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INTRODUCTION GENERALE

Depuis que I'homme a une histoire, nous savons qu’il a montré de I'intérét pour les lipides.
Au travers des textes les plus anciens, on trouve trace de cette connaissance. St les Egyptiens
savaient isoler les huiles et les graisses et Jes utiliser a diverses fins, on ne peut oublier que
déja I"homme préhistorique savait s’ éclairer en briilant des graisses.

Si les corps gras étaient connus et utilisés pour leurs différentes propriétés depuis les temps
les plus €loignés, il faut attendre la fin du XV1le¢ siecle pour voir les débuts de la connaissance
chimique des corps gras, avec les travaux de OTTO TACHEN.

("est CHEVREUL au X1Xe siécle qui va faire progresser la connaissance des corps gras
d'une fagon décisive. 1l travaille a 'analvse d’un savon préparé a partir de graisse de porc et
de potasse. Cest le point de départ dune séric de travaux consacrés aux corps gras qui vont
s¢ dérouler sur une dizaine d années. Dans {es conclusions de son traité, CHEVREUL décrit
les huiles et graisses comme des mélanges de combinaisons de la glycérine anhydre avee des
acides stéarique, margarique, oléique, butyrique et phocénique (KLERE, 1992).

l.es plantes, véritables usines de la nature, produisent des métabolites primaires (glucides,
lipides, protéines) et des métabolites secondaires (terpénes, alcaloides ete...). Les premiers
concernent essenticllement alimentation et les seconds, la santé.

Les huiles végétales (lipides) sont extraites des différentes parties des plantes oléagineuses,
notamment des graines (arachide, tournesol, colza, soja) et de la pulpe des fruits (olive, noix
de palme, safou).

Depuis quelques annces, fa culture d oléagineux intéresse de plus en plus des industries
chimiques. Iin effet, dans les années 60, les surproductions céréaliéres répétées, ont déclenché
aux Etats Unis d”Amérique, un vaste programme international d’exploration de nouvelles
plantes sauvages présentant des acides gras nouveaux pouvant intéresser I'industric chimique,
"objectif étant une diversification des cultures {(EARLE ct al, 1959 ; WHITE et WOLFF,
1968). Deux organismes ont dirigé ce programme, le U.S.A.D (United States Department of
Agriculture) et le N.R.R.C (North Regional Research Center). On découvrit 75 acides gras
nouveaux sur cnviron 800 espéces examinées (PRINCEN, 1979).

Le Congo a des potentialités encore inexploitées qui peuvent étre valorisées. Qutre le palmier
a huile et I'arachide, les conditions climatiques et pédologiques favorisent bien le
développement d’autres spéeulations oléagincuses telles que : le safoutier, le raphia, le
sésame, les cucurbitacées etc...

Le Congo importe actuellement plusicurs tonnes par an de maticre grasse d origine vépétale
{plus de 5476 tonnes de 2003 4 2005). La capacité de production du pays en graines ou fruits,
ol¢agineux est pourtant trés considérable. Apres I'indépendance acquise en 1960, jusque dans
les annédes 80, le Congo produisait de quantités appréciables d huile d’origine végétale (huile
de palme, huile d’arachide).

Souvenons-nous qu’en Irance, Thuile d arachide était massivement importée des colonies ct
d"autres pays producteurs pour 'alimentation humaine.

St la culture d arachide ou de palmier a huile a été encouragée par I'Litat, celle des
cucurbitacées n"en est point. L agriculture « priorité des priorités » a ¢t¢ malheureusement
ignorée au profit du secteur pétrolier. Ein plus, des troubles successifs depuis 1993, surtout
dans les régions sud du pays ont fortement perturbé la culture des plantes oléagineuses dont
les cucurbitacées. Clest pour cette raison qu’une politique de valorisation ou de revalorisation
des plantes oléagineuses présentes au Congo est néeessaire pour faire face au déficit énorme
des matiéres grasses d’origine végétale. En dchors des huiles importées, la consommation des
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huiles par les ménages peut &tre ventilée entre deux especes oléagineuses, le palmier & huile et
I"arachide.

Dans fc cadre d une ¢tude systématique des oléagineux du Congo. notre atiention a ¢té
retenue par les cucurbitacées pour plusieurs raisons :

e les graines de cucurbitacées ont unc teneur en lipides tres élevée. Ces huiles sont de
bonne qualité ; elles présentent également une bonne teneur en protéines

s les cucurbitacées sont cultivées dans toutes les régions du Congo

e ce sont les plantes polyvalentes, cultivées pour leur pulpe, leurs fruits et leur feuillage
a des fins alimentaires ¢t médicinales

les cucurbitacées peuvent présenter un intérét économique considérable pour la production
d’huile consommable. De ce point de vue, la richesse en huile des cucurbitacées est
remarquable.

Au Congo, la culture des cucurbitacées nest pas destinée a fournir 'huile de table ou de
friture mais uniquement des graines pour la consommation humaine.

Nous avons donc entrepris exploration de la composition en huile de toute une série de
cucurbitacées du Congo de fagon & procéder a une sélection des variétés les plus intéressantes
du point de vue de la productivité et de la qualité alimentaire. Sur chaque variété, une étude de
la variabilit¢ génétique des caracteres suivants est déterminée : production cn masse et en
nombre de graines, production d’huile, qualité de 'huile (teneur en triglycérides, taux
d'msaturation des acides gras). Une ¢tude comparce des huiles de graines des cucurbitacées
comestibles et non comestibles a ¢té néeessaire afin de dégager Iintérét alimentaire de celles-
¢i. Nous voulons par cette étude approfondir fa connaissance fondamentale des cucurbitacées
tant du point de vue physico-chimique que nutritionnel en vue de dégager leur intérét dans
"alimentation humaine et animale.

Notre travail s articule ainsi en cing chapitres.

Dans le premier chapitre, nous faisons une revue bibliographique de la biochimie des hpides
végdtaux. Cette mise au point bibliographique nous a semblé utile et néeessaire dans ce
domaine de recherche tres compétitif des lipides afin de bien comprendre Iintérét de notre
¢tude sur les cucurbitacées.

Le scecond chapitre concerne 'étude des caractéristiques physicochimiques et potentialités
technologiques des huifes des cucurbitacdes alimentarres du Congo. Ce chapitre ayant fail
I"objet d'un mémoire de diplome dlingénicur, nous a fortement mcité & poursuivre nos
recherches sur les cucurbitacées. Ce sccond chapitre répond done aux potentialités de la
technologie des cucurbitacdes.

¢ troisicme chapitre concerne la nature ¢t composition des classes lipidiques de quatre
especes de cucurbitacées alimentaires. Nous abordons & partir de ce chapitre la biochimie
(¢tude du nutriment) des cucurbitacdées,

Dans le guatricme chapitre nous abordons la composition et la variabilit¢ de la fraction
plycéridique des lipides de quatre especes de cucurbitacées alimentaires, afin d'évaluer d’une
part l¢ degré d’homogénéit¢ des semences ct, d'autre part de mettre en évidence les
différences iterspéeifiques.



Le dernier chapitre concerne 1étude des lipides de Luffa cyvlindrica. sa valorisation
alimentaire et ¢tude comparative avee les cucurbitacces consommees au Congo. Le Luffa
evlindrica n°étant pas consommeé au Congo, nous voulons & travers cette ¢tude, marquer notre
intérét sur cette espece afin de dégager son importance alimentaire.

Le document se termine par une conclusion qui reprend et résume les principaux résultats puis
ouvre quelques perspectives de recherche qui pourront étre discutées.



CHAPITRE 1

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
DE LA BIOCHIMIE DES LIPIDES VEGETAUX

I. FORMATION DES RESERVES LIPIDIQUES DANS LES GRAINES
OLEAGINEUSES

Au cours de leur maturation, les graines des plantes oléagineuses s enrichissent
considérablement en lipides. Laccumulation de ces lipides de réserve dans les différentes
especes a {ait I'objet de plusieurs travaux : études sur le carthame (SIMS et al., 1961), le colza
(APPELQVIST, 1975 ; CHERIF, 1975), le tournesol (CHERIF et MAZLIAK, 1978 ; TRIKI,
1891 ; MONGA et al., 1983).

I."accumulation des lipides suit la méme cinétique dans toutes les especes. On distingue en
général trois phases dans cette accumulation. La premiére phase est une période de latence ou
la synthese des lipides est faible. Les cotylédons des graines renferment alors trés peu de
lipides. Durant cette phase de latence, les tissus sont probablement dépourvus d’enzymes
intervenant dans la lipogenése.

La deuxitme phase est caractérisée par une synthése active des lipides neutres ct plus
particulicrement des triacylglycérols (TAG).

La phase finale est une période ot la synthése lipidique diminue ; ce ralentissement des
synthéses coincide avec la déshydratation des graines. Bien des points demeurent obscurs
cependant quant aux mécanismes de syntheése et aux organites cellulaires intervenant dans la
formation des TAG.

Grice aux ¢tudes au microscope ¢lectronique effectuées sur des graines mires, on sait que les
lipides sont contenus dans les « oléosomes » (GURR, 1980).

Les oléosomes sont des amas, généralement sphériques, de TAG entourés d’une enveloppe
constituée de phospholipides. Les oléosomes sont done au niveau de la cellule des graines
oléagincuses des organites subceellulaires d’accumulation des TAG.

Ces oléosomes sont délimités par un scul feuillet phospholipidique dans lequel sont intégrées
des protéines membranaires spécifiques de ces organites, les ol¢osines (VANCE et HUANG,
1987 ; MURPIY ¢t CUMMINS, 19894, b ; MURPHY, 1990 ; TZEN ¢t al, 1990 ; HERMAN
ctal, 1990 ; KALINSKI et al, 1990). '

Plusicurs hypotheses ont ¢¢ ¢mises concernant Porigine des oléosomes (figure 1).

Dapres les travaux de WANNER et THEIMER (1978) ;. WANNER ct al, (1981), les
ol¢osomes dérivent de la membrane du réticulum endoplasmique ou de Penveloppe du plaste.
La premicre hypothese selon ces auteurs suggere que les TAG, synthétisés au niveau du
réticulum endoplasmique s’accumuderaient entre fes deux feuillets membranaires et scraient
libérés dans le cytoplasme sous forme d'une gouttelette lipidique limitée par une demi-
membrane.
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Figure 10 Schéma itlustrant les deux hypothéses proposées
pour la formation des oléosomes.

Selon la seconde hypothese, les TAG synthétisés s’accumuleraient dans le cytoplasme sous
forme de gouttelettes hipidigues qui présenteraient a un certain stade de développement des
contacts avee le réticulum endoplasmique. Une demi-membrane pourrait alors étre synthétisée
autour de ces gouttelettes suivies d'une synthese de protéines membranaires. Ce modele a été
propos¢ a partir d"une ¢tude réalisée sur "accumulation in vitro des TAG (STOBART et al,
1986) et a ¢té¢ renforcé par la mise en évidence d'un décalage dans le temps entre
"accumulation des TAG a la synthese des oléosines (MURPHY ¢t CUMMINS, 1989b). Des
travaux réalisés chez le soja ont mis en évidence la synthese simultanée d’une oléosine et des
TAG (HERMAN ct al, 1990).

Dans les akénes de carthame en développement. plusicurs travaux réalisés « n vitro » ont
montré que les microsomes sont phiqués dans a désaturation de oléyl-CoAL Le linoléate
produit est incorporé dans la phosphatidylcholine servant de précurseur pour la synthése des
TAG (STYMNIL et APPELQVIST, 1978 ; SLACK et al, 1979 : BROWSIL: et SLACK, 1983 ;
STYMNIS et al, 1983 ; STOBART ct al, 1983 ; STOBART ct al, 1985; STYMNE et
al,1984a). Ces résultats  indiguent qu'a Porigine  Poléosome  est i¢ au  réticulum
endoplasmique. La séparation a licu quand olcosome est chargé en TAG.

Les imceantsmes de brosynthese des TAG commiencent i Ctre ¢lucidés.

Trois voies biochimuques sont proposées.
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La syntheése des TAG dans les eraines oléagineuses se réaliserait de la méme fagon que chez
les animaux, selon la voie déerite par KENNEDY (1961,

Cette voie est résumée par la figure suivante

acnyoA

acyl CoA

S (}«B-P/;p lyso PA—p PA

DAG —p TAG

acylféoﬁx

Figure 2 : Synthese des triacylglycérols selon la voie classique.

La deuxiéme voie de biosynthese a ¢té proposée par ROUGHAN et SLACK (1982), SLACK

et al (1979).

I:n utilisant les cotylédons de lin, soja ¢t carthame en présence de L2'3I{]—gly'cérol et de |17
(" J-acétate, ces auteurs ont montré que les précurseurs sont incorporés d’abord dans fa PC,
puis dans les DAG et TAG. Leurs résultats suggerent que les DAG proviennent du PC plutét
que de PA. Ces résultats furent confirmés par les travaux de STYMNE et APPELQVIST
(1978), APPELQVIST (1980), apres utilisation de [17"C)-oléate sur les microsomes des
cotyledons de carthame. La figure 3 illustre la voie proposée par ROUGHAN et SLLACK

(1982).

J— e e PC
M16:0 1801, 2, 3
(R N
L. pc
CMP
CoP choline
P 16:0 18:1, 7, 1
1o -
he. 11
4 e LAG
A
A . L1IA
K" 16:0, 18:1 CuA
-3

oz |
!
-

-t

acyl Coh

™~

PAG

S —

16:0 18:2, 3
PC

cup

COP choline

Y60 1ge, 3

OH

CoA

Figure 3 Synthese des triacylglyceérols selon la voie proposce
par ROUGHAN et SLACK (1982)



Dapres les travaux de STYMNE et al, (1983). STOBART et al, (1983). STYMNE et
STOBART (1984b, 1985), la synthese des TAG dans les cotylédons de carthame se fait
principalement selon la voie de KENNEDY. En mettant en incubation des microsomes de
carthame en présence de sn-glycérol-3-p et de [1—14C‘]—01éate, ils ont montré que :

- l'oléate de 'oléyl-CoA est sélectivement transféré en position 2 du PC

- D’oléyl-PC est désaturé en linoléyl-PC

- le linoléate nouvellement formé est transformé en acyl-CoA

- finalement s¢ produirait une acylation du sn-glycérol-3-p avec formation

d’acide phosphatidique, puis on aurait la chaine finale de réaction :

PA -----> DAG -----> TAG

STOBART et STYMNE (1985) ont proposé le schéma suivant :

PA DAG
18:2, 1, 0, 16:0 i8:2, 1, 0, 16:0 18:2, 0, 16:0
18:2, 1 18:2, 1 18:2 ————————3=TAG
OH IH acyl-CoA
~ \\\ COP-choline-
CMP
oléate
IH + poo] 8:2, 1, 0, 16:0
————-———-}-
OH d'acyl-Colf —~€—— o /}18:2, 1
linoléate
P choline
glycérol-3-P PC

Figure 4 : Voie de biosynthese des triacylglycérols
sclon STOBART et STYMNI: (1985)

Ces auteurs ont montré en outre que :
o ["¢quilibre entre les DAG et le PC est da a la cytidine-5"-diphosphate diacylglycérol
choline phosphotransférase (SLACK et al, 1979)
e [I'échange entre les acyl-CoA et le PC est catalysé par la lysophosphatidylcholine acyl
transférase. Cette réaction cnzymatique est également réversible (STYMNE et
STOBART, 1984a).
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H. UTHLISATION DES RESERVES LIPIDIQUES DANS LES PLANTES
OLEAGINEUSES.

Les réserves lipidiques stockées dans les graines oléagineuses sont activement hydrolysées au
moment de la germination. Les produits d’hydrolyse sont soit oxydés pour fournir de
I"énergic nécessaire a la croissance de la plantule, soit transformés en glucide au niveau de
I'embryon. La nucléogeneése nécessite D'intervention de plusieurs organites cellulaires :
ol¢osomes (sphérosomes), glvoxysomes, mitochondries et enzymes solubles cytoplasmiques.

1. Hydrolyse des réserves

La majeure partie des réserves lipidiques est dégradée pendant les cing premiers jours de la
germination. Cette dégradation est P'ceuvre des lipases présentes dans les cotylédons. Dans
I"albumen des graines de ricin on a pu mettre en évidence deux lipases actives : une lipase
acide associée aux oléosomes hydrolysant les tri- et diacvlglycérols avec un maximum
d’activité au deuxiéme jour de la germination et une lipase alcaline hydrolysant les
monoacylglycérols. Cette enzyme serait liée aux glyoxysomes (MUTO et BEEVERS, 1974).
Dans le cas des autres especes étudiées, une seule lipase alcaline a été détectée.

2. Cycle glyoxylique

Les produits de fa lipolyse ne s’accumulent pas dans les graines. Les travaux de BEEVERS
(1980Y dans I'albumen de ricin montrent qu'ils sont transformés en succinate dans les
organites spéeialisés, les glyoxysomes, par les enzymes de la B-oxydation puis celles du cyele
glyoxylique. Les mitochondries interviennent dans la transformation du succinate en malate.
Une partic du malate est reprise dans le cycle de KREBS ct sert de substrat pour les
oxydations terminales. 1 autre partic est convertie en glucose par les enzymes solubles du
cytoplasme. La transformation des lipides en sucres a done lieu dans les compartiments
différents 5 elle est factlitée par la proximité des organites cellulaires. La coopération entre
organites implique le transport des métabolites d’un compartiment a un autre. Jusqu’a présent
les méeanismes de ce transport ne sont pas connus. Les différentes étapes sont résumées dans
la figure S.
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La figure 6 nous montre une présentation générale du métabolisme des lipides dans la graine

en germination.

4 Cytosol

Oxaloacgtate

Acide gras AcetylCoA
Spherosomsg NADH,,
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NADH
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Figure 6 : Métabolisme des lipides dans la graine en germination

(TREMOLIERES, 1988)

I11. DIVERSITE DES ACIDES GRAS ACCUMULES DANS LES TRIACYL-

GLYCEROLS (TAG).

I. Structure d’une molécule de TAG

La structure des TAG a pour base une molécule de glveérol dont les trois groupes hyvdroxyvles
(OH) sont estérifiés au groupe carboxylique (COOH) de trois acides gras (figure 7). La
molécule de TAG ne présente pas de syvmétrie, et les trois carbones de squelette glvcérol
peuvent étre considérés comme distincts. Un numéro est attribué a chaque carbone,
déterminant ainsi leur position stéréochimique dans la molécule de TAG.
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L’incorporation des acides gras aux différentes positions du glycérol n’est pas faite au hasard.
En régle générale, les acides gras saturés occupent les positions sn-1 et sn-3 du glveérol, avec
une préférence pour la position sn-1, et les acides gras poly-insaturés en C;g occupent la
position sn-2 ( HILDITCH et WILLIAMS, 1964 ; GUNSTONE et al., 1965 ).

( )
Fixation des Synthése des
® 0 X .
: acides gras acides gras
Hy— € — 0—C —R <
0
H v o ((ACYLTRANSFERASES ) ACIDES GRAS
g *f. HETA
e i f 0 < ELONGASES
I DESSATURASES
Hy-— C~— 0—C—R €
o
— .,

Figure 7 : Structure d’une molécule de triacylglycérol et présentation
schématique des enzymes impliquées dans la synthese
des lipides de réserves. R : chaine acyle de I'acide gras.

Concernant les acides gras peu communs, leur répartition dans les trois positions du glvceérol
dépend de I'espece. L'acide caprique (Cjy) ct laurique (Cjp2) peuvent occuper les trois
positions du glycérol chez certaines variétés de Cuphea (Cuphea lanceota par exemple
ROBBELEN et HIRSINGER, 1982) de méme que les acides gras a tres longue chaine
(AGTLC) en Cy et Cy chez 'espece Limnanthes alba (NIKOLOVA-DAMYANOVA et al,
1990 ; LARDANS et TREMOLIERES, 1992). Par contre, dans les graines de variétés de
colza riches en acide érucique (Cyz 1), cet acide occupe la position sn-1 et sn-3 du glveérol et
est totalement exclu de la position sn-2 (APPELQVIST, 1975 ; BROCKERHOFF, 1975 ;
NORTON et HARRIS, 1983). La structure finale des TAG met en jeu de nombreuses étapes
enzymatiques qui peuvent étre regroupées en deux catégories :
e les enzymes impliquées dans la syntheése des différents types d’acides gras (complexe
acide gras synthétase, désaturases, €longases )
e les enzymes catalysant la fixation de ces acides gras sur le squelette glveérol
(acyltransférase) (figure 7).

2. Acides gras saturés ou monosaturés en ;¢ et Cig

La synthese de ces acides gras a lieu chez les végétaux supérieurs essenticllement dans le
chloroplaste des tissus photosynthétiques (WEAIRE et KEKWICK, 1975 ; YAMADA et
USANI, 1975 ; VICK et BEEVERS. 1978 : OHLROGGE et al, 1979 ;: ROUGHAN et al..
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1979 ; BROWSE ¢t SLACK, 1985). Une synthése a été mise en évidence dans les
mitochondries végétales, mais celle-ci est négligeable par rapport a la source principale
d’acides gras qu’est le chloroplaste (CHUMAN ¢t BRODY, 1989).

Dans les plastes, la synthése des acides gras consiste en une série de cycles de condensation
de malonyl-ACP (donneur de C;) avec un résidu acyl lié au site actif de la 3- kétoacyl-ACP-
synthétase (HARWOOD, 1988 ; BROWSE et SOMERVILLE, 1991). A chaque cycle de la
réaction, 2 atomes de carbone sont ajoutés i une chaine acyl. Le produit final, le Cyq ¢-ACP
peut étre allongé en C;3.9-ACP qui peut étre désaturé en C;3.-ACP. Le transfert de ces acides
gras dans le cytoplasme nécessite 'hydrolyse de 'acyl-ACP qui est catalysée dans le
chloroplaste par une acyl-ACP thioestérase (OHLROGGE et al, 1978). L’acide gras libéré
peut traverser les deux membranes du chloroplaste pour étre fixé sur une molécule de CoA
grace a une acyl-CoA synthétase localisée dans I'enveloppe externe du plaste (JOYARD et
DOUCE, 1977 ; ROUGHAN et SLACK, 1977 ; OHLROGGE et al, 1979). Les acyl-CoA,
solubles, sont véhiculés dans le cytoplasme ct principalement dirigés vers le réticulum
endoplasmique pour étre utilisés comme substrats des enzymes du métabolisme lipidique.

