableau IV.3

suivant :

Tableau IV.3 : Résultats de I’activité anticholinestérase des extraits de pépin de courge et de

melon
Extrait Code Conditions d’extraction % d’inhibition
HMS n-hexane 0,00
EM Ethanol 0,00
Pépins de melon
HMO04 CO;: 700 bars 4 57°C 0,00
HMO05 CO;: 550 bars et 70°C 0,00
HCS n-hexane 150+1.2
HCO06 CO,: 800 bars et 40°C 13,1+1.2
Pépins de courge
HC11 CO>: 100 bars, 40°C, Ethanol (co-solvant) 6,4+1,9
HC12 CO2: 250 bars,40°C Ethanol (co-solvant) 140+18
Galantamine 1,5 mg/L 73,47

L’histogramme des résultats de 1’activité anti-inflammatoire est

IV.7.

représenté dans la figure
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L’activité anti-cholinestérase dans tous les extraits de pépins de melon est pratiguement nulle,
ce qui explique ’absence de substance douée de cette activité dans les graines de melon. Un
pourcentage trés faible par rapport a I’extrait de référence (Galantamine, 1,5 mg/L a 73,47%)
est observé dans les extraits de pépins de courge variant entre 6,4% et 15,0%. La aussi, on
pourrait peut-étre attribuer cette faible activité a la faible teneur de substance active présente

dans la partie insaponifiable de I’huile végétale de courge.

% d'hinnibition
= N w L U (o)} ~ 0]
o o o o o o o o
1 1 1 1 1 1 1 J

HMS EM EMO4 HMO05 HC11 HCOo6 HC12 HCS NDGA
Echantillons

o

Figure 1V.7 : Histogramme de 1’activité anticholinestérase des extraits des pépins de courge

et de melon

I11.4. Activité cytotoxique

Les résultats de 1’activité cytotoxique des extraits de pépins de melon et ceux de courge sont
représentés dans les tableaux 1V.4 et IV.5 respectivement. L’activité cytotoxique a été réalisée
sur deux lignées de cellules tumorales IGROV et OVAR, pour les extraits de pépins de melon
et ceux de courge obtenus seulement avec le CO, SC dans les differentes conditions

d’extraction.
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Tableau 1V.4 : Résultats de I’activité cytotoxique de pépins de melon

Code % d’inhibition
Conditions d’extraction
IGROV OVAR

CO;: 400 bars et 40°C HMO01 21,716 143+14
CO>: 700 bars et 40°C HMO02 223+15 147+0,9
CO: 550 bars et 40°C HMO03 18,721 112+21
CO>: 700 bars et 57°C HMO04 194+£1,0 11,4+£04
CO;: 550 bars et 70°C HMO05 194+13 12,0+2,2
CO,: 250 bars et 40°C HMO06 11,9+0,1 11,3+ 3,0
Soxhlet (hexane) HMS 23,7+0,1 12,840,1
Macération (Ethanol) EM 29,9+0,1 21,6+0,1

Dans les extraits de pépins de melon, le pourcentage d’inhibition le plus élevé dans le cas des
cellules tumorales IGROV est de 29,9%, correspondant a I’extrait obtenu par macération dans
I’éthanol. Le pourcentage le plus faible est de 11,9% et qui correspond a 1’extrait obtenu a
250 bars, a 40°C. Dans le cas des cellules tumorales OVAR, les pourcentages d’inhibition
varient entre 11,2% et 21,6%, dont le plus élevé correspond aussi a 1’extrait obtenu par

macération dans 1’éthanol.
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Tableau IV.5 : Résultats de 1’activité cytotoxique de pépins de courge

Code % d’inhibition
Conditions d’extraction
IGROV OVAR

CO;: 250 bars et 40°C HCO1 21,4+0,8 18,7+ 3,2
CO>: 400 bars et 40°C HCO02 186+ 1,4 16,0+ 0,2
CO>: 620 bars et 40°C HCO05 323+11 131+24
CO>: 800 bars et 40°C HCO06 16,2+ 0,6 11,6+0,3
CO3: 100 bars a 40°C, Ethanol (co-solvant) HC11 16,9+25 16,0£0,4
CO;: 250 bars et 40°C Ethanol (co-solvant) HC12 269+34 119+14

Dans les extraits de pépin de courge, nous avons remarqué que le pourcentage d’inhibition des
cellules tumorales est de méme ordre de grandeur que celui des pépins de melon. Ils varient
entre 16,2% et 32% pour les cellules tumorale IGROV dont le plus élevé correspond a
I’extrait obtenu a 600 bars et 40°C et le plus faible correspond a 1’extrait obtenu a 800 bars et
40°C.