3. Acides gras polyinsaturés en Cyg

Les acides gras poly-insaturés en Cig somnt syuthétisés par un processus de désaturation de
I’oléate (Cy5 1) en linoléate (Cyg0) (SLACK et al, 1978 ; STYMNE et APPELQVIST, 1978 ;
STOBART et STYMNE, 1985) et du linoléate en linolénate (Cig 3) (BROWSE et SLACK,
1981). La réaction de désaturation est réulisée aprés estérification de l'acide gras a la
phosphatidylcholine qui fait intervenir une acyl-CoA : lvso PC-acyltransférase (STYMNE et
APPELQVIST, 1978 ; STYMNE et al, 1983 ; STYMNE et STOBART, 1984 ; STYMNE et
STOBART, 1985). La désaturation de 1'oléate (Cy3.1) en linoléate (Cig2) et du linoléate en
linolénate (Cig.3) est catalysée par une Az désaturase (GENNITY et STUMPE, 1985) et une
Ais désaturase (FERRANTE ¢t KATES, 1986) respectivement. Ces enzymes sont localisées
dans le réticulum endoplasmique et nécessitent la présence d'une chalne de transport
d’électrons (HARWOOD, 1988).

4. Biosynthese des triacylglycérols (TAG)

4.1. Acylation du diacylglycérol (DAG)

L’enzyme acyl-CoA (ou acyl-ACP) sn-1.2-diacylglyeérol acyltransférase (DAGAT) catalyse
I’acylation en position sn-3 du squelette de glycérol d'une molécule de DAG et représente la
seule enzyme responsable de la biosynthése des TAG. Elle est localisée dans les membranes
microsomales, essenticllement dans le réticulum endoplasmique, dans les graines ou les fruits
en développement et dans les graines en germination. Dans les feuilles la DAGAT est
localisée dans les membranes de I'enveloppe chloroplastique. Elle est plutdt spécifique aux
acylthioesters-CoA saturés et peut vraisemblablement utiliser aussi des acylthioesters-ACP.
Les TAG s’accumulent dans les plastides dans de faibles proportions mais leur taux peut
augmenter de fagon significative dans des conditions de stress, conditions sous lesquelles la
DAGAT convertit le DAG libéré par dégradation des membranes lipidiques
(déphosphorylation de PA) en TAG correspondant (figure 8).
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Figure 8 : Biosynthése des TAG

4.2. Les triacylglycérols polyinsaturés

Chez de nombreuses espéces végétales, les TAG sont estérifiés avec des acides gras en Cig
poly-insaturés. Depuis quelques années, les recherches sur les lipides de réserve se sont
orientées vers I’élucidation des mécanismes responsables de la synthése de tels TAG (figure
9).

Des expériences de marquage et des études enzymatiques ont montré que PC (et en proportion
moindre PE) était un intermédiaire clef et que deux activités enzymatiques étaient impliquées
dans le transfert de chaines poly-insaturées de PC sur les DAG. La cholinephosphotransférase
catalyse non seulement la conversion des DAG en PC, mais aussi la réaction inverse sans
aucune spécificité vis-a-vis de I’espéce moléculaire du substrat (GRAY et KEKWICK, 1996a,
b) . Via cette activité, les pools de PC et DAG sont équilibrés et I’espece DAG s’enrichit en
acides gras poly-insaturés en Cys.

Les thioesters de CoA correspondants sont produits par une réaction réversible de trans-
estérification des groupes acyles (en position sn-2 de PC) catalysée par la lyso-PC
acyltransférase (LPCAT). Les thioesters de CoA en Cjg et poly-insaturés deviennent alors
substrats de la DAGAT. De plus, le pool en acyl-CoA peut approvisionner les
acyltransférases, la G-3-P-acyltransférase (GPAT) et la lyso-PA-acyltransférase (LPAAT), en
substrat, ainsi du linoléyl-CoA ou du linolényl-CoA peuvent étre directement incorporés sur
PA, préférentiellement en position sn-2 (FRENTZEN, 1993) (figure 9).

Les échanges de chaines acyles semblent étre un fait communément rencontré non seulement
dans les graines mais aussi dans les feuilles. Toutes les réactions d’acylation semblent étre
catalysées par des enzymes différentes et spéeifiques mais ceci n’est pas encore trés bien
clarifié.

4.3. Les acides gras « particuliers »

Les triacylglycérols constituent une reserve d’acides gras « particuliers ».

Naturcllement, les TAG permettent A la cellule de stocker des acides gras dits « particuliers »
ou peu communs tels que 'acide ricinoléique (Cyz-1, 12-OH), des acides gras a chaines de
longueur moyenne tels que 'acide caprique (Cyo) ou a trés longues chaines comme par
exemple Pacide érucique (Czz4). Plus de 300 acides gras différents sont répertoriés comme
pouvant &tre stockés dans les TAG. Tous ces acides gras possedent des propriéiés
intéressantes  pour des valorisations industriclles ; ¢’est pourquoi tout un domaine de
recherche s™est développé autour de la compréhension des méeanismes responsables de leur
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biosynthese (surtout via des approches géndtiques) en vue de favoriser leur accumulation et
permettre une production suffisante pour constituer de nouvelles huiles a hautes valeurs
ajoutées dans des domaines aussi divers que la svathese de réactifs. industrie des détergents
et des lubrifiants, et I'industrie agroalimentaire (figure 10).
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Figure 9 : Biosynthése des TAG comportant
des acides gras polyv-insaturés en C18

4.3.1. L acide ricinoléique

L’acide ricinoléique est le seul acide gras hydroxylé commercialisé & I'heure actuclle.

La biosynthése de I'acide ricinoléique & partir de l'acide oléique a €te relativement bien
étudiée par BAFOR et al, 1991 ; RICHARDS et al., 1993. Cet acide gras est synthétisé dans la
graine de ricin (Ricinus communis) par hydroxylation du C,» de I'acide oléigue et représente
plus de 90% des acides gras de cette graine (HILDITCH et WILLIAMS, 1964). Le substrat de
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I’hydrolase est done 1'acide oléique estérifié en position sn-2 de PC. Le ricinoléate est ensuite
relargué sous forme d’acide gras libre avant d’étre incorporé dans les TAG. Il est en effet
présumé qu’une phospholipase A2 hydrolyse spécifiquement ’espéce PC hvdroxylée pour
former le lyso-PC et libérer les acides ricinoléiques convertis en acyl-CoA correspondants par
une acyl-CoA synthase que ’on trouve dans les microsomes de ricin. Ce thioester est substrat
de la DAGAT et suit le méme chemin métabolique qu’un acide gras poly-insaturé pour la
biosyntheése des TAG.
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Figure 10 : Intéréts industriels des huiles modifiées (MURPHY, 1994)

4.3.2. Acides gras a chaine de longueur moyenne

De nombreuses thioestérases acyl-ACP. responsables de la formation d’acides gras a chaines
de longueur moyenne ont été isolées chez diverses especes de plantes (TOPFER et al. 1995).
Une acyl-ACP thioestérase spécifique aux chaines acyles de longueur moyenne, a ¢été extraite
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de graines d’un laurier de Californie, purifiée et séquencée. Exprimée dans le génome du
colza, I"enrichissement obtenu en acide laurique est de 40% (espéce trans-génique colza
canola) (LASSNER, 1997).

4.3.3. Acides gras a trés longues chaines

Un complexe pluri-enzymatique est responsable de ['élongation des acides gras dans le
réticulum endoplasmique des cellules végétales. Les composantes de ce complexe ont été
solubilisées et partiellement caractérisées sur des graines de Lunaria amma et Limmanthes
alba. Les mécanismes biochimiques mis en jeu ressemblent a ceux du complexe FAS
localisés dans les plastides. La différence essentielle réside en le fait que le complexe
¢longase est membranaire et utilise des acyl-CoA comme substrats plutdt que les acyl-ACP
(MURPHY, 1994).

4.3.4. Acides gras époxydés et comportant des doubles liaisons conjuguées

L époxydation d’acides gras et la formation de doubles liaisons conjuguées sont fréquemment
observées chez un grand nombre de plantes (en particulier de type ol€agineux). La
localisation et les mécanismes d’action des oxygénases impliquées dans leur biosynthése
n’ont pas été encore déterminés. Cependant il semble fort possible que se soient des enzymes
membranaires, localisées dans le réticulum endoplasmique (en raison de la localisation des
autres acides gras modifiés). Ces produits présentent un intérét industriel tel, que 1'on peut
imaginer que des progrés rapides seront faits dans ['¢lucidation des processus de leur
formation (MURPHY, 1994). L’acide vernolique (dérivé de Vernonia galumensis par
exemple) est 'acide époxylé le plus utilisé. Il présente un intérét dans l'industrie des
plastiques, des revétements et des peintures.

Ces acides gras « particuliers sont vraisemblablement incorporés dans les TAG, via le
glycérol-3-phosphate. Il n’y a pas de mécanisme général de synthése de tels TAG. il
semblerait plutdt que chaque espece ait un mécanisme spécifique et particulier & chaque acide
gras. Une fois les TAG formés, il est admis qu’ils s’accumulent dans des gouttelettes
lipidiques (oléosomes), dans le réticulum endoplasmique.

5- Biosynthése des glycérolipides

Les glycérolipides représentent de loin le plus grand groupe de lipides chez les plantes. Ce
groupe inclut les glycodiacylglycérolipides et les phosphoglycérolipides, lipides polaires qui
constituent les membranes des cellules végétales, et les acylglycérols tels que les TAG, lipides
de réserves. Les glycodiacylglycérols sont caractéristiques des membranes plastidiales tandis
que les phospholipides sont majoritaires dans les membranes extraplastidiales.

Les végétaux supérieurs possedent deux voies métaboliques distinctes pour la synthése des
glycérolipides : la voie métabolique procarvote, a I'intérieur de I’enveloppe chloroplastique et
la voie métabolique dans le réticulum endoplasmique (HEINZ et ROUGHAN, 1983). Nous
n’aborderons ici que la seconde voie.



5.1. La voie extrachloreplastique

Cette voie est aussi appelée voie eucaryote (KINNEY., 1993 ; BROWSE et SOMERVILLE,
1991). La synthése des glycérolipides dans le réticulum endoplasmique commence par deux
réactions d’acylation qui consistent en un transfert des acides gras libres issus de la synthése
de novo sur le glycérol-3-phosphate par ’action de deux acyltranstérases pour former 1'acide
phosphatidique (PA). Ces acyltranstérases utilisent des substrats de type acylthioesters de
CoA, hydrosolubles. pour produire PA, hautement enrichi en Cyg, en position sn-2,
caractéristique de la voie extrachloroplastique.

L action d’une phosphatase spécifique convertit PA en diacylglycérol (DAG). Comme pour la
voie chloroplastique, PA peut réagir avec une molécule de cytidine-5’-triphosphate (CTP). Il
en résulte la formation de CDP-DAG.

Le DAG et le CDP-DAG sont les précurseurs de PG, PS, PC, PE, P, phospholipides
constituant les membranes extrachloroplastiques.
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Figure 11 : Schéma de la biosynthese des glveérolipides dans le compartiment
extrachloroplastique

Schématiquement, il existe trois voies de synthése des phospholipides (PL) : les PL
synthétisés de novo a partir du DAG, ou bien & partir du CDP-DAG ou encore par des
réactions d”échanges de tétes polaires entre différents PL.

5.1.1. Syntheése des phospholipides a partir de CDP-DAG

5.1.1.1. Biosynthese du phosphatidylinositol (P1)

La PI synthase catalyse la réaction entre 'inosito! libre et le CDP-DAG. Elle nécessite la

présence d’un cation divalent tel que Mg”™ ou Mn”" et elle est plus spécifique a I'espece
(Cis:0/Cr5 2)-PL
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Figure 12 : Biosynthese de Pl



5.1.1.2. Biosynthese de la phosphatidylsérine (PS) et de ses métabolites

La PS est essentiellement produit via 'activité du PS synthase (détectée dans de nombreux
végétaux) qui catalyse la réaction entre la L-sérine et le CDP-DAG.
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Figure 13 : Biosynthése de PS

Chez de nombreuses espéces de plantes, la PS contient des acides gras a trés longues chaines
que I'on ne trouve dans aucune autre classe de lipides. Ceci suggere que les acides gras de PS
puissent étre précurseurs des lipides épidermaux et PS jouerait alors le role de transporteur de
groupes acyles. La phosphatidylsérine peut étre décarboxylée en phosphatidyléthanolamine
(PE) par action d’une PS décarboxylase (figure 14).
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Figure 14 : Décarboxylation de PS

PE est alors méthylée en phosphatidylcholine (PC) par action de deux N-méthyltransférases
qui utilisent la S-adénosylméthionine (SAM) comme donneur de méthyle (figure 13).
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Figure 15 : Méthylation de PE
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Cette voie de syntheése de PC a partir du CDP-DAG reste encore trés discutée chez les plantes.
5.1.2. Synthése des phospholipides a partiv du DAG

5.1.2.1. Biosyntheses de la phosphatidyicholine (PC) et de la phosphatidyléthanolumine (PE)
(voie nucléotidigue)

La PE peut étre synthétisée chez les plantes comme dans toute cellule eucaryote, en trois
étapes a partir d’éthanolamine libre. La phosphorylation de 1"éthanolamine par I’éthanolamine
kinase, dépendante d’ATP, conduit a la phosphoéthanolamine qui réagit a son tour avec du
CTP pour former, apres libération de pyrophosphate inorganique, la CDP-éthanolamine.
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Figure 16 : Biosynthese de PE

L activité phosphoéthanolamine cytidylvitranstérase qui serait I"unique responsable de la
formation de la CDP-éthanolamine a été détectée dans les mitochondries de cellules de ricin,
tandis que les substrats sont produits dans le cytosol et les produits utilisés dans le réticulum
endoplasmique.

Le groupe phosphioéthanolamine du CDP-éthanolamine est ensuite transféré en C; du 1,2-
diacylglycérol et conduit a la phosphatidyléthanolamine.

La phosphatidylcholine peut étre synthétisée a partir de choline libre (figure 17).
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Figure 17 : Biosynthese de PC

La choline phosphate cytidylyltransférase, responsable de la formation de la CDP-choline et
localisée dans le réticulum endoplasmigue ou dans le cytosol, semble jouer un réle
déterminant dans la régulation de la biosynthese de PC.

De plus, la biosyntheése de PC a partir de choline libre est sans doute une voie minoritaire chez
les végétaux supérieurs. La source de choline libre qui pourrait étre de la phosphocholine
stockée dans le cytosol, ne semble pas étre une source suffisante pour expliquer la biosynthése
totale de la PC. Il semble raisonnable de penser que, dans la plupart des tissus de végétaux, a
la fois PC et PE dérivent de I’éthanolamine.

5.1.3. Echange de tétes polaires

Comme dans les cellules animales, 1l existe dans les cellules végétales, des enzymes capables
de catalyser des réactions d’échange de tétes polaires entre différents phospholipides. La
réaction la mieux caractérisée est la synthese de PS par échange de sérine avec la téte polaire
de PE. Cette réaction est réversible et catalysée par une enzyme microsomale, dépendante des
tons Ca®" : la L-sérine phosphatidyltransférase.
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Figure 18 : Echange de tétes polaires

5.2. Transferts de lipides entre les membranes

Le fait qu'un phospholipide tel que la PC soit présent dans tous les organites cellulaires
(mitochondries, chloroplastes, réticulum endoplasmique) tandis que sa biosynthese est
exclusivement localisée dans le réticulum endoplasmique a fait naitre I’idée que des
mouvements intracellulaires de phospholipides du réticulum endoplasmique vers le
chloroplaste (KADER, 1996) doit étre assuré par des protéines transporteuses de
phospholipides.
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IV. STRUCTURE DES ACIDES GRAS MAJEURS ET DES GLYCERO-
LIPIDES CHEZ LES VEGETAUX SUPERIEURS

Les lipides peuvent étre classés de plusicurs fagons. La plus satisfaisante est fondée sur la
structure de leur squelette carboné. Les lipides complexes contenant des acides gras
comprennent les acylglycérols, les phosphoglycérides, les sphingolipides et les cires qui
différent par le composé auquel les acides gras sont liés de fagon covalente. Ils sont ainsi
appelés lipides saponifiables. Les lipides simples, 'autre grand groupe de lipides, ne
contiennent pas d’acides gras et sont donc insaponifiables. Les acides gras différent entre eux
par la longueur de leur chaine et par le nombre et la position de leurs doubles liaisons.
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Figure 19 : Acides gras majeurs et glycérolipides chez les végétaux supérieurs
(OHLROGGE et BROWSE, 1995)
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V. LES HUILES VEGETALES
1. Huile alimentaire

La composition des huiles contient principalement les acides gras suivants (Tableau I):
palmitique (Cig ), stéarique (Ci3-0), oléique (Cis 1), linoléique (Cyg 2) et linolénique (Cys 3).

Tableau I : Composition moyenne (%) des principales huiles alimentaires par rapport aux

acides gras totaux (MURPHY, 1994 ; KACHOURI et al, 1994 ; KARLESKIND, 1990)

Ciep Cig0 Cig Cigs Cig;s
Soja 11 4 23 54 8
Palme 45 4 39 9 0
Colza 1,5-6 0,5-3,1 8- 60 11-23 5-13
Colza a faible teneur en 2,5-7 0,8-3 51-70 15-30 5-14
Cp
Tournesol 7 19 68 0
Tournesol haut oléique 3 2 88 7 0
Noix 6-8 1-3 14-21 54-65 9-15
Olive 15 3-6 68 17 <]
Arachide d’Afrique 8-13 3-4 48-66 14-28 0
Coton 17-31 1-3 13-21 34-60 <]
Mais 8-13 1-4 24-32 55-62 <2
Canola 4,1 1,7 63 19-21 10

La distinction entre huile pour assaisonnement et huile pour friture repose pratiquement sur la
stabilité¢ des huiles & la chaleur. La norme Frangaise pour 1’utilisation en friture est de 3%
d’acide linolénique, la teneur d’acide linoléique ne faisant pas I’objet de restriction. De ce fait,
'huile de colza ne peut étre considérée comme ["huile de friture puisqu’elle contient 8 4 10%
d’acide linolénique (C;5 3). L'instabilité de cet acide gras se traduit par son oxydation lors de
la cuisson, ce qui dégage une odeur désagréable dite de poisson. En revanche ni huile de
tournesol, ni I'huile d’arachide ne présente un tel inconvénient. Pourtant ces deux huiles, qui
sont les huiles les plus consommées en tant qu’huiles de table ou de friture avec celle du mais,
sont loin d’avoir une composition idéale, pas plus pour 1'assaisonnement que pour la friture.
C’est ce qui ressort de 1’état de I’art d™un brevet (EP0326198 A2) déposé en Europe en 1998
par la société « Procter & Gamble » visant a4 protéger une composition spécifique en acide
gras d’une huile alimentaire de table et de cuisson.

La qualité¢ des huiles alimentaires est en fait généralement examinde par rapport au degré
d’insaturation des acides gras.

1.1. Acides gras saturés et mono-insatures

Le brevet de « Procter & Gamble » mentionne notamment que les acides gras saturés tel que
I’acide palmitique (Cj¢ .0) et I'acide stéarique {C,3.9) augmentent le cholestérol plasmatique et
donc le risque d’artériosclérose et des maladies du ceeur. Cette relation entre acides gras
saturés et risques cardiovasculaires est également mentionnée par JACOTOT (1994), lequel
ajoute que ces acides gras seraient avantageusement remplacés par des acides gras mono-
insaturés tel que ["acide oléique (Cyz ). Il semblerait en effet que cet acide gras diminue la



quantité de LDL-cholestérol (le mauvais cholestérol plasmatique) tandis quil facilite ke
transport du HDL-cholestérol (le bon cholestérol cellulaire) vers le foie. Ainsi, huile d olive
qui contient 65 & 70% d’acide oléique (KACHOURI et al. 1994) a un intérét moindre parce
qu'elle contient également 15 & 17% d’acide palmitique, ce que souligne le brevet déposé en
1988 par la société « Pioneer hi-bred international » (EP0566216 A2)

1.2. Acides gras poly-insaturés

Concernant les acides gras poly-insaturés tel que ["acide linoléique et 'acide linolénique, le
brevet de la société « Procter & Gamble » indique qu’un régime contenant une teneur élevée
en acide linoléique provoque chez des rats une augmentation de la fréquence et de la taille des
tumeurs, et qu’il est lié & Papparition des cellules cancéreuses chez les rats femelles en
expérimentation. Rappelons que 'huile de tournesol classique contient environ 70% de cet
acide gras et I'huile d’arachide 30% (MURPHY, 1993). Par contre et ¢’est relativement récent
puisque de nombreuses études ont été initiées en 1989, Iacide linolénique est maintenant
reconnu pour avoir des influences positives sur la santé en général et sur celle des enfants en
particulier. L’acide linolénique est le précurseur des acide eicopentaénoique (Cz:s) et
décosahexaénoique (Cp) qui jouent un role fondamental dans la production des
prostaglandines, thromboxanes et leucotrienes (FOSSATI, 1994). Ces acides sont présents
dans le lait maternel, ce qui a conduit a dire qu’ils pouvaient étre au nombre des facteurs
nutritionnels responsables des différences de développement intellectuel observées chez des
enfants élevés ou non au lait maternel (CRASTES De PAULET, 1994).

Ausst, des laits maternisés destinés aux nourrissons prématurés ont ¢t€ complémentés par des
huiles de poisson riche en Cyg-s et Cas . Mais 1l semblerait que cela ait eu des conséquences
dramatiques.

1.3. Acides gras « cis » et « trans »

Les acides gras insaturés sont des molécules de lipides contenant au moins une double laison.
Selon la structure de la double haison présentée par la moléeule, on distingue les acides gras

« cis » (forme courbée) et les acides gras « trans » (forme rectiligne).

Dans la plupart des acides mono-insaturés (monoénoiques) des organismes supérieurs, la
double laison sc situe entre les carbones 9 et 10. Pour les poly-insaturés (polyénoiques), une
double liaison se trouve entre les carbones 9 ¢t 10 ct les autres entre le carbone 10 et le méthyl
terminal de la chaine. Dans la plupart des cas, ces doubles liaisons sont séparées par un
groupe méthylene : -CH=CH-CH,-CH=CH- ; seuls quelques rares acides gras des végétaux
ont des doubles liaisons conjugudes ; -CH=CH-CH=CH-. La plupart de ces doubles liaisons
ont une configuration «cis»; un tres petit nombre a une configuration « trans »
(ROTHFIELD, 1971 ; BRETSCHER, 1973).

Les acides gras saturés et insaturés ont done des conformations différentes. La conformation
des premiers dont la chaine hydrocarbonée cst flexible, est trés vanable a cause de Pextréme
liberté de rotation des simples liaisons.

Les acides gras insaturés présentent une ou plusieurs angulations rigides dues aux doubles
liaisons. A I"état cristallin, la configuration « cis » des doubles liaisons produit un angle
d’environ 30° C dans la chaine aliphatique, tandis que la configuration « trans » ressemble a
fa forme étirée des chaines saturées.

I.¢ traitement de nombreuses huiles détruit une partie des acides gras « indispensables » ou les
transforme en d’autres composés chimiques qui ne sont pas utiles & notre organisme. Ces
composés sont appelds acides gras »trans ».
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Dans le lait des ruminants, il y a bioconversion de 'acide vaccénique en acide conjugue chez
I"bomme.

Les huiles sont trés sensibles & Ioxydation, la chaleur et a la lumicére. Le chauffage en
présence de certains catalyseurs permet le passage de la forme « cis » & la forme « trans » |
ainsi, I'acide oléique est aisément converti en acide élaidique (Cys.; n-9 trans) au point de
fusion plus €levé (13,4°C). L acide ¢laidique n’est pas un acide gras naturel ; il est cependant
formé en quantité appréciable au cours de 'hydrogénation catalytique des huiles végétales
liquides. Cest une étape dans la fabrication des graisses de cuisson solides et de la margarine.
La plupart des lipides insaturés de notre alimentation se trouvent sous la forme « cis ».

Les acides gras « trans » (AGT) présents dans la plupart des aliments proviennent de trois
sources principales :

e la transformation bactérienne des acides gras insaturés dans le rumen des ruminants
tels que la vache et le mouton (ils passent alors dans la graisse, la viande et le lait du
ruminant) ;

e [’hydrogénation industrielle ou solidification des huiles, afin de les rendre utilisables
pour les pates a tartiner et les matiéres destinées a la patisserie ;

e ¢ chauffage et la cuisson des huiles a haute température.

Les acides gras « trans » se comportent dans notre organisme comme §’ils étaient des acides
gras saturcs. lls diminuent notre « bon » cholestérol et augmentent notre « mauvais ».

1.4. Acides gras indispensables

Des rats immatures ou sevrés, mis a un régime sans lipides, croissent mal, ont une peau
squameuse, perdent leurs poils et finissent par mourtr, montrant un tableau pathologique
complexe. L’addition d’acide linoléique ¢t arachidonique a leur alimentation prévient ces
symptomes (HORTON, 1971 ; BERGSTROM et SAMUELSSON, 1968).

Les acides gras saturés et mono-insaturés n’ont aucun effet. On peut en conclure que les
mammifcres peuvent synthétiser les acides gras saturés ou mono-insaturés pas les poly-
mnsaturés tel que 'acide hinoléique ou 'acide y-linolénique. Ces acides gras nécessaires a
I'alimentation des mammiferes, sont dits indispensables. Parmi ceux-ci, le plus abondant chez
les mammiféres est I'acide linoléique, qui représente jusqu” a 10 a 20% des acides gras des
triacylglyeérols et des phospholipides.

Les acides linoléique et y-linolénique ne sont pas synthétisés par les mammiferes qui les
trouvent en abondance dans leur alimentation végétale. Chez les mammiféres, "acide
linoléique est un précurseur obligatoire de I’acide arachidonique qui ne se rencontre pas chez
fes végétaux.

Les fonctions spéeifiques des acides gras essentiels sont restées mystérieuses pendant de
nombreuses années. Cependant une de leur fonction a ¢té découverte : ils sont nécessaires d la
syntheése des prostaglandines (BERGSTROM et SAMUELSSON, 1968), groupe d’acides gras
s¢ trouvant a |'état de traces et jouant un réle hormonal ¢t immunitaire dans de nombreux et
importants phénomenes physiologiques.

1.5. Composition idéale de huile alimentaire

Le brevet « Procter & Gambile » (1989) revendique le mélange suivant : 60 & 92% d’acide
oléique, 5 a 25 % de linoléique, 0 & 15% de linolénique et moins de 3% d'acides saturés. Le
brevet de la société Proneer (1988) porte sur des lignées de colza ayant la composition
suivante @ au moins 79% d acide oléique, moing de 5% d’acide linolénique et moins de 2%
d’acide érucique. 11 est indiqué que cette composition est micux adaptée 4 utilisation en



friture, car elles contiennent moins d’acide linolénique et qu’elle présente un intérét diététique
supérieur a celle de ["huile de canola: au moins 63% d’acide oléique, 19 a 21% d’acide
linoléique, de 0 a 10% d’acide linolénique et moins de 7% d’acides gras saturés (Mc
DONALD, 1995) puisque la teneur en acides poly-insaturés a été diminuée.

Cependant certains nutritionnistes précisent qu’il ne suffit pas que ’huile contienne un taux
déterminé d’acides gras essentiels pour étre idéale, mais qu’il faut également que ces acides
gras solent facilement assimilables.

Chez le colza, les acides poly-insaturés se trouvent majoritairement en position interne sur le
glycérol (ils sont en position externe chez le soja) et sont, de ce fait, mieux absorbés par
Porganisme (BOUSTANI et al, 1987). C’est la raison pour laquelle la solution retenue par
CRASTES De PAULET (1994) pour apporter de 'acide linolénique dans les laits maternisés
pour nourrissons est d’ajouter de ["huile de colza et non pas de I'huile de soja. La proportion
préconisée est de 2% d’acide linolénique avec un rapport acide linoléique / acide linolénique
de 6.

CRASTES De PAULET conclut que «si la remarquable biodisponibilité de ['acide
linolénique valorise I'huile de colza dans un contexte particuliérement sensible qu’est
I’alimentation du prématuré, il ne peut qu’en étre de méme, a fortiori, lors de I’utilisation de
cette huile dans I"alimentation courante ».

Sachant que les graisses d’origine animale, exceptées les huiles et graisses de poisson, sont
tres riches en acides gras saturés, 1l n"est effectivement pas souhaitable que ’huile de table et
de friture en contienne une proportion importante. Finalement "huile qui satisferait au mieux
I'ensemble de ces impératifs serait une huile qui contiendrait moins de 5% d’acides saturés,
75 a 80% d’acide oléique, 10 a 15% de linoléique et 2 4 3% de linolénique, ces deux derniers
acides gras devant étre préférentiellement estérifiés en position interne du glycérol. Aucune
huile actuellement commercialisée pure en tant qu'huile de table ou de cuisson ne présente
une telle composition. Cependant les compositions en acides gras de nouvelles variétés de
soja, de tournesol et de colza obtenues principalement par mutagenése chimique, s’en
rapprochent de plus en plus.

2. Huiles industrielles

Une grande variété d acides gras peut étre potentiellement utilisée dans I'industrie et devient
actuellement la cible de nombreux programimes de recherche (BATTEY etal, 1989 ;
EVRARD, 1993 ; PRINCEN ¢t ROTHFUS, 1984 ; MURPHY, 1992)

L acide laurique (C5¢) est I'acide gras & moyenne chaine le plus utilisé dans 'industrie et
notamment pour la production de savons et de détergents.

Ce sont les huiles de palme, de palmiste ou de noix de coco (huile laurique) qui sont de loin
les plus utilisées (42% des utilisations industrielles), tandis que le groupe des huiles de lin et
de ricin représentent comme le groupe des huiles de colza, soja et tournesol environ 10% des
utilisations industrielles (MORIN et al 1994). Le secteur industriel consomme de ["huile de
colza 4 forte et a faible teneur en acide érucique.

L huile de colza brute, biodégradable peut aussi étre employée comme supports de produits
phytosanitaires.

Les domaines d utilisation sont variés (Tableau 1I). En fait, les exigences de ce secteur
concernant les huiles végétales sont lides a deux phénomeénes: la fluidité (d’autant plus
importante qu’il v a plus de doubles liaisons) et la résistance a I"oxydation (d’autant plus forte
que la proportion d acides gras di et surtout tri-insaturés est faible). Ainsi, les acides gras
mono-insaturés sont particuliérement apprécics car ils apportent la fluidité tout en étant
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stables a haute température et de bonne valeur énergétique. Pour le sous secteur de la
lipochimie, I'idéale serait de disposer d’huiles comportant presque exclusivement qu’un seul
acide gras, ce qui simplifierait les processus industriels de fractionnement et diminuerait les
colts de production (RENARD et PELLETIER, 1994). Actuellement, 'huile de colza riche
ou pauvre en acide €érucique contient une proportion importante d’acides linoléique et
linolénique, ce qui est difficilement compatible avec certains usages industriels (comme celul
des huiles pour moteur). Ces acides gras sont donc éliminés par traitement chimique. L huile
végétale, d’une mani¢re générale, méme si elle n’est pas précisément en adéquation avec les
exigences industriclles, est une matiére premiére renouvelable et présente une trés bonne
biodégradabilité (supéricure a 90%). Le contexte actuel de protection de environnement a
conduit a la mise en place de réglementations de plus en plus strictes pour les industriels.
Aussi, I'huile végétale est une matiére de substitution des produits dérivés du pétrole qui
intéresse les professionnels (BUREAU et MESSEAN, 1994), et qui les intéressera d’autant
plus que les nouvelles variétés oléagineuses proposées auront des caractéristiques mieux
adaptées a leur demande.

[I n’y a pas aujourd hui une seule qualité d huile de colza commercialisée, mais trois : une
qualité industrielle a forte teneur en acide érucique et deux qualités mixtes (alimentaire et
industrielle) a faible teneur en acide érucique et a forte teneur en acide linolénique. Ce sont les
seules compositions actuellement disponibles. Mais il existe des lignées dont les compositions
sont radicalement différentes, soit parce que leur équilibre en acides gras C g a €t¢ bouleversé,
soit parce qu’elles présentent des proportions importantes d’acides gras qui ne sont pas
naturellement synthétisés chez le Brassica. De plus il existe également des possibilités trés
importantes de création de nouveaux profils en acides gras grace a des introductions de
constructions génétiques dans le génome du colza. Les colza de demain pourront étre
composes presque exclusivement (> 90%) d’acide oléique ou €rucique, étre riches en acide
laurique, ou stéarique. ou bien encore en acide pétrosélinique (isomére en A6 de Macide
oléique) ou y-linolénique. En effet, de nombreux génes impliqués dans la biosynthése des
acides gras ont été clonés et séquencés chez le colza, le soja, le ricin, mais également chez
d’autres espéces moins cultivées telle que le Limnanthe ou des espéces ‘modéles” comme
Arabidopsis thaliana. Ces génes pourraient étre utilisés dans des constructions particuliéres
(promoteurs plus ou moins forts, d expression spécifique dans la graine, sens ou anti-sens...)
pour modifier la teneur en huile ou la composition en acides gras de I'huile de colza.
Cependant ces génes sont trés souvent sous le coup d’un ou plusieurs brevets déposés soit en
Europe, soit aux Etats Unis. Le dépot des brevets dans le secteur végeétal a pris une ampleur
considérable dans les 20 derniéres années, ampleur qui s’est fortement accentuée depuis 10
ans. C’est une des composantes de la création variétale que les sélectionneurs doivent
désormais gérer. Cela montre combien 'enjeu des nouveaux débouchés des plantes
oléagineuses est important. D’ores et déja la Société Calgéne (CALGENE, 1993) expérimente
des colzas riches en acide laurique obtenus par intégration d une construction comportant un
géne de thioestérase (Brevet WO 9220236) et posséde des lignées de colza riche en acide
stéarique obtenus par intégration d’une construction anti-sens du géne de la A9 désaturase
(Brevet WO 9413814). La production d’acide pétrosélinique par les plantes a été brevétée par
le ministére de "agriculture anglais (Brevet WO 9401565) et celle de d-linolénique par la
Société Rhone Poulene (WO 9306712). 11 existe également des brevets sur les A12, AlLS
désaturases. Ces quelques exemples montrent le dynamisme de la recherche dans ce secteur.
ce qui se traduira nécessairement par des adaptations de la création variétale.
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Tableau II : Domaines d’utilisation de I'huile végétale
(RENARD et PELLETIER, 1994 ; MORIN et DRONNE, 1995)

Savonnerie

Secteur des tensioactifs
Adoucissant
Emulsionnant
Produits mouillants
Détergents
Produits anti-mousses
Produits dispersants

Secteur des lubrifiants
Fluides hydrauliques
Huiles de coupe

Autres secteurs
Biocarburants
Cosmétiques
Peintures et vernis
Nylons
Pesticides
Caoutchouc
Encres

V1. TRAVAUX ANTERIEURS SUR LES CUCURBITACEES

Des travaux sur les cucurbitacées du Congo ont réellement débuté en 1986. Les ¢tudes ont été
réalisées sur quatre especes de cucurbitacées (KISSOTOKENE-NTINOU, 1987 : SILOU et
al, 1990). La teneur en huile des quatre espéces étudiées varie entre 40 et 60%, résultats en
accord avec d’autres déja publiés (VASCONCELLOS et al, 1980).

L analyse de certains parameétres chimiques tels que ['indice d’iode et la teneur en
insaponifiables ont permis de conclure que les huiles de graines de quatre espéces étudiées
sont caractéristiques des huiles fortement insaturées (indice d’iode de 110 a 150); le taux
d’insaponifiables compris de 1 a 4% atteste leur richesse en composés terpéniques et
stéroliques (KISSOTOKENE-NTINOU, 1987).

L’analyse des acides gras, montre la présence de quatre acides gras majoritaires : palmitique,
stéarique, oléique et linoléique. Le méme profil a été observé par I’étude de la composition
globale et caractéristique des huiles extraites de cing espéces de cucurbitacées du Niger
(SILOU et al,1999).

Une étude comparative de la composition globale des graines et de la composition en acides
gras des lipides extraits de Citrullus lanarus, Cucurbita pepo et de Lagenaria siceraria du
Congo et du Nigéria a été réalisée (SILOU et al, 1990 ; GIRGIS et TURNER, 1972:



BADIFU, 1991 ; ODERINDE et al, 1990 ; OMOTI et OKIY, 1987). 1l ressort de cette étude
que I'acide gras prédominant est I’acide linoléique.

KINKELA et BEZARD (1993a ; 1997) ont constaté sur un échantillon de Citrullus lanarus du
Congo que les teneurs élevées d’acide linoléique devraient vraisemblablement conduire & une
fréquence élevée de ce méme acide en position 2 des triacylglycérols. Selon ces auteurs, pour
cette huile les triacylglycérols majeurs sont LLL (21,0%), PLL (18,8%), OLO (12,8%), PLO
et SLO (12,7%). Ces résultats ont des conséquences importantes sur le plan nutritionnel
puisque ¢’est sous la forme 2- mono-acylglycérol que les AG sont préférentiellement absorbés
par les cellules de la muqueuse intestinale.

VII- CONCLUSION

Cette revue bibliographique présente un grand intérét pour la compréhension de notre travail.
En effet, les cucurbitacées sont cultivées dans un but nutritionnel et utilitaire. Nous nous
sommes intéressés a l'aspect nutritionnel car les graines des cucurbitacées rentrent dans
I’alimentation humaine.

Ainsi notre travail concerne I’étude des lipides de cing cucurbitacées d’intérét alimentaire au
Congo-Brazzaville. L’étude des potentialités de la technologie des cucurbitacées et du
nutriment sera donc abordée afin de dégager leur importance dans I’alimentation humaine.



CHAPITRE 2

CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES ET POTENTIALITES
TECHNOLOGIQUES DES HUILES DES CUCURBITACEES
ALIMENTAIRES DU CONGO-BRAZZAVILLE

I. INTRODUCTION

Les substances végétales dont on peut extraire de D'huile (lipides ou corps gras) sont
nombreuses et variées. En fait, toutes les graines et tous les fruits contiennent de ["huile. On
réserve cependant ['appellation d’oléagineux aux plantes qui servent a produire
artisanalement ou industriellement de I'huile ou des beurres, avec au moins 10-15 % de
rendement par rapport a la matiere fraiche. L’huile peut étre consommée directement ou
entrer dans la fabrication des produits dérivés (savon, cosmétiques, médicaments...). Les
sous-produits de ['extraction (tourtcaux) sont presque toujours utilisés et contribuent
largement a la rentabilité de la transformation de la matiére premicre.

En milieu urbain, les huiles industrielles ont conquis le marché. Dans les campagnes, une part
importante des oléagineux est transformée ¢t consommée sur le lieu de production. Le plus
souvent, cette transformation a licu au moyen de méthodes traditionnelles qui donnent des
produits ayant une odeur et un goiit bien particuliers, fortement appréciés des consommateurs.
Les lipides, qu'ils soient "apparents” comme dans le beurre et les huiles, ou “dissimulés”
comme dans le lait, le fromage, la viande, les wufs, les fruits ou les graines jouent un role
important dans I"alimentation ; role nutritionnel tout d*abord, grice a I’apport énergétique (8.5
cal/g) d’acides gras essentiels et de vitamines liposolubles, réle organoleptique ensuite par
leur contribution a la texture et  la sapidité des aliments ainsi par leurs emplois culinaires.

Les corps gras, terme plus englobant, admet plusieurs définitions.

L’expérience quotidienne établit que les corps gras sont des substances qui se présentent soit a
I’état solide (graisse) soit & 1’état fluide (huile) et qui laissent sur le papier une tache
persistante, le rendant semi transparent.

Pour le chimiste, les corps gras sont des composés de carbone, hydrogénés et oxygéneés, qui,
par combustion libérent une grande quantité de chaleur. Ce sont des combinaisons complexes
d’un trialcool (glycérol) et de divers acides particuliers, appelés acides gras.

Pour le physiologiste, les corps gras ou lipides forment avec les protides (protéines) et les
glucides (saccharides) les trois grandes classes de substances organiques que 'on rencontre
chez les étres vivants. Les lipides sont donc des constituants des étres vivants ; ils sont fournis
a la fois par le régne végétal (huiles et graisses végétales) et par le regne animal (huiles et
graisses animales).

L’appellation corps gras renvoie plus a la technologie des huiles et graisses alors que celle de
lipides a leur biochimie.

L’industrie des corps gras se¢ consacre a 'obiention des huiles et des graisses a partir des
plantes oléagineuses ainsi qu’a la transformation de ces premiéres (lipochimie). Les huiles et
oraisses végétales sont obtenues principalement par pression ou par extraction aux solvants.



sterols, tocopherols. sucres. cte,), certng metaux fourds (e Cu ete.) et des wraces de
pesticides provenant des cultures.

Le raffinage, Phydrogénation, le fractionnement et [interestérification constituent les
différentes opérations industrielles de I’industric des corps gras.

De ce bref survol de I'industrie des corps gras, il apparait que ’étude des caractéristiques
physico-chimiques et de la détermination de la composition chimique des huiles brutes
permet une €valuation de leurs potentialités technologiques.

C’est dans ce contexte que nous inscrivons ’étude des huiles des cucurbitacées alimentaires
du Congo-Brazzaville.

II. MATERIEL ET METHODES
1. Matériel végétal

L étude porte sur les graines de 4 especes de cucurbitacées : Citrullus lanatus, Cucurbita
moschata, Cucurbita pepo et Lagenaria siceraria.

L.1. Citrullus lanatus

Figure 20 : Citrullus lanatus

Citrullus lanatus est une plante herbacée annuelle, monoique, a tige anguleuse avec sillons
longitudinaux, rampante, couverte de poils laincux blanchatres.

Les feuilles sont pétiolées (le pétiole est long de 6-12 ¢m). Le limbe est ovale. Il est vert clair,
les deux faces recouvertes de poils. Les vrilles sont bifides, pubescentes a leurs bases, assez

LQ
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robustes mais courtes. Les fleurs male et femelle de couleur jaune sont solitaires. Les pétales
sont foliacés, ovales, obtus au sommet et trinerves. Les nervures portent & la face extérieure
des poils longs et souples. Les étamines sont insérées au fond de la coupe florale.

Les fruits sont globuleux, de couleur verte jaundtre en maturité. La pulpe est douce et
blanchatre.

Les graines sont brunes, aplaties, petites et dispersées dans la pulpe (mésocarpe). Un fruit peut
contenir 100 & 200 graines.

L espece est répandue dans toutes les zones tropicales, équatoriales du globe et est
probablement originaire des zones subdésertiques de 1" Afrique Australe (KERAUDREN,
1967).

Au Congo, cette espece est cultivée pour ses graines qui rentrent dans alimentation humaine.

Nom frangais : Melon a pistache
Noms vernaculaires : Ya kala (laart), Ntété za bateke ou Ntété za bamiroir (beembé), Bibéré

(teké)

1.2. Cucurbita moschata
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Figure 21 : Cucurbita moschata

Cucurbita moschata est une plante herbacée monoique. rampante, a tige molle de section
circulaire.

Les feuilles sont pétiolées (Jusqu’a 20 ¢cm) : le limbe est entier et parcheminé, de taille
variable pouvant atteindre 20 cm de longueur : elles sont lobées.