Dans le cas des cellules tumorales OVAR, les pourcentages d’inhibition varient entre 11,6%
et 18,7% dont le plus important correspond a 1’extrait obtenu a 250 bars et 40°C et le plus
faible pourcentage correspond a I’extrait obtenu a 800 bars et 40°C. Bien que ces
pourcentages restent faibles, on ne peut pas négliger la présence de faible quantité de la

substance active dans nos extraits qui peut correspondre a la partie insaponifiable de 1’huile.

IV.  Conclusion partielle:

L’huile de pépins de melon et de courge contient principalement des triglycérides. Un
pourcentage trés faible représente la partie insaponifiable de I’huile et qui constitue des
phytostérols, des tocophérols ou autre substances pouvant étre a 1’origine d’une activité anti
oxydante. Nyam et al [94] ont étudié la composition en tocophérols et phytostérols dans
I’huile de pépins de melon de Kalahari par la technologie du CO. supercritique. Dans ses

travaux, la présence de ces substances dans la partie insaponifiable de I’huile était estimée a
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274mg/100g d’huile de tocophérol dans les conditions de 290 bars et 58°C. Les phytostérols

sont présents avec une concentration de 836,5 mg/100g d’huile obtenue a 300 bars et 40°C.

Une large quantité de tocophérol a également été observée dans I’huile des graines de melon
(Cucumis melo) de trois variétés, Dessert 5, hybridl et honeydew avec des teneurs respectives
de 43,2, 73,1 et 82,8 mg/100g d’huile) dont le y-tocophérol représente la teneur la plus

importante pour les trois variétés [241].

L’analyse des tocophérols dans I’huile extraite des graines de citrouille (Cucurbita pepo)
cultivée en Algérie montre une forte prédominance des isomeres B+y-tocophérol, avec des
teneurs de 1551mg/100g d’huile, une teneur plus faible en &-tocophérol (391mg/100g) est
observée [242]. Une autre étude publiée par Rabrenovic et al en 2014 [243], montre que
I’huile de pépins de six variétés de citrouille (Cucurbita pepe) est une source riche en
tocophérols (entre 38,03 et 64,11 mg/100g d’huile), stérol (entre 718,1 et 897,8 mg/100g
d’huile), squalene (entre 559,6 et 747,0 mg/100g d’huile) ;

Au-dela des vertus nutritionnelles évidentes des graines de Cucurbitacées, des études
scientifiques récentes ont révélé que les graines d’une certaine variété de courge, ainsi que son
huile pressée, peuvent présenter un grand intérét contre les problemes cardiovasculaires, tout
en ayant d’autres propriétés bénéfiques sur la santé: antioxydante, antiinflamatoire,

analgésique, insulinostimulante [136-141, 244].

Cependant et en général, les résultats de nos tests biologiques in vitro ont révélé une faible
activité anti-oxydante, anti-inflammatoire, anti-cholinestérase et cytotoxique. Cela s’explique
par la faible ou I’absence des substances responsables de ces activité dans tous les extraits.
Toutefois, il nous semble intéressant de faire une étude sur la composition de la partie
insaponifiable de 1’huile de ces pépins dans le but de caractériser de facon précise I’origine de

son ou ses activités biologiques.
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Conclusion générale

Notre travail est une contribution a 1’étude de la composition en acides gras polyinsaturés des
graines de deux cucurbitacées tres cultivés en Algérie a savoir, le melon (Cucumis melo
Inodorus) et la courge (Cucurbita moschata butternut). Le premier, dégusté cru et la
deuxieme, consommée cuite, alors que les pépins qu’ils contiennent en quantité importante

sont jetés par les consommateurs en ignorant leurs valeurs nutritives et médicinales.

De ce fait, nous nous sommes intéressés a une valorisation de ces graines en étudiant leur
composition chimique en minéraux et en acides gras. Ces derniers, ont été obtenus par
extraction classique au soxhlet ainsi que grace au CO: supercritique, puis analysés. Nous
avons ensuite tenté une évaluation de quelques activités biologiques afin de compléter un

tableau tant soit peu complete, compte tenu de leurs structures.

Les travaux réalisés ont permis de constater, d’une part, que les pépins de melon (Cucumis
melo L. Inodorus) et ceux de la courge (Cucurbita moschata Butternut) constituent une source
trés importante en minéraux bénéfiques notamment, le potassium et le magnésium, lesquels
jouent des rdles majeurs dans le maintien de paramétres biologiques de I’organisme humain.
Les teneurs en lipides des pépins de melon et de la courge sont respectivement de 30,77% et
37,8% ; ils constituent de ce fait une source non négligeable en acides gras polyinsaturés de
60,1% pour le melon et 50,7% pour la courge, dont principalement 1’acide linoléique, de la

famille des omégas-6.