Les vrilles multifides portent quelques poils a la base de la partie rectiligne.
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Les fleurs sont solitaires, synanthérées ; la corolle jaune, i lobes soudés 4 leur base sur 1/3 de
leur longueur.

Les étamines sont groupées au centre de leur périanthe. Le pédoncule fructifére est épais. Les
fruits sont ovoides ou de forme variée. La coloration varie d’un fruit  un autre pour une
méme espece : la pulpe fibreuse renferme de nombreuses graines qui sont nettement
marginées sur les bords.

Les feuilles de cette espece, sont utilisées dans nos ménages comme légume. Cette espéce est
cultivée pour ses graines qui rentrent dans I’alimentation humaine.

Nom frangais : Citrouille musquée
Noms vernaculaires : Nsouéki (laari), Bikototo (beembé)

1.3. Cucurbita pepo
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Figure 22: Cucurbita pepo

Cucurbita pepo est une plante herbacée, rampante, monoique. La tige couverte de poils
présente des entre-nceuds courts.

Les feuilles sont longuement pétiolées, avec des poils assez raides. Le limbe un peu coriace,
de taille variable est long et large, a lobes aigus. Les limbes sont hérissés des poils sur les
deux faces, a bords dentés. Les vrilles sont multifides.

Les fleurs méles a pédicelle long sont solitaires. Les sépales sont petits et la corolle jaune est
campanulée. La corolle est longue de 5 cm et large de 3 cm environ, lobe aigu.

Les fleurs femelles également solitaires portent un ovaire de forme variable, renfermant de
nombreux ovules longitudinaux. Le pédoncule fructifére dur, anguleux n’est pas élargi a son
insertion sur le fruit.

Le fruit de forme et de taille variables contient une pulpe fibreuse renfermant de nombreuses
graines largement ovales. Le fruit est comestible : elle est cultivée par les paysans pour ses
graines qui sont tres apprécices.

L espéce est largement cultivée a la surface du globe 1 seules les régions polaires s'opposent a
sa culture (KERAUDREN, 1967). Cette espeee contient de nombreuses variétés.



Nom frangais : Citrouille courge
Noms vernaculaires : Lengué (laari), Nsouéké ou Malengué (beembé), Bipara (téké)

1.4. Lagenaria sicerariu
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Figure 23: Lagenaria siceraria

Lagenaria siceraria est une plante herbacée annuelle, monoique grimpante ou rampante, a
tige anguleuse assez €paisse et recouverte de poils souples et fins.

Les feuilles longuement pétiolées (pétiole épais long de 5-20 cm). Les pétioles sont
cylindriques et souvent creusés en dessous.

Le limbe entier est parfois légerement trilobé, obtus ou aigu au sommet, denté sur les bords.
Les deux faces du limbe sont recouvertes dune pubescence fine, courte, plus dense a la face
inférieure.

Les vrilles d’abord rectilignes, puis bifides a branche subégale, sont enroulées et pubescentes
dans leur partie inférieure.

Les fleurs males et femelles sont solitaires a pétales blancs. L ovaire est ovoide ou
cylindrique. Les fruits de taille variable, glabres 4 maturité sont d’abord verts puis deviennent
blanchatres ou jaunatres. Les graines de couleur blanche sont nombreuses et aplaties.
Lagenaria siceraria est largement répandu dans toutes les zones chaudes ou tempérées du
monde (KERAUDREN, 1967). Son fruit qui peut se présenter sous diverses formes est utilisé
par la population locale comme récipient.

Au Congo, plusieurs especes poussent naturellement. quelques unes sont cultivées.

Nom frangais : Calebasse
Noms vernaculaires : Nsiva (laari), Nsiva ou Ntété za babinda ou Ntété ou Ntété za mabinda
(beembé), Ntsiya ou Souhou-souhou (1¢ké)
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2. Extraction des huiles

Les graines séchées, broyées et pesées (masse m,) sont introduites dans une cartouche d’un
soxhlet.

Aprés extraction pendant 6 heures (extraction par épuisement) avec de éther de pétrole,
Uextrait est séché au sulfate de sodium ; le solvant est évaporé sous vide et les traces de
solvant sont €liminées par séchage de 'huile a 'étuve a 103°C pendant 24 heures.

Soit my la masse de ’huile obtenue, la teneur en huile est donnée par :

% huile = (my/ m;)100
3. Produits chimiques
Les réactifs et les solutions suivants, pour analyse, sont conformes aux exigences des normes
UICPA (1979) : suifate de sodium (Na>SOy) ; hydroxyde de potassium (KOH) ; acide
chlorhydrique (HCI) ; iodure de potassium (K1) ; thiosulfate de sodium (Na;S,0s, SH,0) ;

réactif de WLIS ; indicateur coloré (phénolphtaléine).

4. Détermination des caractéristiques physico-chimiques et des indices chimiques des
huiles

4.1. Masse volumique et densité

La masse volumique d’une substance est le quotient de sa masse (en gramme) par son volume
(en millilitre).

Elle a été déterminée a une température de 29°C (température ambiante) au moyen d’un
pycnometre & partir de ["expression suivante

p=(m;—-my)/V

m, = masse, en grammes, du pycnometre vide ;

m; = masse, en grammes, du pycnometre rempli d’huile ;

V = volume du pycnomeétre

La densité, ¢’est le rapport entre la masse d'un corps ¢t la masse du méme volume d’eau pure
a 4°C. La densité est aussi égale au rapport entre la masse volumique du corps et la masse
volumique d’eau. La densité est une grandeur sans unités.

d=(m; ~ my) / (my — mo)

m»> = masse d’eau

Le pycnomeétre a €té  €talonné selon les donndes du HANDBOOK (1968) relatives a I'eau
distillée. )
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4.2, Indice de réfraction

L’indice de réfraction d’une substance est le rapport entre la vitesse de la lumiére ¢ a une
longueur d’onde définie dans le vide et sa vitesse v dans la substance.

n=c/v,n est le nombre sans dimension et supérieur a 1.

L’indice de réfraction est caractéristique du groupe auquel appartient le corps gras. 1l a été
mesuré & ’aide d’un réfractometre de type ABBE selon la méthode de JTUPAC (1979). Les
prismes sont lavés a acétone, puis séchés avee du coton. Le thermostat porte la température
ambiante (celle du laboratoire), Deux gouttes du corps gras sont déposées sur le prisme. La
lecture de I'indice est effectuée sur la régle de la mire. L’indice de réfraction est donné par la
formule :

n = chiffre lu — (40 - T° de lecture) x 0,00035
4.3. Viscosité

La viscosité est la résistance qu'une couche fluide offre a I'écoulement d’une couche
contigué. On assimile généralement la viscosité au coefficient de viscosité qui est la force
nécessaire pour obtenir une différence de vitesse d’une unité entre deux plans paralléles du
fluide ayant une surface unité et une distance de 1 ¢m.

n = Aoexp(E/RT)

Ao = Constante

E= Energie mise en jeu dans le processus d’écoulement élémentaire
exp= exponentiel

R= Constante des gaz parfaits

1= Température

4.4. Indice d’acide

Les corps gras en s hydrolysant donnent naissance a des acides gras libres et du glvcérol. La
mesure de I'acidité libre d’un corps gras est I'un des meilleurs moyens de déterminer son
altération par hydrolyse. L’indice d’acide est le nombre de milligrammes de potasse
nécessaire pour neutraliser 'acidité de 1 gramme de corps gras. L’indice d'acide sera
déterminé selon la méthode IUPAC (1979).

Ia= (Mgon x Ve x 0,1)/m

Mo = Masse molaire de KOH

Ve = Volume de potasse alcoolique nécessaire pour neutraliser I’essai (en ml).
m = Prise d’essai {(en gramme).

0,1 = Normalité de la potasse alcoolique

4.5. Indice d’iode

L’indice d’iode exprime le nombre de grammes d'iode fixé par 100 grammes de matiéres
grasses ; les liaisons éthyléniques, en particulier celles des acides gras, fixent les halogénes.
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Cette réaction peut étre utilisée pour déterminer qualitativement !'insaturation globale des
chaines grasses. La méthode internationale IUPAC (1979) au réactif de wijs servira pour cette
analyse.

I = (12,7 C. (V1 - Vh})/m

V1 = Volume de thiosulfate versé dans le témoin (en ml).
Vg = Volume de thiosulfate versé dans 1'essai (¢en ml).

C = Concentration du thiosulfate en moles / litre.

m = Prise d’essai en grammes.

4.6. Indice de saponification

L indice de saponification représente le nombre de milligrammes de potasse nécessaire pour
saponifier les acides gras combinés et neutraliser les acides gras libres d’un gramme de corps
gras. La méthode TUPAC (1979) a été utilisée pour la détermination.

La réaction se fera a chaud en présence de la potasse alcoolique en exces.

Is (mg KOH/g) = ((Mkon x (V- Ve ) x 0,5)/m

Vi = Volume d’acide chlorhydrique nécessaire pour doser ’essai (ml).
V1 = Volume d’acide chlorhydrique pour doser le témoin (ml).

m = Prise d’essal (en grammes).

0,5 = Normalité de I"acide chlorhydrique

4.7. Teneur en insaponifiables

La fraction insaponifiable représente I'ensemble des substances qui ne réagissent pas avec les
alcalis pour donner du savon et qui, apres saponification, restent solubles dans les solvants des
corps gras (hexane, éther éthylique). La norme Francaise T 60 205 (WOLF, 1968) par
extraction a I”’éther éthylique a été utilisée pour la détermination.

La teneur en insaponifiables est le pourcentage des produits présents dans la substance a
analyser qui, aprés saponification de celle-ci par hvdrolyse alcaline et extraction par un
solvant spécifié, restent non volatils dans des conditions précises.

Insaponifiable (%) = (100 x m;)/ my, avec
m,; = Masse en grammes du résidu.
m; = Prise d’essai en grammes.

5. Détermination de la composition en acides gras

Aprés transestérification dans un bain marie a 90°C pendant 10 min avec BF; dans du
méthanol, les esters méthyliques ont été analvsés par chromatographie en phase gazeuse sur
un appareil DELSI 3000 équipé d’un détecteur FID, d'un injecteur évaporateur et d'une
colonne capillaire de 25 ¢m de long de 0.32 mm de diametre et de 0,25 um d'épaisseur,
imprégnée de carbowax 20 M. La température du four est de 190°C, celle de ['injecteur de
250°C, celle du détecteur de 250°C ; le gaz vecteur est 'hélium, a la pression de 0.7 bar.
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6. Etude de 1a stabilité thermique des huiles

Une récente mise au point présente de fagon critique des méthodes actuellement disponibles
pour I'analyse de I'oxydation lipidique (COMBE, 1996).

En vue de déterminer dans des délais raisonnables les seuils d’oxydation des huiles, nous
avons utilis¢ la technique d’accélération de I’oxydation par chauffage a 1’étuve et les produits
de la réaction ont été analysés par les méthodes normalisées (AFNOR, 1981 ; IUPAC, 1979)
présentées plus haut.

Deux especes ont été étudiées Citrullus lunatus et Cucurbita pepo.

Un échantillon de 150 g d’huile contenue dans des ballons de 250 ml a été chauffé a 170°C
dans un bain d’huile pendant 30 minutes, deux fois par jour et pendant 5 jours; soit 10
chauffages de 30 minutes chacun.

Aprés chaque chauffage. 10ml d’huile ont été prélevés pour analyse.

7. Essai d’optimisation de Pextraction au soxhlet
La quantité d’huile extraite d’un échantillon dépend de différents parameétres, certains sont
liés au matériel végétal d’autres au procédé d’extraction.
Pour optimiser le rendement de I'extraction des huiles des graines des cucurbitacées, nous
avons considéré les facteurs suivants: o

e la durée d'extraction

¢ la nature du solvant d’extraction
e le rapport : masse des graines / solvant.

Le mode opératoire utilisé est celui déja déerit au point 2 du présent chapitre.

L. RESULTATS ET DISCUSSIONS
1. Tencur en huile

Les résultats consignés dans le tableau 111 donnent la teneur en huile des graines étudiées

Tableau III : Teneur en huile des graines de 4 cucurbitacées étudiées

Especes Teneur en huile (en %)
Citrullus lanatus 45,7
Cucurbita moschata 55,0
Cucurbita pepo 53,9
Lagenaria sicerariu 42,5

On constate que la teneur en huile des graines de ces quatre especes varie entre 42 et 55%.
Ces résultats sont en accord avec les résultats déja publiés dans la littérature (tableau 1V)
Comparées a d autres espéces oléagineuses, les graines de cucurbitacées ont une teneur en
huile de méme ordre que 1'arachide, le sésame, le tournesol et le coprah sec, tandis qu’elles
dépassent de loin le coton, le soja (tableau V), ce qui les place parmi les meilleurs oléagineux
du monde.



Tableau IV : Teneur en huile des graines de cucurbitacées
de différentes origines, étudiées dans la littérature.

Espéces Origine Teneur Référence
en huile (%)
Congo -Brazzaville 37,7 Silou et al. 1990
Citrultus lanatus Niger 18,3 Silou et al. 1999
Nigeria 46,5 Oderinde et al. 1990
Cameroun 50,8 Achu et al., 2005
Cucurbita moschata | Congo-Brazzaville 42,5 Silou et al. 1990
Erythrée 35,0 Younis et al., 2000
Niger 33,7 Silou et al. 1999
Cameroun 40,4 Silou et al. 1990
54,1 Achu et al., 2005
Congo-Brazzaville 24,7 Silou et al. 1990
55,3 Bintoungui (2005)
Lagenaria siceraria 38,5 Nakavoua (2005)
Niger 9.8 Silou et al 1999
31,1 Bintoungui (2005)
Nigeria 334 Badifu et al. 1991
342 Idem
380 Oderinde et al. 1990
Cucumis sativus Cameroun 442 Silou, non publiés (2005)
53.6 Achu et al., 2005
Cucumeropsis manii | Cameroun 36,1 Silou, non publiés (2005)
, 449 Achu et al, 2005
Cucurbita maxima Cameroun 49,1 Silou, non publigs (2005)

Tableau V: Teneur en huile de quelques oléagineux courants

(AUTRET M., 1984)

Espcces Teneur en huile (en %)
Soja 18

Arachide 46 — 52

Coton 20

Sésame 50
Tournesol 40

Coprah sec 55

Palme

2. Caractéristiques physico-chimiques et indices chimiques des huiles

Le tableau VI regroupe les caractéristiques physico-chimiques et indices chimiques

huiles.
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Tableau VI : Caractéristiques générales des huiles extraites de quatre especes
de cucurbitacées du Congo

Densité | Indice de | Viscosité B . . Teneuren !
. s meors |t s . | Indice | Indice Indicede |. .
Especes a25°C |réfraction | encSta dacide | diode | saponification insaponifiables
oup |a27°C 30°C p (%)

Citrullus | 9149 | 14715 | 4138 223 | 1268 1813 220
lanatus
C“"”"””f’ 08693 | 14589 | 46,60 2.64 | 1388 179.7 1,42
moschata
Cucurbita 0,.8926 | 14665 | 55.35 1.09 | 1150 181,8 1,90
pepo
Lagenarial 61161 1 4725 | 4582 | 0.906 | 157.7 178.,0 3,90
sieeraria

¢St = centi stockes

2.1 Masse volumique (p)

Sauf pour Cucurbita moschata, la masse volumique varie trés peu d’une espece a une autre
avec des valeurs comprises entre 0,8693 et 0,9149. Ce résultat est en parfait accord avec ceux
déja publiés (OYENUGA et al, 1975 ; ADRIAENS, 1951 ; KABELE NGIEFU et al, 1982 ;
VASCOCELLOS et al, 1980).

2.2. Indice de réfraction

Pour les quatre especes, I'indice de réfraction, mesuré a 27°C varie trés peu d’une espece a
une autre ( tableau VI).

Pour chaque espece, il diminue faiblement lorsque la température augmente (tableau VII).

Tableau VI1I : Variation de 'indice de réfraction des huiles

de cucurbitacées avee la température

Température(°C) 27 44 60
Espéces
Citrullus lanatus 1,4715 1,4652 1,4615
Cucurbita moschata 1,4589 1.4589 1,4515
Cucurbita pepo 1,4665 1,4620 1,4565
Lugenaria siceraria 1,4725 1,6650 1,4612

2.3. Viscosité (n)

A 30°C, la viscosité de ces quatre huiles varie entre 41 et 55 (constante), "huile de Cucurbira
q

pepo ala valeur la plus grande. C’est le moins fluide de toutes.
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Le tableau VIII permet de situer, sur le plan physique, les huiles des cucurbitacées parmi les
principaux groupes d’huiles.

Tableau VIII : Propriétés physico-chimiques de quelques
huiles végétales (ROSOANANTOANDRO, 1986)

Huile (type/nom)

Caractéristiques Laurique Palmitique Oléique Siccative *Linoleique

Coprah Palme Colza Lin Tung Cucurbita pepo
Densité & 20°C 0,907 — 0,909 0.897 - 0.900 0.913 ~ 0.930 0,927 - 0,930 0,938 — 0,940 0,8626
i“,?;“(’: de rcfraction | ) yue 1458 | 1454 1,458 1,480 — 1.481 1,480 ~ 1,481 | 1.516-1,520 1.4663
5 e
zlz%e de fusion| 55 4 18 -10 225 320 5 .
Indice d’iode 59 45 - 58 97 ~ 108 170 - 202 160173 115
Insaponifiables 02-04 0,5-1.2 05-135 035-13 1 1.9

* Nos résultats (Densité a 25°C)

Selon leur composition en acides gras et leurs propriétés physico-chimiques, les huiles se
répartissent en cing (5) catégories :

- type laurique : ces huiles contiennent principalement les acides laurique et
myristique. Ce sont des huiles saturées (huiles de coprah et de palmiste).

- type palmitique stéarique : ces huiles contiennent plus de 25% d’acide palmitique
(huile de palme) ou stéarique (beurre de cacao) et sont solides a la température ambiante &

cause de leur faible teneur en acides gras insaturés. Ces huiles sont peu sensibles a
I"oxydation.

- type oléique : plus répandues, les huiles de type oléique contiennent peu d’acides
polyinsaturés, linoléique et linolénique (huiles d’olive, de colza et d’arachide). Ce sont des
huiles de friture et d’assaisonnement.

- type linoléique ou semisiccative : elles sont trés fluides et possédent une certaine
aptitude a la polymeérisation, a cause de la présence du systéme diénique (huiles de coton, de
mais, de soja, de tournesol).

- type tri-insaturé ou siccative : ces huiles contiennent des acides gras di et tri-
msaturés possédant parfois plus de 18 atomes de carbone telles que les huiles de lin, tung et
moutarde. Leurs teneurs élevées en acide linolénique leur conférent une bonne aptitude a la
polymérisation et les rendent trés facilement oxydables.

2.4, Indice d’acide (1.4.)

Les espéces Citrullus lanatus et Cucurbita moschata donnent des huiles deux fois plus acides
que les espéces Cucurbita pepo et Lagenaria siceraria. Toutefois avec un indice d’acide
maximum de 2,6 nous avons des huiles brutes acides.



2.3. Indice de saponification (1.S.)

L’indice de saponification est de 'ordre de 180 pour les quatre especes ; ce résultat est en
accord avec les données de la littérature qui indique une fourchette de 180-200 pour ’indice
de saponification des huiles de graines de cucurbitacées.

2.6. Indice d’iode (1. 1)

Les valeurs de I'indice d’iode (de 110 a 150) sont caractéristiques des huiles fortement
insaturées ; ceci est confirmé par 1’analyse des acides gras. Le tableau IX montre que "huile
de LS a un pourcentage d’insaturation plus élevée que les autres cucurbitacées étudides. Le

CL et e CM ont un taux d’insaturation presque identique.
CP«CL~CM«LS

2.7. Teneur en insaponifiables

La teneur en insaponifiables compris entre 1 et 4% atteste la richesse de ces huiles en
composés terpéniques et stéroliques.

3. Détermination de la composition en acides gras

Les figures 24 a 27 donnent les chromatogrammes des esters méthyliques d’acides gras des
¢chantillons d’huile des cucurbitacées considérées.
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Figure 24: Chromatogramme des esters méthyliques d’acides gras
de "huile de graines de Cirrullus lanatus
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Figure 25: Chromatogramme des esters méthyliques d’acides gras
de lhuile de graines de Cucurbita moschata
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Figure 26 : Chromatogramme des esters méthyliques d’acides gras
de I'huile de graines de Cucurbita pepo.



b

Cogio

18

Figure 27 : Chromatogramme des esters méthyliques d’acides gras
de I'huile de graines de Lagenaria siceraria.

La plupart des acides gras détectés sont courants (tableau [X).

Tableau IX : Composition en acides gras totaux de quatre especes
de cucurbitacées du Congo.

Espéces Citrullus Cucurbita . Lagenaria
, ) Cucurbita pepo ) :
lanatus moschatu siceraria
Acides gras
Ciew 10,3 12,3 13,7 11,0
CIG:I 37 - - -
Crre } I - 0,3
Cigo 9.3 6.0 10,2 6,0
Cis 10.7 318 9,1 10,
Cisn 66,0 47.4 67,0 72,
Ciga - 2.3 - -
{R 4,1 4.5 32 4,8

R = % (acides gras isatures) / % (saturés)

53



Tableau X : Composition en acides gras totaux des especes de

Cucurbitacées dtudides dans la littérature

Espéces Origine Cis 0 Cis0 Cis Cig2 |Ciga Rétérence
Congo- 10,3 9.3 10,7 66,0 - Silou et al. 1990
Citrullus Brazzaville
lanatus Niger 18,3 11,3 14,4 60,6 0,5 Silou et al. 1999
Nigeria 11,0 6,6 24,8 57,6 - QOderinde et al. 1990
Cucurbita Cameroun 18,1 9,1 14,3 58,1 0,5 Silou LETIAM
moschata
Cucurbita Congo - 13,7 10,2 9,1 67.0 - Silou et al. 1990
pepo Brazzaville
Erythrée 13,3 8,0 29,0 470 |- Younis et al. 2000
Niger 17,8 9,4 40,4 31,4 - Silou et al. 1999
Cameroun 13, 5.2 40,3 39.8 1,0 Bintoungui (2005)
Lagenaria Congo - 11,0 6.0 102 72,5 - Silou et al. 1990
siceraria Brazzaville 13,4 5.4 10,4 69,9 0,9 Bintoungui (2005)
12,0 6,6 7,0 7740 104 Nakavoua (2005)
Niger 11,3 8,0 12,5 56,7 0,6 Silou et al 1999
Bintoungui (2003)
Nigerta 13,1 32 13,6 66, - Badifu et al. 1991
12,8 4.9 7,1 73,3 - Idem
16,6 4.6 - 72,2 0,6 Oderinde et al. 1990
Cucumis melo | Niger 11,3 8,0 12,5 67,7 0,6 Silou et al. 1999
Cucumis Niger 13,1 11,3 16,2 56,7 - Silou et al. 1999
multiflorus
Cucumis Cameroun 11,7 3.8 10,5 70.8 1,0 Silou, non publiés (2003)
satini
Cucymeropsis | Cameroun 16,2 8,3 22,6 51,2 1,8 Siloy, non publiés (2005)

manii

En accord avec les résultats déja disponibles dans la littérature (tableau X), les huiles de
cucurbitacées sont de type linoléique. L’ acide linoléique (C;g-2) est de loin le constituant
majoritaire de ces huiles a plus de 60%, sur un total de 80% en moyenne d’acides gras

insatures.

Ce résultat confirme les valeurs d’indice d’iode obtenues. Comparativement aux huiles
usuelles, les huiles de cucurbitacées sont proches des huiles de tournesol, de soja, de coton
(huile de type linoléique) et assez différentes des huiles d’arachide et d’olive (huile de tvpe
oléique) comme le montre le tableau XI.
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Tableau XI : Composition en acides oléique et linoléique
de quelques huiles végétales usuelles.

Acides gras Ciz Cig2
Espéces
Citrullus lanatus 10,7 66,0
Cucurbita moschata 31,8 47.4
Cucurbita pepo 9.1 67.0
Lagenaria siceraria 10,2 72,50
Coton 30,00 54,00
Tournesol 19 68
Soja 22,00 54,00
Arachide 54,00 22,00
QOlive 68 17

La teneur élevée en acide linoléique dans les huiles de cucurbitacées laisse supposer une
certaine fragilité au chautfage.

L’acide linolénique (Cyg.3) est absent sauf dans Cucurbita moschata ot il est présent a 2,5%.
Les quatre espéces contiennent les acides stéarique (Cig. o), oléique (Cig.1) et palmitique
(Ci6.0)-

On note en outre la présence de ’acide palmitoléique (Ci¢.) dans Citrullus lanatus et 'acide
margarique (Cy7.o) dans Lagenaria siceraria.

4. Etude de la stabilité thermique des huiles

Les huiles chautfées ont fait ’objet depuis plusieurs décennies d’un grand nombre de travaux
parfois contradictoires. Cette absence de consensus peut s’expliquer par la complexité du
probléme (GUILLAUMIN, 1973).

En effet, le chauffage de I'huile a {"air libre par exemple, par effets conjugués de la
température et de 1'oxygeéne conduit a un nombre impressionnant de composés chimiques.
regroupes sous le vocable « Especes Chimiques Nouvelles » (E.C.N.).

Déja GUILLAUMIN signalait en 1973 Dexistence de plus de 400 composés isolés et
identifiés.

Les réactions qui ont lieu dans une huile ou graisse chauffée sont complexes et se déroulent
simultanément. On peut les répartir en trois groupes :

e les réactions d’hydrolyse qui conduisent a des produits de scissions de corps gras.
Certains d’entre eux sont volatils et sont responsables des odeurs particulieres des
fritures.

e Les réactions d’oxydation qui conduisent a des E.C.N. comportant de nouvelles
fonctions et peuvent parfois aboutir a la formation des composés cycliques.

e Les réactions de polymérisation qui aboutissent & la formation des polyméres
(éventucllement cancérigénes).

Par ailleurs, d’autres auteurs (THOMPSON et al, 1967 ; FAUR, 1975 ; WALTKING et al,
1970) indiquent que 'altération des huiles dépend du traitement subi par cette derniere. Les
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conditions expérimentales tiennent donc une place importante dans ['étude des huiles
chauffées,

Les éléments importants dans le chautfage sont d’une part, la nature du chauffage (continue
ou discontinue) et d’autre part, la présence ou non des aliments (ou des produits chimiques)
dans ['huile.

Des résultats plus récents confirment 'importance et la complexité de cette question
(OTTAVIANI etal, 1979 ; DOBARGANES, 1998 ; SEBEDIO et al, 1998).

L’étude de laltération des huiles chauffées est un axe de recherche trés important sur la
physico-chimique des corps gras. Cette recherche utilise deux approches :

e la premiére consiste a évaluer le degré d’altération par la mesure des caractéristiques
physico-chimiques globales de I'huile sans se préoccuper de la nature des E.C.N.
formées ;

e la deuxieéme plus analytique, isole et identifie ces E.C .N. par des méthodes physico-
chimiques usuelles (chromatographie, spectrométrie, etc...)

Nous avons évalué le degré d’altération par chauffage des huiles de cucurbitacées en utilisant
la premiére approche.

4.1. Variation des caractéristiques physico-chimiques

Nous avons retenu 4 indicateurs physico-chimiques pour évaluer et suivre 1'évolution du
degré d’altération des huiles chauffées a 170°C.

Ce sont : ’'indice d acide I, Pindice d'iode 1;, les coefticients d’extinction & 232 et 268 nm
et la viscosité.

Tableau XI11 : Variation des caractéristiques chimiques et physico-chimiques
pendant le chauffage des huiles des deux de cucurbitacées.

ey 3 Viscosité 30°C
232nm | El% 4268 nm (CSI))

e3

Indice d’acide Indice d"10de

] >0
fem

a
N=0 [N=101 R i N=0 IN=10, R |N=0 N=10 R IN=0|N=10 N=0 [N=[0] R

R
Citrullus 22| 34 | 1550 413 5689 1.4

2,230 1,63 10,62 1126,8) 934 10,74, 51 | 252 1494
lanatus
;;;:ré;fa 1,091 1,831 1,7 111S,01103.5/090, 4.6 | 181 13931 04 | 3,1 [7,75/553563.28! 1,1

N = nombre de chauffage a T = 170°C
R = Valeur 4 N=10(5h)/Valeur a N=0(0h)




Tableau XIII : Variation des caractéristiques chimiques et physico-chimiques pendant le
chauffage des huiles d’arachide et d’olive (LARRUSO et PASCUSSI, 1983)

Viscosité 30°C

Indice d’acide Indice d’iode EV: a232nm 1. 4268 nm (cSt)

t=0h{ t=6h | R |t=Ch | t=6h | R |t=0Oh| t=6¢h | R |t=0h| t=6h | R | t=0h | t=6h | R
Arachide 1022 0,62 {29 197,61 91,8 :094{544 648 | 1,2 10,52 1,47 1 2,8 [6573|161,13; 2.5
Olive 078 1,02 1 1,3 18331 81,3109812,14 78537 10,181 1,24 |69 {71,24] 86,17 ! 12

t = durée du chauffage a T = 170°C
R = Valeur a t=6h/Valeur a t=0h.

La comparaison des résultats fait ressortir :

» pour 'indice d’acide, que les huiles de cucurbitacées ont un comportement plus
proche de celul de I'huile d'olive que celui de 'huile d’arachide. Le chauffage
pendant 5 ou 6 heures & 170°C multiplie I'indice d’acide des huiles de cucurbitacées et
d’olive par un facteur de 1,36+0,15 ; alors que ce facteur est de 2,8 pour ['huile

d’arachide. Ces résultats confirment une meilleure stabilité thermique a [hvdrolyse de

Phuile d’olive.

¢ pour 'indice d’iode, que la diminution ¢st de 1"ordre de 26% (R=0,74) pour Citrullus
lanatus et de 10% (R=0,90) pour Cucurbitu pepo, contre 6% (R=0,94) pour I'huile
d’arachide et de 2% (R=0,98) pour l'huile d’olive. Ces résultats sont presque
identiques sauf pour Cirrullus lanatus. Cette décroissance de variation d’indice d’iode

du Citrullus lanatus a ’arachide laisse supposer au cours du chauffage une variat
de plus en plus faible pour Citrullus lunatus. Cucurbita pepo, arachide et olive s
voisins. Citrullus lanatus et Cucurbita pepo étant presque identiques, la se
différence proviendrait de Cy4 . qui se dégrade dans Citrullus lanatus.

ion
ont
ule

e Pour les coefficients d’extinction, d’une fagon générale, les variations sont beaucoup

plus grandes pour les huiles de cucurbitacées et d’olive que pour I'huile d arachide.
toute absence des phénomenes dus aux effets de concentration, la formation

En
de

peroxyde linoléique et des diénes conjuguées provenant de cet acide (A=232nm ) et
celle des triénes et des produits d’oxydation ( A=268 nm ) sont donc du méme ordre au

cours du chauffage des huiles de cucurbitacées que de I'huile d’olive. Toutefois

, 1l

convient de signaler que les valeurs de R voisines pour les huiles de Citruflus lanatus
et d’arachide & A=268 nm conduisent a admettre que pour ces huiles, la formation des

trienes et des produits d’oxydation est comparable et moins importante que pour

les

autres huiles de cucurbitacées et d olive. Les huiles de Cirrullius lanatus et d’arachide

ont une stabilité au chauffage comparable. Une mesure des coefficients d’extinct

ion

dans deux solvants différents mais de constantes diélectriques comparables confirme

ces résultats (KISSOTOKENE-NTINOU, 1987).

e la faible variation des viscosités des huiles de cucurbitacées (R=1,1 ; 1,4) contre 1,2 et

2,5 respectivement pour 'huile d'olive et d’arachide indique une certaine stabilité
ces huiles au chauffage.

de
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On sait également que tout en dépendant en premier lieu de la nature du fluide, la viscosité
dépend de 3 principaux paramétres :

e la température dont "augmentation détermine une diminution de la viscosité dans le
cas des fluides.

e La pression dont I'augmentation entraine un accroissement de la viscosité.

e le gradient de vitesse qui intervient seulement dans le cas des hiquides complexes.

Nous nous sommes intéress€s a la relation viscosité-ltempérature exprimée par :

1= A, exp (E/RT)
Nous avons mesuré a différentes températures, les viscosités des huiles de Citrullus lanatus et
de Cucurbita pepo non chauffées et au dixieme chauffage, de Cucurbita moschata et de

Lagenaria siceraria non chauffées.

Le tableau XIV  représente les valeurs des coefficients de  viscosité des huiles de

cucurbitacées. Les valeurs de E déduites de la relation: n = Ay exp (E/RT) sont regroupées
dans le tableau XV.

Tableau X1V : Coefficients de viscosité en (cSt) des huiles
de cucurbitacées a différentes températures .

Especes Température absolue (enk); T=273 +1(°C)
étudiées Etat de ["huile 293 303 313 373
Citrullus non chauffée 57.3 41,1 29,34 6,83
lanatus chauffée - 58.44 37,55 3,15
Cucurbita non chauffée 83.23 55,95 39,2 8,7
pepo chauffée - 61,9 42,5 8,83
Cucurbita 66.8 46,5 32,64 7.0
moschata non chauffée
Lagenaria 60,34 46,21 33,34 8,01
siceraria non chauffée

Tableau XV: Valeurs d’énergie E mise en jeu dans le processus d’écoulement élémentaire des
huiles de cucurbitacées.

o E(K]) Coefficient de
Especes o
corrélation (1)
Citrullus | non chauffée 24,10 0,999
lanatus chauftée 39,49 0,999
Cucurbita moschata 25.50 0,999
Cucurbita | non chauffée 25.39 0,996
pepo chauffée 25,90 0,999
Lagenaria siceraria 23,79 0,998
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On constate que pour 'huile de Citrullus lanatus chauffé, ’énergie E est de 39,49 KJ au lieu
de 25x1KJ pour les autres huiles considérées. Cette augmentation d’énergie est en parfait
accord avec la disparition dans I'huile de Citrullus lanatus de I’acide palmitoléique (Ci4.1) au
cours du chauffage.

4.2. Variation de la composition ¢n acides gras

La composition en acides gras des huiles de cucurbitacées avant et aprés chauffage a été
déterminée par chromatographie en phase gazeuse. Les résultats obtenus sont regroupés dans
le tableau XVI et la figure 28 donne, & titre d’illustration le chromatogramme des esters
méthyliques d’acides gras de I'huile des graines de Citruflus lanatus chauffé.

Tableau XVI : Composition en acides gras des huiles avant et aprés chauffage

Acides | Citrullus lanatus | Cucurbita pepo Arachide Olive
gars
Avant Apres Avant Apres Avant Apres Avant Apres

Cis 0 10,3 10,9 13,7 15,7 13,0 14,4 12,4 11,7
Cie 3,7 - - - - - - -
Ciso 9.3 10,9 10,2 11,3 3,0 3.4 2.4 2,3
Cig 10,7 16,1 9,1 12,1 55,1 60,8 77,5 78.6
Cig 66,0 61,9 67,0 60,9 27,3 20,1 7,8 6,8
Cisa - - - - - 0,5 0,4
Cao0 - - - - 1,6 1,3 0,3 0,2
R* 3.8 3,6 3.2 2,7 5,2 4,5 5,7 6,1

R* : acides gras insaturés/acides gras saturés

On constate a 'examen du tableau XVI que 'altération des huiles, dans nos conditions de
travail, résulte essentiellement de la destruction de 1'acide linoléique (Cig2) qui voit sa teneur
passée de 66,0 2 61,9 % pour Citrullus lunatus, de 67,0 3 60,9 % pour Cucurbita pepo, et de
27,3 4 20,1 pour I'arachide.

Chez Citrullus lanatus chauffé on note également la disparition de Cyg ..

Tous composés qui ne sont pas modifiés voient leur teneur augmentée,

Les mémes observations ont été faites dans les huiles d’arachide et d’olive (LARRUSO et
PASCUSSI, 1983).

Aucune altération mesurable n’a €té notée pour ['hutle d’olive.
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Freure 28 Chromatogramme des esters méthyliques d'acides gras des huiles des graines de
& i f o)
Citrullus lanatus chaufté

5. Essai d’optimisation des conditions d’extraction.

Nous avons étudi¢ "influence du temps d’extraction de la nature du solvant et du rapport
¢chantillon/sohvant sur la teneur en huile. L’¢tude a port€ sur Cirrullus lanatus. Les résultats
obtenus sont regroupés dans les tableaux XVII et XVIII

Tableau XVIil : Influence du temps d’extraction a Iéther de pétrole sur la teneur en huile des
deux échantillons de Citrullus lanatus.

Terps () [ | 2 | 41 6 1 8 |10 12
26.92 137.97 |46.15 |44.75 |42.47 138,35 |31.25

Tercur en huile (%)
(¢chantillon 1)
Tereur en huile (%) |,

e 37,35 140,04 [ 54,38 148,98 144,96 143,32 143,20
{¢ehantitlon 2)

On constate. quelque soit 'échantillon (prise d’essai 40 g) une augmentation de la quantité
d’huile extraite avec un maximum situé aux environs de 4 heures (figure 29).
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Figure 29: Courbes représentatives de la variation de la teneur en huile de Cirrullus lanatus en
fonction du temps d’extraction

Tableat XV Influence du solvant sur la teneur en huile de Crerullus lanatus

Solvant £a25°C Teneur en huile
n-hexane 1,8773 33,38
Cyclohexane 2,0148 64,10
Tétrachlorure de carbone 2,2000 67,76

Lther de pétrole - 45

Ether ethyvhique 4,2500 46,04
Chloroforme 4,8060 74,08

Acdtone 20.7000 62,82

Ethanol 24,3000 18,06

M¢éthanol 32,6000 6,95

En fixant le emps dextraction & 6 heures conformément aux méthodes normalisées UICPA
(1979), on note une sugmentation du pouvoir d’extraction avec la constante diélectrique pour
les solvants peu dissociants et une diminution de ce pouvoir avec la constante diélectrique
pour les solvants dis sociants, en général £>1 5 . Ce comportement est a élucider.



Tableau XIX : Influence du rapport échantillon/solvant sur la teneur en huile.
Solvant : éther de pétrole (Citrullus lanatus)

| masse (o) échantillon | 10 20 30 A0
T 3Simldesolvant 250 2500 250 250
E:}ﬁ’g;f;y}"}rrililltiilc (en %) 38,00 41,50 35,53 33,50

L’hutle @ ¢t extraite pendant 6 heures avee 250 ml d’éther de pétrole en utilisant des masses
p

variables d’¢chantilion. A I'examen du tableau XIX, nous constatons que la teneur en huile

passe par un maximum qui correspond au rapport R = 20/250 soit 10%.

Ce travail de controle a posteriori constitue une validation, pour notre cas précis des normes
recommanddes de manicre générale, notamment sur le rapport de masse échantillon solvant et
sur la durée de extraction.

6. Conclusion

Les graines de cucurbitacées nous donnent une huile dont la teneur est de méme ordre de
grandeur que celle des huiles d’arachide, de tournesol, de sésame... et dépasse de loin les
huiles de coton. de soja. Ces huiles constituées en majorité des acides gras courants sont des
huiles de type linoléique.

Un essai d’optimisation des conditions d extraction nous a permis de montrer que :

» e cyelohexune, le chloroforme, le tétrachlorure de carbone, 1'acétone extraient une
plus grende quantité d’huile que I'éther de pétrole, le n-hexane et I’éther éthylique ;
o letemps d'entraction optimale se situe aux environs de 4 heures :

e lerapport échantillon/solvant rentable est de 10%.

L’évaluation de I'alicration des huiles de CL et de CP par mesure globale des caractéristiques
physico-chimiques ou par analyse des acides gras indique un comportement assez proche ou
intermédiaire de cclui des huiles d’arachide et d'olive.

L’absence d acide linolénique (Cig-3) renforce cette idée de stabilité relativement bonne
jusqu’a 170°C.

Les valeurs obtenuces de 'indice d’iode, caractéristiques des huiles fortement insaturées, sont
conformes 4 i composition en acides gras, avec plus de 60% de teneur en acides gras
insaturés. Les valeurs de I'indice d’acide sont en faveur des huiles faiblement acides. La
teneur en insaponifiables atteste leur richesse en composés terpéniques et stéroliques.

Le chautfage prolongé jusqu'a 170°C n’altere que trés faiblement ces huiles. L’oxydation
semble ¢ure la cause de cette altération car la polymérisation n’a pas €té mise en évidence.

Les huiles de CL et de CP peuvent étre considérées comme de trés bonnes huiles de table ou
des assez bonnes huiles de fritures douces.



CHAPITRE 3

NATURE ET COMPOSITION DES CLASSES DES LIPIDES DE QUATRE
1ESPECES DE CURCUBITACEES ALIMENTAIRES
DU CONGO BRAZZAVILLE.

Les cucurbitacées sont de consommation courante dans le Golfe de Guinée. Les feuilles sont
utilisées comme [égume vert tandis que les graines entrent dans 1'épaississement des sauces
des différents repas.

Des études entreprises sur les cucurbitacées au Nigéria (ONYEIKE et al, 1995 ; GIRIS et
TURNER, 1972 BADIFU, 1991 ; ODERINDE et all, 1990), au Niger (SABO, 2004
SILOU et al, 1999) témoignent de I'importance accordée a la connaissance scientifique de
cette ressource oléo-protéagineuse.

La presque totalité de ces études tendent a établir 'intérét alimentaire de ces spéculations.
Nous avons doae initié une étude plus fondamentale sur les lipides en faisant I'inventaire
systématique  ces  lipides des cucurbittoées alimentaires du Congo, travail a notre
connaissance mnexistant jusqu’a présent.

Dans ce chapitre. nous avons déterming la composttion en AG de chaque classe ou catégorie
lipidique identitiée. [ analyse chromatographique des différents échantillons de cucurbitacées
a permis diidentifier les lipides neutres et polaires. Nous avons ensuite étudié par
chromategraphic ¢n phase gazeuse, les différents acides gras au sein de chaque classe
lipidique.

Une telle approche assure une visibilit¢ plus grande dans la valorisation possible des
différentes espéces de cucurbitacées du Congo-Brazzaville.

I- MATERIEL ET METIHHODES

-

I. Matériel vigétal

Citrullus lanates - Cucurbita moschata ; Cucurbita pepo et Lagenaria siceraria. Ce matériel
végdtal est déja déent dans le chapitre 2.

2. Méthodes d'extraction, de séparation et d’analyse
2.1, Extraction des iipides

Il s"agit de récupdrer tous les lipides neutres ou polaires des graines. Les graines décortiquées
avant brovage sont ivées dans 'eau bouillante. L’ébullition, maintenue environ 5 minutes,
permet dlinactiver les enzymes.

L7extraction proprement dite se fait suivant la méthode de BLIGH et DYER (1959). Apres
broyage dans o miéthano! (10 ml), on ajoute les mémes quantités de chloroforme et d’eau
distillée. De cctte manicre, les lipides sont libérés de leurs interactions avec les molécules
protéiques ¢t so retrouvent dans la phase inférieure du systéme biphasique obtenu aprés
centrifugation (10mn, 4000xg). Cette phase est ensuite récupérée et le solvant évaporé. Les
lipides totaux ainsi extraits sont conserveés a -20°C dans du chloroforme.
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2.2. 8éparaiion des clusses lipidigues par chromatographie sur couche mince (CCM)

Le fractionnement des lipides en différentes classes se fait par la chromatographie
d’adsorption sur couche mince de gel de silice (plaques TTC 60F-254, Merck). La méthode
consiste a déposer un aliquot de I’extrait lipidique total dans du chloroforme a 2 cm du bord
inférieur de la plague sous courant d’azote. Le témoin utilisé est le WT (tabac). La plaque est
ensuite placée dans une cuve hermétiquement fermée contenant un solvant de polarité donnée.
Le solvant LEPAGE (1964) dont la composition est faite de: chloroforme/méthanol
facétone/acide acétique/eau (50/10/20/10/5, V/V/V/V/V) permet de séparer les lipides neutres
des liptdes polaires cux-mémes fractionnés en différentes classes. Le solvant de MANGOLD
(1964) composé de: éther de pétrole/éther éthylique/acide acétique (70/30/0,4, V/V/V)
permet quant a lui fe fractionnement des lipides neutres.