En effet, I’analyse de la composition de 1’huile de ces deux cucurbitacées a révélé la présence
des acides gras couramment présents dans les huiles végétales a savoir les acides palmitique,
stéarique, oléique et linoléique. Les teneurs obtenues suite a I’extraction au soxhlet avec
I’hexane sont respectivement de 5,95%, 2,87%, 21,95 et 69,24% dans le melon et de 14,74%,
4,22%, 30,71% et 50,33% dans la courge.

D’autre part, ’extraction des huiles avec la technologie du CO> supercritique en variant les
conditions opératoires nous a permis de constater que ’augmentation de la pression induisait
une augmentation du rendement de I’huile tout en réduisant le temps d’extraction. Cependant,
I’effet de la variation de la température d’extraction est complexe du fait de I’influence

simultanée de la masse volumique du solvant et de la tension de vapeur des constituants de
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I’huile. L’ajout du co-solvant lors de I’extraction au CO> supercritique améliore nettement le
rendement d’extraction et favorise I’extraction d’autres substances telles que les polyphénols

tout en offrant en méme temps, des produits démunis de solvants toxiques.

Les conditions opératoires impactent sur la sélectivité de I’extraction et montrent que dans les
conditions appliquées, le taux des acides gras n’a pas été¢ modifi¢ et reste trés semblable au
taux obtenus par la méthode conventionnelle. Ceci est en accord avec la littérature et confirme
I’efficacité de la technologie de I’extraction par CO2 supercritique des triglycérides en raison
de leurs solubilités importantes a haute pression. Dans le but de mettre en lumiére la solubilité
de I’huile végétale dans le CO2 supercritique, nous avons calculé expérimentalement la
solubilité de nos huiles a partir des pentes des courbes qui représentent la masse de I’huile
extraite en fonction de la quantité de CO> consommée dans les différentes conditions. Les
résultats ont donné des valeurs comparables aux valeurs de la littérature et varient entre 3,74
et 15,17 mg huile/g CO> dans le cas des pépins de melon et entre 5,07 et 27,02 mg huile/g

CO; dans le cas de pépins de courge.

Nous avons correlé ces résultats avec la solubilité des huiles végétales calculées selon trois
équations développées par Chrastil, Del Valle Aguilera et Adachi. La solubilité expérimentale
de I’huile de pépins de courge a donné une meilleure corrélation avec 1’équation d’Adachi a
des pressions inferieures a 600 bars, alors que la solubilité de 1’huile de pépins de melon n’a
donné de bonnes corrélations avec aucune des trois equations. De plus, sa solubilité reste
inférieure a celle de I’huile de pépins de courge. Cela signifie que la composition de I’huile de

pépins de melon ne comporte pas autant de substances solubles dans le CO- supercritigue.

L’utilisation de la technologie du CO2 supercritique apparait comme une meilleure solution
alternative permettant de répondre a 1’exigence des industries pharmaceutiques, cosmétiques
et agroalimentaires. Elle permet de diminuer ou d’éliminer les résidus de solvants organiques
dans les produits finaux. 1l est bon de signaler que la présence de ces résidus intervient
négativement sur la qualité du produit final, spécialement en ce qui concerne le critere de

I’innocuité du produit vis-a-vis de la santé humaine et animale.

Les résultats de D’activité biologique, bien que mitigées, varient en fonction de la méthode
d’extraction. Cette derniere conditionne la polarité des substances extraites. Néanmoins, et a

I’issue de ces travaux, nous pouvons conclure que la composition en acides gras polyinsaturés
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de I’huile de pépins de melon et de courge cultivés en Algérie confere a ces huiles de bonnes

proprietés nutritionnelles et diététiques.

En guise de perspectives, il nous semble intéressant de mener une étude plus approfondie sur
la composition et la quantification de la partie insaponifiable de 1’huile obtenue par les deux
méthodes d’extraction, en optimisant les conditions opératoires. L’objectif ultime serait
d’obtenir et de fournir de plus amples informations sur la meilleure fagon d’obtenir une huile

de qualité nutritionnelle optimale.
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Fig. I. Chromatogramme des 37 étalons

Fig. 2. Chromatogramme agrandi des acides gras qui sortent entre 31 et 3240 min
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Tablean gui représente le temps de rétention des 37 éralons