2.3. Révélution des classes lipidiques

Les lipides sépards sur plaque de gel de silice sont révélés dans une cuve saturée de vapeurs
d'iode. Les lipides apparaissent sous forme de taches jaunes. Ils sont identifiés par
comparaison avec les Ri des témoins (figure 30). Les spots détectés sur le gel de silice, qui
contiennent les lipides sont grattés apreés évaporation de I'iode afin de méthyler leurs acides
gras.

2.4. Détermiination de la compaosition en acides gras par chromatographie en phase gazeuse
(CPG)

241 Méthylation des acides gras

Pour pouvoir analyser les acides gras de 'extrait lipidique total ou des différentes classes
lipidiques, une étape de méthylation est nécessaire. La méthylation se fait en présence d’un
standard interne (Cy7 ).

La méthode de méthylation utilisée est celle déerite par METCALFE et al (1966). Un aliquot
de Iextrait ipidique total préalablement séché sous azote ou les spots récupérés sur plaque de
silice sont mis i incuber au bain marie (60°C) pendant 20 minutes dans 1 ml de méthanol
contenant 14% (V.V) de tri-fluorure de bore en tant que catalyseur acide. La réaction se
déroule dans un tube fermé. Apres refroidissement du tube de méthylation, les esters
miéthyliques soat extraits par 3 ml de pentane et 0,5 ml d’eau distillée. Le pentane est ensuite
évaporé a 50°C et les esters méthvliques d'acides gras sont conservés au froid dans du
meéthanol,
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Fivure 30 : Séparation des lipides totaux des cucurbitacées

2.4.2. Sépararion et analyse des esters méthyliques dacides gras par CPG

La séparation des esters méthyliques d'acides gras s’effectue sur un chromatographe (Delsi
série 30) relié & un traceur intégrateur (Enica 21). La colonne capillaire utilisée est de type
carbowax (longucur = 25m, diametre = 0,25mm et épaisseur = 0,25um). La température de
I'injecteur ¢t du détecteur est de 250°C. Le gaz vecteur utilisé est I'hélium a 0,5 bars en téte
de colonne et de débit 3 ml/mn. L'élution des différents esters d’acides gras se fait a
température constante (température du four de la colonne = 200°C).

Le traceur intéyrateur détermine la surface de chaque pic. Les acides gras sont identifiés par
référence aux temps de rétention des standards correspondants obtenus dans des conditions
citées ci-dessus: ¢Test Uanalyse qualitative. Par comparaison de la surface de chaque pic avec
celle du stundard interne (acide heptadécanoique), on calcule la quantité de chaque acide
aras : clest M analvse quantitative.
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II. RESUTATS ET DISCUSSION
1. Les classes de lipides des eucurbitacées
L.1. Lipides neuatres.

L analyse chromatopraphique sur couche mince représentée par la figure 31, montre que les
lipides neutres des cucurbitacées sont essentiellement constitués de triacylglycérols,
accompagnds de quantités relativement importantes de diacylglycérols et d “acides gras libres.
Quatre tiches ont pu Ctre déeeldes : trois taches (A, B, C) entre les acides gras libres et les
triacylglycérols n"ont pu étre identifiées malgré leur présence constante. Ces trois taches
pourraient étre des stérols non estérifiés ou des alcools a longue chaine; une tache (P) vers le
front du solvant représente des composés non estérifiés qui pourraient correspondre a des
paraffines. squaicne cte. ..

1.2, Lipides polaires.

La figure 32, montie que la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE) et la
phosphatidylinositol (P1) sont les principaux constituants des lipides polaires. Il faut noter une
prédominance de fa PC. Une tache (D) non identifiée a été détectée entre PE et TAG, plus
proche de Pl Pl semble étre ausst importante que la PC.

Comme dany la plupart des compositions lipidiques plantes, les triacylglycérols demeurent les
constituants majeurs des lipides neutres, ce qui est en parfait accord avec les données de la
littérature (WEETE, 1980 ; GUNSTONE, 1986 ; OHLROGGE, 1995; FACCIOTI et VIC
KNAUE, 1955).

Les lipides polaires contiennent toujours plus de phosphatidylcholine que de
phosphatydii¢thanolamine, ce qui semble étre une régle habituelle chez la plupart des plantes
dont les cucurbitacées.

La composition des lipides neutres reste remarquablement constante dans les différentes
especes de cucurbitacées étudides clest-a-dire que les triacylglycérols sont les catégories
dominantes.

Les résultats des analyses chromatographiques sont regroupés dans le tableau XX. Nous
avons ¢galement déterminé la composition des lipides neutres et polaires, des inconnus ainsi
que celle assimilable aux composés non estérifiés.
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Figure 31 : Séparation des lipides neutres des cucurbitacées par chromatographie sur couche
mince

Les lipides résiduels non identifiés apres la séparation des lipides neutres n'ayant pas migré
pourraient correspondre aux monogalactosides (hypotheése a vérifier)

M CP CL LS Témoin WT

Figure 32 Séparation des lipides polaires des cucurbitacées par chromatographie sur couche
mince.

De méme. les lipides résiducls non identifiés n'ayant pas migré aprés la séparation des lipides
polaires powrraient correspondre aux céramides polvhexosides (hypotheése a vérifier).
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Tableau XX : Composition des lipides neutres et polaires des cucurbitacées (% de la masse

des acide

s gras totaux)

- Citrullus Cucurbita Cucurbita Lagenaria
. lanatuy moschata pepo siceraria
- Lipides neutres
Lipides résiducls * 2,36 6,34 3,90 1,81
DAGL 2,65 6,27 4,16 1,55
' DAG; 0,53 5,28 1,57 1,68
AG 1,89 4,14 3,60 2,46
TAG B 84,56 65,75 81,55 81,50
A - 2.07 2,99 1,61 1,43
B 2,40 2,86 0,61 1,60
C 1,71 4,69 0,64 2,93
Composés non estérifics 1,78 1,63 2,34 7,03
Total 99,95 99,95 99,98 101,99
, Lipides polaires
Pl 15,20 19,65 11,65 14,57
PC 4235 37,26 48,56 44,27
PE - 23,50 22,42 16,58 18,03
D 18.96 20,75 25,34 23,13
 Total 100,01 100,08 102,13 100,00

* Lipides résiduels : lipides n’ayant pas migré.

Les résultats obtenus (Tableau XX) confirment bien que les triacylglycérols sont les
constituants majeurs : 85% dans Citrullus lanatus, 66% dans Cucurbita moschata, 82% dans
Cucurbita pepe et Lagenaria siceraria. Les diacylglycérols sont les constituants les mieux
représentés dans presque toutes les especes. Viennent enfin les acides gras libres présents en
quantités non ndgligeables.

Les trincvlglycdrols sont toujours les constituants les plus importants, ce qui est normal
puisque Maccumulation des réserves se fait habituellement sous cette forme ; ceci est en
parfait accord avee les données de la littérature (OHLROGGE et BROWSE, 1995
FACCIOTTT et VIC KNAUF, 1995). Les diacylglvcérols, bien que ne constituant pas une
forme habituelle d accumulation, sont également bien représentés notamment dans le
Cucurbita moschare. Du fait qu’ils sont intermédiaires de synthése essentielle pour les
phospholipides les plus importants (PC et PE), et pour les triacylglycérols, il parait normal
qu’on retrouve des quantités non négligeables de diacylglycérols.

Trois composés A, B et C (a faible teneur), non identifiés ont €t¢ mis en évidence.

La phosphatidylcholine, phosphatidylétharolamine et la phosphatidylinositol sont les
principaux phospholipides identifiés chez les cucurbitacées. PC et PE sont les deux
phospholipides majeurs, La PC étant, quelle que soit 'espéce considérée, nettement plus
dominant comnme phospholipide, avec des teneurs variant de 37 3 49%.

I1 ressort de ces analvses que. chez les cucurbitacées étudiées d une maniére générale, PE et
PC sont les deux phospholipides trés dominants avec une dominance trés nette pour la PC
(PC>PE>PI) © ce qui semble Gre une regle habituelle chez la plupart des plantes dont les
cucurbitacées. Ces iendunces peuvent certainement étre vérifiées au niveau des différentes
voies de synthése des phospholipides.
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Un composé T non identifié, a été mis en évidence avec des teneurs relativement élevées de
194 25%.

2. Composizien en acides gras des différentes classes des lipides
Les résultats d analvse des acides gras sont consignés dans les tableaux XXI a XXIV.
2.1. Citrullus lunatis

Tableau XXi : Composition (%) en acides gras des lipides neutres et polaires de Citrullus

lanatus.

Acides gras Cin Cioi Cigwo Cis Cis2 Cis
Lipides 349 31 16,7 75 36,6 13
résiduels™

DAG» 21,7 6,0 13,5 10,8 48,0 -
DAG ; ) 27.8 2.8 23,5 26,4 18,1 1,3
AG 245 3.4 13,7 12,0 45,7 0,9
TAG EE i 9.3 10,1 67,0 0.2
A o4 . 15.1 121 46,9 L5
B 202 0,9 5.4 9,7 52,3 I5
C T o4 3.2 18.6 12,6 36 26
Composés |

non ! 21,4 1.3 16,5 12,7 46,6 1,4
estérifiés |

Pl ' 23.5 - 30 15,2 28,0 3.8
pPC 32,1 5.0 14,3 12,5 35,3 0,8
PE 333 0,5 12,1 14,6 27,6 11,9
D | 27.3 5.9 323 15,7 17.7 1,1

* Lipides résiduels : lipides n’ayant pas migré.

Dans les lipides résiduels, Ciq.o (acide palmitique) et Cyg 2 (acide linoléique) sont les acides
gras les plus abondants avee une I¢gére prédominance de Cyg.». Par ordre d’importance nous
trouvons cnsuite Cig.p (acide stéarique) et une faible quantité de C;g 3 (acide linolénique).
Nous remarquons ¢galement une Iégére abondance des acides gras saturés (52%) par rapport
aux acides gras insaturés (48%).

Lacide Cg .5 est acide gras prédominant dans tous les lipides neutres.

Au niveau des diacvlglyeérols, nous retrouvons le méme profil en acides gras que dans le cas
des lipides résiducls, sauf pour les DAG ., ot le Cig 3 est absent. Cyg 9 et Cyz .2 sont les plus
abondants avec une légere abondance de Cig 2. Les acides gras Cig g et Cjg-) sont présents en
quantités éunies.

L acide gras libre e plus abondant est le Cyg.0. Le Cyq ¢, deuxiéme acide gras libre diminue de
moiti¢ par rapport a Cyg .

Au niveau des triacviglvedrols, acide gras le plus abondant est le Cyg . Nous observons une
diminution considérable du taux d’autres acides gras dans cette catégorie lipidique.
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Au niveau des inconnus (A, B et C) et des composés non estérifiés (tdche observée au-dessus
des triacylglvecrols), le Cig .2 est ¢galement I"acide gras majeur.

Pour les lipides polaires :

-Phosphatidvlinositol : les acides gras majeurs sont Cig o ¢t Cyg. L’acide gras Cig €tant
légerement plus abondant que le Cys 2. Viennent ensuite Cyg . €t Cyg 1.

Cis02Ciz 2>Cro 07Uz 1

-Phosphatidvlcholine © les acides gras majeurs sont Cyg g et Cyg

Cis 2>Cie0Crgo™>Uis

-Phosphatidvi¢thanolamine @ les acides gras majeurs sont Cyg g et Cyg.2 avec Cjg o 1égérement
plus abondunt. Curtcusement dans ce lipide polaire Cigz et Cig.o sont sensiblement
dentiques.

Cio 7Cis22Ci3 12Cig 0

Dans Citrullus lunatus, Cis 9 et Cigo sont généralement les acides gras les plus abondants
observés pratiquement dans tous les cas de figure. Cjg.3 n’est présent qu’en quantités treés
faibles, sauf dans le cas de la phosphatidyléthanolamine.

2.2. Cucurbitis moschata

Tableau XX11 : Composition (%) en AG des lipides neutres et polaires de Cucurbita

moschata.

Acides gras | Cig o Cizo Ciz Ciza Cigs
f:iﬁim 33,0 9.7 17,2 34,1 6,0
DAGL | 358 £ 213 9.1 5
DAG; 42.5 15,35 38.2 3,3 0,5
AG 20 155 | 380 194 7.1
TAG 83 8.1 29,1 13,5 1.0
A T s 20.7 20,6 7.5 13
B 26,6 12.8 240 33,6 3,0
C 31,0 14.0 26,7 26,2 2,1
Composis 67,1 18.3 7,2 - 7,5
non estérifiés

Pl 68.5 18,2 3.5 3.3 6,6
PC 53,1 13.9 26,0 4.8 2,3
PE 63,6 12,5 15,3 8.7 -
D 57.6 18.4 20,7 - 3.3

* Tipides résiduels : lipides n’ayant pas migré.
p 3 g
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Dans les lipides résiduels les acides gran les plus abondants sont Cig; et Cig 0 avec une
quantité sensiblement supérieure pour Cig 2.

Cig 22Cie 07C13 12 Cig 02Cig 3

Les acides gras majeurs au niveau des diacylglycérols sont le Cig.o et le Cyz 1 avec une
prédominance de Cq . Viennent ensuite le Cig 2 et le Cig .

Cio02Cig 12C5 22 Crg 0> Cig 2

Les acides gras libres majeurs sont le Cyg - et le Cig.9 Sont les acides gras majeurs comme
dans le cas des diacylglycérols avee une prédominance de Cyg

Cig 17Che 07 Crg 2> Cre 0> Chg 3
Le Cjg »est Macide gras majeur des triacylglycérols. Nous avons ensuite le Cig.p et le Cig 0.
Cig 27Cis.12Crs 07 Crg 02 Cig 3

La situation des acides gras des inconnus et des composés non estérifiés est totalement
différente par rapport aux observations faites dans Citrullus lanatus. Dans A, C et les
composés non cstérifiés, I'acide gras le plus abondant est le Cy¢. et dans B, c’est le Cyz .
Contrairement & Citrullus lanatus, "acide gras le plus abondant chez cette espeéce varie pour
les différents lipides neutres 1 Cig-y pour les acides gras libres, Cig.0 pour les DAG et Ciga
pour les TAG. Globalement Cy5 5 est 'acide gras le plus abondant dans les lipides résiduels,
suivi de pres par Cig 4.

Dans les lipides polaires et 'inconnu D, Macide gras majeur est le Cyg.0. Cet acide gras est
p | g 3|

plus abondant dans le Pl que dans les deux autres phospholipides. Nous avons ensuite le Cg

qui est plus abondant dans le PC.

Nous remarquens gue dans Cucurbita moschata les acides gras les plus abondants sont le
Cig o ct fe Cyg oy sauf au niveau des lipides résiduels et des triacylglycérols ou le Cig.» est
toujours [acide gras le plus abondant. Ainsi, il apparait, d’apres nos observations que le profil
en acides gras est totalement opposé a celui de Citrullus lanatus. Les lipides polaires ont le
méme acide vres le plus abondant, alors que ce dernier varie pour les lipides neutres.

2.3. Cucurbita pepo

Les acides gras majoritaires des lipides résiduels sont le Ci¢ g et le Ci3.2 avec une dominance
de Cig 0. Lo quantité de Cyg 4 n’est pas négligeable.

Ci6:07Ci32>Ci3.0>Cig >Crg 3.

Le Cyz o ct le Cyg 0 sont nettement plus abondants avec une prédominance de Cg-2 au niveau
des diacylglyveérols.

Cig 22 Cr o Cis Ui 70 50

Lacide gras majeur est le Cyg o suivi de Cyg o dans la catégorie des acides gras libres.



Ci8:22Cy6.07Ci13 07 Cig 1> Ciz 3.

Comme dans les cas précédents, le Cyg.» est toujours majeur dans les triacylglycérols..

Cig 22Ci6 0>Cig 1>Cig 0.

Dans A et C (inconnus), le Cj¢ .9 est Iacide gras majeur. Dans B (inconnu), le Ciggetle Cig
sont de teneurs équivalentes. Par contre dans les composés non estérifiés, le Cig.y est
largement plus abondant.

Au niveau des lipides polaires :

-Phosphatidylinositol ; les acides gras majeurs sont Cig o ¢t Cig 9 avee une prédominance de
CIS 3

-Phosphatidylcholine : les deux acides gras mujeurs sont le Cigg et le Cigo avee une
prédominance de Cyg .

-Phosphatidyléthanolamine : le Cig g est plus abondant que le Cjg -, situation inverse observée
dans le cas de la phosphatidylcholine.

Inconnu D : le C16 :0 est largement plus abondant avee 80%.
Cucurbira pepo présente un profil comparable a cclui de Citrullus lanarus © méme acide gras
prédominant dans les hpides neutres (Cyg ), acide gras variable avec la nature des lipides

polaires

Tableau XXI1T : Composition (%) en acides gras des lipides neutres et polaires de Cucurbita

pepo
Acides gras Cioo0 Cio1 Cix -0 Cig. Cis 2 Cig s
Lipides 46,5 . 14.6 6.8 314 0.7
résiduels*
DAG 21,2 - 17.4 17,2 432 1,0
DAG 1 39,4 2,7 173 13,0 27,7 -
AG 223 0,8 12,9 9.3 53,6 11
TAG | 204 - 12,8 144 52,4 -
A 40,0 - 35,3 20,6 4, -
B 348 | 123 2.4 1700 } 336 | - |
¢ 624 | 56 8,2 8,3 11,7 3,9
Composés
non 9.8 3.9 19.5 12,2 54.4 0.2
Pl . 38.9 sl 4 1 34 a0 -
S R X T IR B v 3 o3y | -
PR w2 | es O ah T |
D so.1 | - 178 0,5 1,6 -




* Lipides résiduels : lipides n’ayvant pas migré.
2.4. Lagenaria siceraria

Tableau XXIV: Composition (%) en acides gras des lipides neutres et polaires de Lagenaria

siceraria.
Acides gras Cis 0 Cis 1 Ciz 0 Cig Cizz2 Cis 3
Lipides 38,4 1,8 1.8 10,8 36,3 1,0
résiduels*
DAG;» 36,5 4.0 20,1 15,3 17,5 6,6
DAG,; 40,1 7.0 22,5 13,2 2.1 5,0
AG 2.7 Y 293 303 .7
TAG 17,6 - 84 - 73,9 02
A ] 33,647“’. 8.7 50 | 0.2 357 6.9
3 225 6.5 | 1,5 12,0 354 12.2
C 19,5 - 1 ?,2“ 11.8 13,4 42.1
Composcs
non 3.4 2.6 2.7 2,3 88.4 0,5
estérifiés
Pl 33,0 8,3 23.6 17,7 - 16,7
PC 324 3,7 13,1 6.1 34,8 -
TE 49,6 50 | 189 8.2 3,7 3.8
D 46,3 4,9 25,7 16,0 3.0 4,1

* Lipides résiduels : lipides n’ayant pas migré.

Les acides gras des lipides résiduels Cyg 9 et Cygo sont présents en quantités sensiblement
épales.

Dans la catégorie des diacylglycérols, le Ciq est plus abondant que le Cig 4 Le Cigqetle
Cisg 2 sont présents en quantités sensiblement égales.

Les acides gras libres Cig- et Cigo, en quantités sensiblement égales, sont les acides gras
majoritaires. Le Cyg o est également présent en quantité non négligeable.

L’acide gras majoritaire et trés abondant est le Cyg 5 dans les triacylglycérols.

Au niveau des inconnus et des composés non estérifiés, les acides gras suivants ont été
observés

Inconnu A : le Cyg-0 et le Cig.2 sont présents en quantités sensiblement égales.

Inconnu B : le Cy5 2 est plus abondant que le Cyg 0

Inconnu C : le Cig.3 est acide gras majoritaire. Le Cyg o est [égeérement plus abondant que le
Cs 2 qut est sensiblement ¢gale a Cyg .

Paraffine : le Cig.5 est majoritaire et trés abondant.

Pour les lipides polaires :

- Phosphatidylinositol : Ie Cyg g ¢t le Cyg .0 sont abondants avee une prédominance de Cig . Le
Cig o etle Cig 3 sont présents en quantités sensiblement ¢gales.




- Phosphatidylcholine : le Cyg.4 €t le Cy5-» sont abondants avec une 1égére prédominance de
Cig 2.

- Phosphatidyléthanolamine : le Cyq. est I"acide gras majoritaire suivi de Cys.9 en quantité
sensiblement égale & Cig .

Inconnu D : le Cyg . est acide gras majoritaire.

Lagenaria siceraria a Cyq-o comme acide gras le plus abondant dans les DAG et les lipides
résiduels, et Cig dans les AG libres et les TAG. Lacide palmitique est I"acide gras le plus
abondant dans les lipides polaires.

3. Discussion et conclusion

Ftant donné que les analyses que nous avons réalisées ont porté sur les cucurbitacdées
provenant des zones Ceologiques  différentes, les  différences observées peuvent étre
considérées comme dépendant de certaines conditions. Les conditions de milieu par exemple
peuvent influencer la production lipidique des cucurbitacées, non seulement quantitativement
mais aussi de fagon qualitative au niveau des acides gras.

3.1.Constituants des classes lipidiques
lLa comparaison des différents constituants des lipides neutres étudiés peut étre faite en

examinant fes histogrammes représentés sur la {igure 33. Trois échantullons reproductibles ont
servi a ces résultats.
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Figure 33 : Profil des constituants mineurs identifiés des lipides neutres.

Ces histogrammes sont construits d'une part, en retirant les TAG qui, @ cause de leur trop
grande quantité, entrainent aplatisscment des autres constituants sur 'axe des abscisses, et
d’autre part en regroupant les DAG.

Cect revient a la recherche d’une discrimination des différentes especes au niveau de mineurs,
qui constituent finalement une sorte d’empreinte caractéristique. On constate que trois des
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quatre espéces (CL, CM, CP) ont le méme profil : TAG>DAG>AG>paraffines, méme si

"amplitude de la variation est différente entre les trois especes. Cette amplitude décroit dans
le sens CM>CP>CL.

LS présente une inversion de la position des composés non estérifiés (paraffines, squalene...)
qui viennent juste apres les TAG d’une part, alors que les DAG sont toujours en quantités plus
importantes que les AG, d’autre part : TAG>paraffines>DAG>AG.

Finalement, a I'inversion de la position des composés non estérifiés pres, les quatre especes
présentent le méme profil. Le méme exercice pour les lipides polaires conduit a la figure 34 et
au profil PC>PE>PL On constate une parfaite similitude de la composition des quatre
especes.

Teneur (%)
(%]
o

CM

Espeéces

‘mPIOPCOPE!

Figure 34 : Profil des constituants des lipides polaires identifiés.

3.2. Composition en acides gras des constituants des classes lipidiques

Une représentation de la répartition des cinq acides identifiés dans les différents constituants
des classes lipidiques ¢étudiées est extrémement complexe. Cette complexité suggére une
distribution totalement aléatoire des AG dans les différents composés.

Pour gagner en lisibilité, examinons successivement d’une part les lipides neutres, et d’autre
part les lipides polaires.

3.2.1. Les lipides neutres

La figure 35 représente la distribution des acides gras, les DAGj.2, DAG 3, AG, TAG pour les
espéces de cucurbitacées CL, CP, CM, LS.

Pour I"acide palmitique Cyg ., on constate une totale ressemblance pour CL, CP ¢t CM avee la
méme importance relative de cet acide dans les différentes classes. Dans LS, la quantité dans
les AG hbres baisse au détriment de celle dans les DAG. La quantité¢ de Cye o dans les TAG
est faible, ce qui est une bonne situation quand on sait que les TAG constituent 60 & 80% des
lipides ingérés par 'homme au cours de son alimentation.
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Figure 35 : Histogrammes représentant la répartition des acides gras dans les constituants des
lipides neutres pour les 4 espéces de cucurbitacées.

Pour Cig 2, deux espeéces sur quatre se ressemblent : CP et CL.

Pour Cyg . ¢t Cyg 1, trois especes se ressemblent (CL, CM et CP).

Pour Cy3 3, les quatre especes préseatent des profils différents. Cet acide peut Etre utilisé dars
la discrimination des espéces.

De maniére globale, il est intéressant de remarquer que Cig ., constitue 43 a 74% des acides
eras des TAG ; les valeurs les plus élevées sont obtenues avec CL (67%) et LS (74%). On
peut en premiére approximation, suggérer un classement déeroissant d’intérét nutritionnel, des
espeees Cludides, en tant que source d’acides gras essentiels (AGE) : LS>CL>CP>CM.

3.2.2. Les lipides polaires

Comme pour la tencur en constituants des différentes classes lipidiques, la situation est plus
simple pour les lipides polaires identifiés (Figure 36) ; elle peut étre rendue par quatre cas
limites :

e un des six acides identifiés peut étre absent @ ¢Cest le cas de Cyy . dans CM et de
Cig 3 dans CP; X

e un scul des six acides peut constituer la quasi-totalit¢ de la classe @ ¢’est le cas de
Cig+ pour PE dans CP, de Cyg -y pour PC dans CL et de Cyg - pour PC dans LLS;

e cntre ces deux extrémes, on peut noter une répartition équilibrée de acide dans les
différentes classes 5 ¢est e cas de Cyg o pour les quatre espéees;

o ey actdes qui discriminent le micux les quatre especes sont le Cig s et le Cyq 3 les
différents histogrammes représentatifs des espéees sont totalement différents. La
répartition de Cig 3 dans les lipides polaires des cucurbitacées pourrait servir de
marqueur pour différentes espeéees et Cyg - comme marqueur spéeifique.
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IFieure 36 : istogrammes représentant fa répartition des acides gras dans les constituants des
Ll fod o
liptdes polaires pour les 4 especes de cucurbitacées.

De cette ¢tude, illustrant extréme complexité de la répartition des AG dans les différentes
classes des lipides extraites des graines de cucurbitacées, il ressort clairement que 'essentiel
de Cig o est concentré dans les TAG et les acides Cig 3 et Cyg. peuvent servir de facteur
discriminant pour les quatre espéces ¢tudices.

St nous considérons les lipides neutres, nous constatons que les cucurbitacées analysées nc
présentent pas une grande originalité dans ce domaine. Chez les quatre especes ¢tudiées, ce
sont les triacylglycérols qui constituent la majorité des lipides neutres, accompagnés parfois
des diacylglycérols et dlacides gras libres en quantités plus ou moins importantes. Ceci
permet d’étre en accord avee les données de la littérature. En effet, les triacylplycérols sont les
constituants les plus importants, ['accumulation des réserves lipidiques se  faisant
habitucllement sous cette forme.

Les acides gras que nous avons trouvés dans les cucurbitacées ne montrent pas, & premiére
vue, une grande originahité. Ils ne different pas de ceux qui sont présents dans tous les
ol¢agincux. L acide palmitique (Cyq-0) et les acides gras de la série Cyg. stéarique, oléique,
linol¢ique et un peu de linolénique sont les plus importants.

Le Cye est bien représenté dans toutes les catégories lipidiques. Les différences les plus
significatives semblent résider au niveau des acides gras de la série Cs.

Si nous considérons les lipides polaires (phospholipides), nous constatons que les trois
constituants essenticls identifics sont : PC, PLE et PL PC et PIE sont les plus abondants dans les
quatre especees Ctudices.

Les phospholipides identifiés (lipides polaires) jouent des réles trés importants. s entrent
notamment dans la constitution des membranes biologiques ¢t principalement dans la
formation des « oléosomes » ou se déroulera fa synthese des triacylglycérols (GURR, 1980).
ls participent a fa synthese des TAG (ROUGHAN et SLACK, 1982).

Les inconnus n”ont pas ¢t¢ wdentifics ; leur mmportance n'est pas négligeable.
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Les cucurbitacées montrent entre elles certaines convergences. Elles sont trés riches en TAG.
On pense que la formation des TAG coincide avec la diminution des taux des DAG, AG et
phospholipides. Nos résultats montrent qu’il est possible d’établir des points de convergence
entre les cucurbitacées. Ces résultats confirment une fois de plus que 'huile de courge est de
type linoléique dont I’acide gras majoritaire est le Cyg ., acide gras essentiel et indispensable a
"Thomme.



CHAPITRE 4

COMPOSITION ET VARIABILITE DE LA FRACTION GLYCERIDIQUE
DES LIPIDES DE QUATRE ESPECES DE CUCURBITACEES
ALIMENTAIRES DU CONGO

I7¢tude des différentes classes des lipides de Cirrvdlus lanatus, Cucurbita moschaia,
Cucurhita pepo et de Lagenaria siceraria a mis en évidence Pimportance de la fraction
alyeéridique qui constitue pres de 90% des lipides totaux.

Dans ce chapitre, nous présentons dune part, étude de fa variabilit¢ de la composition ¢n
acides gras des graines issues d’une méme espeéce pour évaluer le degré d’homogénéité des
semences (elles quielles sont utilisées par les populations, ¢t d autre part, 'édlude de la
variabilité¢ de la composition en actdes gras et triacylglyeérols des quatre différentes especes
étudides pour mettre en évidence les différences inter spéeifiques. Toutes ces données de base
sont indispensables pour Ta misc en place d'un programme de sélection et d’amélioration des
meilleures especes en vue de la production des huiles a haut intérét nutritionnel.

i. MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

Le matériel végdtal ctudi€ est celui déja déerit an chapitre 2,
2. Méthodes d’analyse

Lextraction des lipides, la séparation des classes de lipides ct "analyse des acides gras par
chromatographie en phase pgazeuse avee détection par ionisation des flammes sont décrites
aux chapitres 2 et 3.

Les triacylglycérols ont ¢été transestérifiés afin d’analyser les acides gras correspondant sous
forme d’esters méthyliques.

Nous présentons ici le matériel et les conditions opératoires pour la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la speetrométric de masse (CPG/SM) et chromatographie liquide hdulL
performance (HLPC) utilisées respectivement pour I'identification des acides gras mineurs et
la détermination de la composition en triacylglycérols.

2.1, Couplage Chromatographic en phase gazeuse / spectrométrie de masse (CPG/SM)

Ce couplage permet identilication non ambigué des esters méthyliqgues majeurs et des
composCs mineurs.

Les esters des acides gras constituant huile de la graine, ont é¢ analysés sur un dispositif
constitué d'un chromatographe SHIMADZU GC-17A couplé¢ a un spectrometre de masse de
type quadripolaire SHHMADZU QP 500.

Le chromatographe cst équipé dune colonne DBS () & W) (5% phényle, 95%
méthylsiloxane ; 30 m x 025 mm x 0.25 pm); pav veeteur hélium (50 kpa) 5 injection
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splitless (température injection 300°C) ; programmation four de 40°C & 130°C a 9°C/min puis
de 130°C 2 290°C a 2°C /min ; palier de 10 min a 290°C.

Le spectrométre de masse fonctionne en mode d’ionisation par impact électronique a 70 ev,
avec acquisition entre les rapports m/z 29 et 650 ; température de source : 160°C.

2.1.1. Chromatographic en phase gazeuse avec détection par ionisation de flamme

L analyse quantitative est menée par étalonnage interne. Ainsi, la méthylation des acides gras
de Pextrait hipidigue total ou des différentes classes lipidiques se fait en présence d’un
standard interne, C17 20,

La séparation des esters méthyliques d’acides gras s”effectue sur un chromatographe (DELS]
série 30) relic a un traceur intégrateur (Enica 21). La température de Pinjecteur et du détecteur
FID est de 250°C. Le gaz vecteur est Phélium a 0,5 bar en téte de colonne ¢t de débit 3
mi/min. Les esters méthyliques sont identifids par référence aux temps de rétention des
standards correspondants, ‘btenus dans les conditions citées ci-dessus.

2.2, Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP)
2.2.1. Conditions d analysc

Les conditions sont celles déerites par HERON S, et TCHAPLA AL, (1994).

La chaine se décompose en : une pompe HP 1050 (HEWLETT PACKARD, PALO-ALTO,
CA, Ltats-Unis), unce vanne d'injection Rhéodyne modéle 7125 avec une boule de 20 pl
(RHEODYNE, COTATI, CA, Etats-Unis), un détecteur évaporatif a diffusion de lumiére
SEDERI SEDEX 75 { SEDERE, ALFORTVILLE, France). La température de la colonne a
¢lé controlée a Iaide d’un four CROCO-CIL (CLUZEAU, SAINTE-FOY-LA-GRANDE,
France) & circulation d’eau régulée par un thermostat-cryostat JULABO UC F10 (TOUZART
ct MATIGNON, LES ULIS, France). L ’acquisition des données s”est faite a I’aide du logiciel
AZUR V2.0 (DATALYS, SAINT-MARTIN D’HERES, France). Toutes les analyses ont été
menées i 20°C avee la colonne KROMASIL C18 (5pm) 250%4,6 mm (THERMO QUEST,
LES ULIS, France). La phase mobile est un mélange binaire optimisé MeCN/CH.Cl, 63/37
avec un débit de | ml/min. Les paramétres du détecteur ont été optimisés et sont : T=37°C,
P.i=2 bars, Gain=11, Constante de temps =1.

L acétontrite (ACROS, NEW JERSEY, Etats-Unis) et le dichlorométhane (CARLO ERBA,
RODANO, Italie) sont de qualité grade HLLPC. Les huiles ont été mises en solution dans un
mctange McCN/CHRCly 50/50 ; la concentration et le volume injecté ont été adaptés de telle
fagon qu’un pic pris en rufcrmw (LLL) ait toujours sensiblement la méme aire.

Le standard utilis¢ la trilinoléine provient de chez SIGMA Chimie (ST- QUI*N TIN
FALLAVIER, France).

2.2.2. Comparaison des huiles

Le détecteur évaporatif a diffusion de lumicre ne donne pas une réponsce directement
proportionnelle & la quantité injectée (DREUX et LAFOSSE, 1995). La loi de réponse du
détecteur utilisé est de la forme :

. RN R
Aire = ax (masse injectée)” avee 0,66<b<2



Par ailleurs, les différents TAG ne répondent pas tous de la méme fagon. Comme ils ne sont
pas tous disponibles en standard, "analyse quantitative n’est donc pas aisée (on ne peut pas
connaitre chaque coefficient de réponse a et b de chaque TAG présent, ni faire ['hypothése
qu’ils sont égaux).

Pour toutes les analyses, on injecte une quantité massique constante (par modulation de la
concentration et du volume injecté) d’un TAG présent dans 'huile et pris comme référence.
De cette maniére, quels que sotent les chromatogrammes, 'aire du pic correspondant a ce
TAG a toujours été quasi constante.

La comparaison des différentes huiles se fait done en calculant le rapport de aire d’un TAG
donnd par rapport a aire du TAG de référence. En comparant ce rapport pour différentes
huiles analysces, pour un TAG donné, plus ce chiffre est élevé, plus Phuile est riche en ce
TAG.

2.3. Traitement des données.

Les traitements statistiques ont &té réalisés avee le logiciel Excel 8.0 de Microsoft.

IL RESULTATS ET DISCUSSION
1. Yariabilit¢ de 1a composition en acides gras des graines des cucurbitacées

1.1.Variation de Ia composition en acides gras des graines individuelles au sein d’une
nméme espece

Pour I’¢tude intra spécifique, Pextraction d’huile s’est faite graine par graine pour un total de
20 graines par espeee choisies au hasard chez les vendeurs de semences de cucurbitacées a
Brazzaville.

L intérét de cette étude est de savoir si les graines d’une méme espéee sont homogénes ou non
de fagon a minimiser leur variabilit¢ ultéricure aprés semis ; pour cela, nous utilisons le
coefticient de variation noté CV correspondant au rapport de I’écart type & la moyenne.

Un échantillon sera considéré comme homogéne si CV<20%, moyennement variable si
20%<CV<50% ct tres variable st CV>50%.

Les Tableaux XXV a XXVII donnent la composition en acides gras de chaque graine pour
les quatre espéces étudiées. ’

Lranalyse des huiles extraites de ces graines a permis de mettre en évidence S acides gras
principaux © les acides palmitique (Cig0),  stéarique (Cig-q), oléique (Cigy n=9), linoléique
(Cig 2 n-6) ct hmolénique (Cig -3 n-3).

La moyenne caleulée ne correspond a aucunce réalité sur le terrain, mais sert i la discussion de
La variation intra spéeifique.

Lexamen des cocllicients de variation de 20 graines pour chaque espece prise 1solement
idigue que :

o (M ct Ol présentent les coeflicients de variation fes plus faibles (CV<20%) pour
lensemble des AG. Ces especes conduisent done aux semences les plus homogénes |
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o CP et LS qui ont 10%<CV<43%, présentent une variabilité¢ totale plus ¢levée ; leurs
semences sont plus hétérogénes. Cependant, ces deux espéces présentent une faible
variabilité spécifique par rapport a Cyg.2 n-6, acide gras essentiel (CV respectivement

égal 2 20% et 10%).

Si on ne tient compte que de la composition en Cig 2 n-6 pour sélectionner les graines, une
trés bonne stabilité de la teneur en cet acide avec 5%<CV<20% est & noter pour I"ensemble

des especes.

Tableau XXV : Variation de la composition en acides gras des lipides

Numéro de
la graine

acides  gras
(myp/g frais)

des grames individuelles de Cucurbita pepo

Masse  en

% des acides gras

Cio o Cig o Ciy Cig Cig 3
b 85254 1 157 8,4 18,2 57,3 0.4
2 | 36699 15.8 11,3 35.4 37,4 ;
3] 37706 0 163 4 7 ) 333 35,8 3,00
4 33,621 16.3 11,7 33,3 35.8 3,00
5 2287 B L R I R 1Y 333 35,8 3,00
6 85,948 14,2 9,00 19,4 56,8 0.7
7 76,946 13.8 8.3 16,00 61,8 -
8 70,043 14.9 8.5 14,9 61,3 0,4
9 122,26 18,00 8,6 19,00 543 0,2
10 104,31 15,1 8.1 15.5 61,00 0,3
1 83,676 14,5 8.1 17,1 60,00 0,2
12 93,576 8,7 83 22.9 59.8 0,3
13 102,74 21.1 8,7 12,6 57,3 0,3
14 32,411 25,5 8,4 30,00 33,4 2,8
15 72,390 | 196 7.8 18,4 53,4 0,9
16 86,818 16,2 7.8 17,7 57,9 0,4
17 84,038 16,3 81 | 184 | 513 -
18 71,216 16,6 8,7 21,1 537 -
19 93,515 13,5 8.9 15,5 61,9 0,3
20 103,03 16,2 9,1 3,1 01,6 -
‘Moyenne 74,9 16,2 9,1 21,3 52,7 s
Ec.type | 281 1+ 33 |\ 1,4 | 74 _ 1o4d ,
L CVCE) p 37 20 16 35 20 -




Tableau XXVI : Variation de la composition en acides gras des lipides des graines

Numéro de
la graine

individuelles de Cucurbita moschata.

Masse  en
acides gras
(mg/g frais)

% des acides gras

I R I T Cis:o Cis Cis 2 Cig:3
L CISSTT 159 8,2 30,1 45,6 0,3
2 69782 | 158 7.8 31.00 45,00 0.4
3119290 134 7.9 358 L 425 0.3
S 73,858 13,8 7.7 30,2 47,9 0,4
IO N Bt RN S £ R S~ e A N Y 0,3
7 93,214 15,2 8,7 30,4 36,5 0.3
8 109,79 17,00 | 69 | 233 | 525 0.3
9 91,289 152 | 78 29,3 47,7 -
10 L 89799 | 157 72 | 303 46,4 0,5
11 78,253 14,2 7.8 33,4 44,2 0,4
12 84.577 13,7 7.6 319 46,4 0,4
13 59.603 14,9 7.5 33.8 43,5 0,3
14 88,975 16.4 7.3 25,9 50,00 0,3
15 ) 64020 1 16,7 7.9 31,5 43,7 0,3
16 111,57 16,1 7.3 30,1 46,3 0,3
17 73,600 14,9 8.9 33,5 424 0,3
18 89,909 13,4 6,7 7329 47,00 -
19 30,628 6,3 10,8 39.8 43,1 -
20 21,845 - - 495 50,5 -
Moyenne 77,9 14,7 7.8 32,4 45,9 0,3
e type 22,1 23 0,9 5,6 3,6 0,1
CCV(%) | 28 16 12 18 8
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Tableau XXVII : Variation de la composition en acides gras des lipides des graines
individuelles de Citrullus lanatus

Masse  en % des acides gras
Numéro de|acides gras
la graine (mg/g frais)
Cisn Ciso
I 127,73 10,3 10,9
2 92.879 6,1 10,6
3 96512 8.4 88
4 9.224 | 104 | 107
S 93729 | 105 1.1
6 | 10804 8.2 89 |
7 6273 1 104 10,1
8 | 68979 9.6 12,1
L9 12667 | 85 122
10 99,65 | 7,00 11,6
T 118,47 5,9 12,9
12 | NR NR NR
S 123,02 10,00 10,00 K ,
14 110,05 9,6 83 | 11,7 68,00 2,4
15 107,35 10,7 9,1 12,00 66,80 1,4
61 8620 ) 13,00 26 147 L 597 S, 1
17 97,734 11,6 10,7 14 4 61,5 1,9
18 89,463 10,4 10,7 17,00 61,1 0,9
19 101,44 I, 0.8 12,1 65,8 1.3
20 96,647 9,00 11,8 11,6 66,2 1.4
Moyenne 98,8 9,5 10,4 134 65,00 1,2
Fe.type | 1447 1,8 1,4 1.8 34 1,2

NR= non réalisé



Tableau XXVIII: Variation de la composition en acides gras des lipides des graines
individuelles de Lagenaria siceraria.

Masse  en % des acides gras
Numéro de |acides gras
la graine (mg/g frais)
Cis:0 Ciz:0 Cis.i Cisn Ciz3
1 69,873 8,1 6,6 25,00 60.3 -
2 77,619 | 89 63 1 94 75.4 -
3 75,796 9,1 6.2 21,8 62.8 -
4 70,239 8.8 7.3 286 553 -
6 | 860648 | 144 87 | 144 | 625 -
STl nass o Tes a4 et :
8 106,59 97 | 89 | 189 62,5 -
9 | 14988 | 84 1 70 136 70,1 -
10 91315 | 98 0,1 7,6 76,4 -
11 | 86889 | 118 7,1 114 69,8 -
12 85,992 13,00 7,2 8,8 71,00 -
13 63,861 10,3 6.8 10,6 72,3 -
14 ] 51,72 239 | 66 149 54,6 -
15 101,04 107 | 7,00 8.4 3.9 -
16 76,710 99 7,2 194 63,4 -
17 101,98 12,5 6,5 15,1 65,9 -
18 116,90 2000 66 | 7.00 74,00 -
19 109,59 18.3 96 | 158 56,4 -
20 101,64 12,3 6,9 82 72,6 -
Moyenne | 91 11,5 7,2 14,3 67,00 -
Ec. type 22,4 3.8 0,9 6,1 7,00 -
_CV(%) 24 3 1 13 . S PR L) -

1.2. Variation de la composition en acides gras des huiles des graines des différentes
espéces

1.2.1. Composition en acides gras majeurs

1. ¢tude inter spéetfique a ¢té réalisée pour chaque espece sur des échantillons de 5 graines

prélevées dans un ot commercial d'une espéce donndée aprés brassage et sensés Etre
représentatifs des différentes espéees.
lLes résultats obtenus consignés dans le tableau XXIX montrent que les acides gras des

cspeces Ctudices présentent le méme profil que ceux reportés dans les tableaux XXV a
XXVIL Le caleul de fa valeur moyennce de a tencur des 5 acides gras pour les 20 graines des
quatre espéces et leur cocefficient de variation sont présentés dans les tableaux XXV a
XXVIL Les chiffres sont comparables, et, en tenant compte des ¢earts types, statistiquement
identiques, Macide linoléique est actde gras majoritaire. Sa teneur varie de 52 4 74%. Des
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teneurs élevées de ’acide linoléique ont déja été observées quel que soit le lieu de la culture
au Congo (SILOU et al, 1990), au Niger (SILOU et al, 1999) et au Nigeria (ODERINDE et al,
1990 ; BADIFU, 1991). Cet acide gras essentiel qui intervient dans les fonctions biologiques
vitales telles que les fonctions immunitaires, plaquettaires, rénales ou épidermiques
(KARLESKIND, 1990) doit couvrir 3 & 6% des besoins énergétiques de ’homme (PASCAL,
1996).