Fatty acids RT (min}

Butyric Acid mmMethyl Ester Ca0 -
Caproic Actd Methyl Ester Co -
Caprylic Acid Methy Ester CE:D G943
Capric Acid Methyl Ester Cl:0 14.71
Undecanoic Acid Methy Ester Cl1:0 17.23
Lauric Acid Methyl Ester Cl12:0 19.72
Tridecanoic Acid Methyl Ester C13:0 2202
Myristue Actd Methyl Ester Cla:0 2425
Myristoleic Acid Methvl Ester Cid:l 2389
Pentadecanoic Acid Methyl Estar Cl135:0 26.36
Cis-10-Pentadecenoic Acid Meathyl Ester Cl13:1 26.12
Palmitic Acid Methy Ester Cla 2544
Palmitoleic Acid Methyl Ester Cla:l 2754
Heptadecanoic Acid Methy Ester C17:0 30.28
Cis-10Heptadecenoic Acid Methy Ester C17:1 2654
Stearic Actd Methyl Ester C18:0 32.20
Oleic Acid Methyi Ester Cl&:In%c 3186
Elaidic Acid Methw Ester C18:In%t 3l.66-31.52
Linoleic Acid Methy Ester ClH:2nbc 31.60
Linolelaidic Acid Methy Ester C18:2n6t 31.66-31.82
I'-Linolenic Acid Methyl Ester ClH:3n6 il.32
A-Linolenic Acid Methyl Ester C1H:3n3 3l.66-31.82
Arachidic Acid Methw Ester C20:0 3564

24 Cis-11-Eicosanoic Acid Methyl Ester C20:1In% 3321

25 Cis-11, 14-Ewcosadienoic Acid Meth Ester C20:2 33.14

26 Cis-#, 11, I4-Eicosatrenoic Acid Methyl Estar C20:3n6 34.H2

27 Cis-11, 14, 17-Eicosatrienoic Acid Methyl Ester C20:3n3 3528

28 Arachidonie Acid Methvl Ester C20:4n6 34.52

29 Cis-53, #, 11, 14, 17-Eicosapentaenoic Acid Methyl Ester C20:3n3 34.67

30 Heneicosanoic Acid Methyl Ester C21:0 37.25

il Behenic Acid Methyl Ester C22:0 EES. S

32 Erucic Acid Methyl Ester C22:1In% K45

i3 Cis-13, 16-Docosadienoic Acid Methy Estar C22:2 B39

34 Cis=4, 7, 10, 13, 16, 19-Docosahexaenoic Acid Methyl Estar C22:6n3 37.72

33 Tricosancic Acid Methyl Ester C23:0 40.35

ib Lignoceric Acid Methi Ester C24:0 42.11

37 Mervonic Acid Methyl Ester C24:1In% 41.64
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Résumé

Ce travail est une contribution a 1’étude de la composition en acides gras polyinsaturés des graines de deux
cucurbitacées tres cultivés en Algérie, le melon (Cucumis melo L. Inodorus) et la courge (Cucurbita moschata
Duch. butternut). L’huile a été extraite par le soxhlet dans ’hexane et par la technologie de CO- supercritique en
variant les conditions de pression et de température. Une évaluation de D’activité anti-oxydante, anti-
inflammatoire, cytotoxique et anti-cholinestérase des huiles ainsi obtenues a été réalisée. Les résultats ont
montré que les pépins de melon et de courge sont riches en lipides (respectivement 34% et 37%) et les acides
gras dominants trouvés dans les huiles sont 1’acide palmitique, stéarique, oléique et linoléique avec les taux
respectifs de 5,95%, 2,87%, 21,95 et 69,24% dans I’huile de pépins de melon et de 14,74%, 4,22%, 30,71% et
50,33% dans I’huile de pépins de courge (extraction avec I’hexane en utilisant le soxhlet). L’extraction des
mémes huiles au CO, supercritique a conduit a des résultats similaires a ceux obtenus avec le soxhlet. La
composition chimique des huiles augure un futur prometteur en termes de nutrition. Les résultats de I’activité
biologique ont révélé en général un faible pourcentage d’inhibition pour les différents extraits.

Mot clés : Cucumis melo L. Inodorus; Cucurbita moschata Duch. butternut ; huile végétale ; extraction par CO,
supercritique ; acides gras polyinsaturés ; activité biologique.

Abstract

This work is devoted to a survey of the chemical content of polyunsaturated fatty acids of the seeds of two
Cucurbitaceae grown in Algeria, namely melon (Cucumis melo L. Inodorus) and pumpkin (Cucurbita moschata
Duch. butternut). The oil was extracted by soxhlet using hexane and by supercritical CO, technology operating
under a set of pressures and temperatures. Antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic and anti-cholinesterase
activities were carried out.The results showed that the melon and pumpkin seeds were rich in lipids (respectively
34% and 37%) and major fatty acids were palmitic, stearic, oleic and linoleic acid with the respective
percentages of 5,95%; 2,87%; 21,95 and 69,24% in melon seeds oil and 14,74%, 4,22%, 30.71% and 50,33% in
pumpkin counterpart (extraction with hexane using the soxhlet; extraction by supercritical CO; technology gave
same results as compared to soxhlet as regards oils. The results of the biological activity revealed a low
percentage inhibition for the different extracts.The oil content gave an interesting nutritional profile that might
be taken advantage of.

Keywords: Cucumis melo L. Inodorus; Cucurbita Duch. moschata butternut; seeds oil; supercritical fluid
extraction; polyunsaturated fatty acids, biological activity
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