Cet acide gras présentant la plus faible variabilité inter spécifique confirme ainsi 1’identité de
I"intérét nutritionnel de ces quatre especes.

Tablcau XX1X: Composition en acides gras (en pourcentage) des 4 espéces de cucurbitacées
du Congo

Acides gras | Cig Ciz 0 Cigan9 | Cuan6 | Cgan3 R*
Citruths 6.99 11,64 10,69 70.2 0.46 44
Janatus [ P I ’

Cucurbita 16.99 6.94 236 52.48 031 32
moschata o

weurbi

Cucurbita 13.45 8.85 15.45 61.92 0.31 3.5
pepo B T

Lagenaria 12,02 6.59 6,99 74 0,39 4.4
siceraria

Moyenne 12.36 8.51 14,10 64,65 0,37 3.9
Eearttype | 4,1 23 7 9,6 0,1 -
CV (%) 332 27 50 13.7 27 .
Moyenne** 13 8.6 19,6 57,7 0,8 -
Leart type** 3 1,4 9,7 10 0,5 -]

CV : coefficient de variation
R* = (% AG insaturés)/ (%% AG saturés)
**: Valeurs moyennes calculées a partir des tableaux XXV a XX VIII

1.acide oléique (Cyg. n-9) présentant la variabilité la plus élevée avee CV égal & 50%, permet
une discrimination des espéees. On sait actuellement que cet acide gras est impliqué dans la
réduction des risques cardiovasculaires (HEYDEN, 1994 ; GRUNDY, 1986). Par rapport a cet
acide gras, Cucurbita moschata cst Uespéee la plus intéressante ¢t Lagenaria siceraria, ka
moins intéressante. BEntre ces deux extrémes se positionnent Citrullus lanatus et Cucurbita
pepo.

Les coefficients de variation de Cyg g ot de Cig 4, acides gras saturds, sont respectivement de
33% ct 27%. Ces acides sont présents & des pourcentages assez faibles (respectivement a
12,4% ¢t a 8,5% cn moyenne pour ['ensemble des espeees). Ceer est intéressant car ces deux
acides ont un effet néfaste pour la santé © ils provoquent une ¢lévation du taux de cholestérol
sanguin (HTAYES ¢t KTHOSLA, 1992).

Le rapport (% AG insaturés)/(% AG saturés) est en moyenne pour les quatre espéees compris
entre 3,6 ¢f 3.9 avee un coeflicient de variation faible. Cela témorgne d une part de Ta stabilité
et d’autre part du bon niveau de Lo qualité nutritionnelle des huiles ¢tudides.
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Les histogrammes construits a partir des 4 acides gras majeurs identiques pour les 4 especes
sont reportés dans la figure 37.
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80% S, e e
— ‘[jCT‘S':Z n6
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[ .
c 40% Cc18:0
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Citrullus ~ Cucurbita  Cucurbita Lagenarna
lanatus moschata pepo siceraria
Espéces

Figure 37 : Histogrammes des acides gras des huiles de 4 espéces de cucurbitacées
alimentaires

Les teneurs respectives de ces AG varient de manicre plus ou moins importante d’une espece
4 une autre. On aboutit selon Ie cas & un maintien ou une modification du profil général des
AG des huiles. Trois espéces sur quatre gardent le méme profil en AG ; ce sont CL, CP et LS.
CM présente une teneur en acide oléique plus importante, conduisant a un profil en AG
différents du précédent.

1.2.2. Recherche des ucides gras mincurs

La chromatographie en phase gazeuse ne permettant pas de déceler certains composés, le
couplage CPG-SM peut-étre considéré du point de vue méthodologique comme une technique
complémentaire pour la détection et I'identification de composés caractéristiques présents en
faibles quantités ou dans un chromatogramme complexe, avec la possibilité d’une recherche
par fragmentométrie de masse (BLETON et al.., 1998).

Les cucurbitacées sont caractérisées entre autre par la présence, dans certaines espéces de
I’acide alpha oléostéarique Cyg 3 (97, 11E, 13E) pouvant limiter I'intérét nutritionnel de cette
famille botanique. Dans la littérature, cet acide a ¢t¢ mis en évidence avee de trés faibles
teneurs dans Cucurbita pepo, Cucurbita maxima et Cucumis melo (GHALEDB, FARINES et
SOULIER, 1991). Pour les espéees du genre monordica, cet acide atteint des teneurs de
I'ordre de 50% (ARMOUNGOM et al, 1998).

Afin de vérifier sa présence ou non dans les ¢chantillons étudiés, nous avons recherché les
produits mincurs présents par chromatographic en phasc gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse. Dans aucun cas nous n’avons décelé acide conjugué recherché.
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2. Variabilité de la composition en TAG des graines des différentes especes

Les triglycérides ont été identifiés grace a des huiles témoins de composition parfaitement
connue et étudiés dans les mémes conditions chromatographiques (HERON et TCHAPLA,
1994).

A partir de Ia connaissance des différents AG obtenus par chromatographie en phase gazeuse
et grice a un programme informatique, on remonte & la composition théorique en TAG.
Comme nous "avons vu précédemment, la lot de réponse de DEDL est de la forme :

. I
Aire = am’

LLL ¢tant un standard disponible, on a ¢tabli expérimentalement ['équation de la courbe
d’étalonnage
- <ol
Adrep L= 8,915m

St oen premicre approximation, on supposc que a et b sont voising (Thése MALOUMBIL
2000), quel que soit le TAG, on peut comparer (inxyz/myg;) I obtenu grace au programme
informatique et Airexyz/Adre; . valeurs déternimmdées expérimentalement pour les 4 especes
dtudiées.

Sur les trente ¢ing (35) compositions triglyeéridiques théoriquement possibles, on observe
expérimentalement onze (11) de méme nature dans les quatre especes de cucurbitacées.

Cing TAG majeurs ont ét¢ identifiés : LLL, OLL, PLL, OOL, SLL et six mineurs : POL, PPL.,
000, SOL, POO et PSL (figure 38).
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Figure 38 : Chromatogrammes des huiles de graines de 4 espéces de cucurbitacées éudiées

Les teneurs respectives de ces TAG varient de maniere plus ou moins importante d’une
espéee @ une autre ; on aboutit selon le cas & un maintien ou une modification du profil
géndral des TAG des huiles.

Ainsi, dans Citrullus lanatus, la composition quantitative de LLL, SLL, OLL et PLL
représente plus de 80% des triglycérides totaux, avec prédominance de LLL (37%) ; dans
Cucurbita moschata, la composition quantitative de OLL, LLL, PLL et POL représente plus
de 60% des triglycérides totaux, avec prédominance de OLL (21%) ; dans Cucurbita pepo, la
composition quantitative de LLL, OLL, PLL et SLL représente plus de 70% des triglycérides
totaux, avec prédominance de LLL (25%) et dans Lagenaria siceraria, la composition
quantitative de LLIL, PLL, OLL et SLL représente plus de 80% des triglycérides totaux, avec
prédominance de LLL (42%). Trois espéces sur quatre gardent un profil similaire en TAG ; il
s'agit de Citrullus lanatus, Cucurbita pepo et Lagenaria siceraria. Cucurbita moschata
présente une teneur en OLL qui est cing fois plus élevée que la moyenne de cette teneur pour
les trois espeees précédentes. 1 s”en suit une modification de la hiérarchie dans la succession
des TAG, conduisant & un profil en TAG différents du précédent. Ces résultats confirment les
ressemblances observées dans les compositions en acides gras.

3. Conclusion

I ¢tude de quatre espeees de cucurbitacées alimentaires du Congo Brazzaville permet de
constater que

la semence utilisée par les populations présente une homopdénéité satisfaisante pour la
production d’unc huile ayant une tencur ¢levée en Cig o n-6. La teneur en Cig oy n-9 est
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meilleure dans Cucurbita moschata et Citrullus lanatus que dans Cucurbita pepo et
Lagenaria siceraria ;

-les huiles extraites de quatre especes se ressemblent totalement par leur composition
qualitative en TAG : onze (11) des trente cing (35) TAG attendus ont été identifiés ; ils sont
les mémes pour les quatre espéces. La teneur individuelle des TAG varie d’une espece a une
autre pour Citrullus lanatus, Cucurbita pepo et Lagenaria siceraria ; il y a conservation du
profil général en TAG de Vhuile. Cucurbitu moschata a une teneur en OLL suffisamment
¢levée entrainant ainsi une modification de ce profil ;

-trois des cing TAG majeurs contiennent les acides oléique et linoléique, les deux restants
sont des combinaisons de deux acides linoléigues soit avec 'acide palmitique, soit avec
Pacide stéarique. Les acides oléique et linoléique seraient donc préférentiellement fixés en
position 2 du glyeérol et done totalement disponibles pour Morganisme. Une telle éventualité

accroitrait 'intérét nutrittonne! de cette famille botanique.



CHAPITRE 5

VALORISATION DES LIPIDES DES GRAINES DE LUFFA CYLINDRICA.
ETUDE COMPARATIVLE AVEC LES CUCURBITACEES ALIMENTAIRES

Les graines, fa pulpe et les feuilles de certaines espéees de cucurbitacées sont trés largement
consommeées  par les populations d Afrique  Sub-Saharienne, notamment au  Nigeria
(BADIIFU, 1991 ; GIRIS et TURNER, 1972 ; ONYEIKE et al, 1995 ; ODERINDE et al.
1990), au Niger (SABO SEINI, 2004 ; SILOU et al, 1999), au Congo-Brazzaville (SILOU et
al, 1990) et au Congo Kinshasa (KABELLE NGIEFU ¢t WAKENG BULAMBO, 1982).

I ’autres espéces de cucurbitacées non encore consommeées dans cette région, se révelent a
Panalyse potenticllement intéressante pour ["alimentation humaine, ¢’est le cas de Luffu
cylindrica. Tn effey, st les fruits jeunes de Luffa eyvlindrica sont consommeés comme légumes
dans certains pays tels que lnde ¢t le Sénégal (BERHAUT, 1972), au Congo et dans la
plupart des pays d’Afrique centrale, les fruits sont laissés a vieillir. 1ls permettent d’obtenir
une éponge végdétale servant comme un gant de erin pour frotter la peau. Ni les graines, ni les
fewlles ni les jeunes fruits sont destinés a 'alimentation en Afrique équatoriale.

A travers cette ¢tude, nous voulons marquer notre intérét & une meilleure connaissance de
Lufta cylindrica afin de dégager son importance potenticlle dans I’alimentation humaine.

I. MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

Figure 39 © Luffa cvlindrica



Lujfa cylindrica est une plante herbacée a tiges lianescentes de 3 & 6 m de long, marquées de
fins sillons longitudinaux.

Les feuilles ont un pétiole de 3 a 10 em, et un limbe qui est de 3 a 5 cm palmatilobé. La
plante s accroche a son support par des vrilles.

Les fleurs méles sont jaunes, regroupdées en raceémes portant 10 a 20 fleurs; les fleurs femelles
sont solitaires. Le fruit est une baie pendante, cylindrique, de 15 & 20 cm de long. Le fruit a
PPaspect d une courgette dont I'intérieur est revétu d’un systéme fibreux résistant.

Les jeunes pousses, les feuilles, les boutons floraux et les fruits peuvent étre consommes.

Aux Antilles, les jeunes pépons a cdtes lisses sont cuisinés en daube, ratatouille, carrys de
poulet ou de pore.

Le fruit séché est mis & tremper durant plusieurs jours, il est nettoy€ de sa pulpe et de ses
graines, puis blanchi. Aprés séchage, il reste un pain fibreux utilisé comme éponge végétale,
exfiolant dermique (gant de crin), aussi pour récurer les ustensiles de cuisine.

Originaire de I'Inde, cette plante est largement cultivée sous les tropiques.

Noms frangais © Eponge végétale ou hane torchon.
Noms vernaculatres © Nsana (laari), Minsana (beembé), Ntsana (téké).

2. Méthodes d'analyse

L’extraction des lipides, la détermination de la teneur en huile des graines, I’identification des
classes lipidiques par chromatographic en couche mince, la détermination de la composition
en acides gras par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et en triglycérides en CLHP sont
décrites dans les chapitres 3 et 4.

Les traitements statistiques ont été réalisés avec le logiciel Excel 8.0 de Microsoft.

II. RESULTATS ET DISCUSSION
1. Différentes classes des lipides

Contrairement aux autres cucurbitacées, au niveau de lipides neutres, nous avons dans le cas
de Luffa cviindrica déecté une scule tiche vers le front du solvant qui pourrait étre
asstmilable a des composés non estérifiés, tels que le squalene, les paraffines, etc.... Nous
n’avons pas observe des taches A, B et C comine dans les autres cucurbitacées €tudiées.

Les TAG, prncipaux constituants de la fraction glycéridique sont en quantités trés
importantcs.

Les lipides polaires de Luffa cylindrica sont formds exclusivement de phosphatidylinositol
(PD), phosphatidylcholine (PC) et de phosphatidyléthanolamine (PE). Les deux premiers
constituants sont présents ¢n proportions presque égales de "ordre de 40% et le dernier a pres
de 20%.

Nous n’avons pas observé comme dans le cas des cucurbitacées alimentaires, les deux
classes de diacylglyeérols 1-2 et 1-3.



Tableau XXX: Composition des lipides neutres et polaires de Luffa cylindrica
(% de la masse des acides gras totaux).

Classe des lipides Pogizegtég;?;uif (xél/oz;sse

DAG 2,0

AG 3,5

- TAG 90,6

Composcs non estérifiés 1.7
L(INE) ’

Total des lipides neutres 97,8

Pl 38,6

. PC 41,9

PE 19,5

Total des lipides polaires 100

2. Composition en acides gras des différentes classes

Les résultats des analyses chromatographiques sont regroupés dans le tableau XXXI.

Tableau XXXI: Composition (%) en acides gras des lipides neutres et polaires de Luffa

eylindrica.

Acides gras | Cis.0 Ciz0 Cig Ciz2 Cig 3
Lipides 258 9,0 16,3 425 6,4

résiducels i

DAG i 17.2 1.4 15,6 40,2 15,8
AG 18,5 12.0 14,9 44,0 10,6
TAG 15,1 7.6 23,5 53,2 3,6

NE 23.3 11.5 17,1 36,0 12,0
PI 26,2 8.4 13,1 37,5 14,9
pC 26,8 15,1 13,9 36,1 10,1
PE 374 10.8 12,6 29,0 10,2

Comme pour les espéees alimentaires, 1"acide gras majoritaire des lipides résiduels de Luffa
evilindrica est Cig 2 (43%) suivi de Cyg 9 (26%). Dans les DAG, Cg est I'acide gras le plus
abondant avec une teneur de 40%. Au niveau des AG libres, Cyg - est I'acide gras majoritaire
suivi de Ciog et Cigy. Cigo est Pacide gras majoritaire des TAG et des composés non
estérifiés.

Cig 2 et Cya0 sont abondants avee prédominance de Cyg .o, aussi bien dans les lipides neutres
que dans P, PC (lipides polaires). Par contre Cg ¢ est 'acide gras majoritaire dans PE.

Les quantitds de Cig 3 observées sont nettement supérieures a celles de Cucurbita moschata.
Le taux de Cyg x pourrait étre un parametre de reconnaissance des cucurbitacées.
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Ces résultats confirment que huile de Luffo cylindrica est fortement insaturée (GHALEB,
FARINES et SOULIER, 1991) comme les huiles de Citrullus lanatus, Cucurbita moschata,
Cucurbita pepo et Lagenaria siceraria.

3. Profil en trizcylglycérols des huiles de graines de Luffa cylindrica.
Le tableau XXXII présente, pour chacun des 11 TAG identifiés, les rapports des aires
théoriques ¢t expérimentaux. L'identité des profils en TAG issus des 2 méthodes, valide la

composition expérimentale de Chuile étudiée (figure 40).

Tablcau XXX : Composition (en %) des huiles de graines de Luffa cylindrica

. . 5 - .. Résultats expérimentaux (%)
tacyleivecrols ssultats statis s (Y . .
Triacylgivedrols | Résultats statistiques (%) AireTAG/Aire LL
ocL 149 1 96,4
LLL 100.0 1000
PLL 92,0 100,0
POL 77,7 443
OCL 47.8 28.0
SLL 36,7 25,5
SOL 31,1 11,7
PPL. 19,1 6,4
PSL 18.2 94
POO 94 7.9
~ 000 3.3 4,7
160
140 - e ———
_ 120
£ 900 1 -
§ w0 f
2 i 73 . - )
o . g"\} 3
20 |- ml . - N .
o omE K B - J:LIT l’1 h e
OOL LLL POL OOL SLL SCL PPL PSL POO 000
Triacyiglycérols
1 Résultats théoriques (JRésultats expérimentaux

Figure 40 : Comparaison des résultats statistiques
et expérimentaux (Aire TAG/Aire LLL).



95

Cette identification a é1é confirmée par des résultats obtenus sur des huiles témoins de
composition parfaitement connue et étudices dans les mémes conditions chromatographiques
et présentant les méimes TAG (HERON et TCHAPLA, 1994).

En définitive. sur los trente ¢ing 35 compositions de TAG théoriquement possibles dans cette
étude, on observe expérimentalement 11 de méme nature ; il s’agit de 5 TAG majeurs: LLL,
OLL. PLL, OOL, SLLL ¢t 6 mincurs ; POL, PPL, OO0, SOL, POO et PSL.

Cette technique conduit a une bonne résolution des pics du chromatogramme tout en €tant
semi quantitative comme le montre la figure 41. Pour une étude indépendante, la méme
conclusion ressort dans la thése de MALOUMBI (2006) sur « [’étude de la biodiversité des
graines de quelques cucurbitacées d” Afrique sub-saharienne. Mise au point d’une méthode de
caractérisation de la fraction saponifiabley.
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Figure 41 @ Chromatogramme CLHP de Luffa cylindrica

Les huiles de Luffo cvlindrica contiennent des acides gras couramment rencontrés dans les
huiles vépdtales, & savoir les acides palmitique, stéarique, oléique et linoléique. Ce sont des
huiles de type linoléique. La teneur en acide hnoléique (Cig2), acide gras essentiel dont la
teneur est S0% par rapport a la teneur totale en acides gras, renforce I’intérét nutritionnel et
diététique des huiles de Luffa evlindrica.

L acide Linoléique C g 5, qui est majoritaire dans "huile totale semble s’accumuler
préférentiellement dans les TAG aussi bien dans les cucurbitacées alimentaires que pour
Lufta cylindrica. Comparativement avee Cucurbita moschata, cette accumulation est 20% de
plus que dans Luffu cvlindrica. Cette situation est trés intéressante sur le plan nutritionnel
dautant plus que Luffa evlindrica 2 90% de ses lipides constitués de TAG. L acide linoléique
Cig 3, autre actde gras essentiel est présent en plus grande quantité. Avec une teneur en Cig 3
de 4%, Lufia cylindrica conduirait plutdt a une huile d’assaisonnement qu’a une huile de
friture. Les graines de Luffa evlindrica donnent une huile comestible, riche en AGE et
pourrait ¢tre utilisée en cosmétologre.
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4. Etude eomparative avee les autres cucurbitacées

La comparaison des données (tableau XXXIII) d’une part de Citrullus lanatus, Cucurbita
moschata. Cucurbita pepo. Lagenaria siceraria et d’autre part Luffa cylindrica permet de
faire des rapprochements entre les différentes cucurbitacées.

4.1. Les lipides résiduels.

CL, CM et LC sont trés proches.
CP et LS sont proches.

4.2. Les lipides neutres.

e Les diacylglyveérols et les acides gras : CL, CP et LC sont proches.
o Les triacylglyceérols . CL. CP et LS sont proches (inversion d’acides gras par ordre

d’importance).
4.3, Les lipides poluires.

¢ Phosphatidylinositol : CM et LS sont proches
¢ Phosphatidylcholine : CL, CP, LS et LC sont proches
¢ Phosphatidyléthanolamine : CL, CP et LC sont proches.

Globalement, lans toutes les espéces ¢tudices, 'acide linoléique, Cig2 est 'acide gras
majoritaire ; le rapport acides gras insaturés/ acides gras saturés est de 4,3 pour Citrullus
lanatus et Lagenaria siceraria, 3,2 pour Cucurbita moschata et Luffa cylindrica et de 3,4
pour Cucurbita pepo.

Ces huiles ont des compositions quantitatives divergentes. Dans Citruflus lanatus, Cucurbita
pepo ¢t Lagenaria siceraria, les triglyeérides majoritaires sont : LLL, SLL, OLL et PLL ;
dans Cwcurbita moschata et Luffa cylindrica ;) ce sont : OLL, LLL, PLL et POL. Dans tous
les cas, ces triglvecrides contiennent au moins deux acides gras insaturés. Ces résultats sont
en parfait accord avee ceux de la littérature. 1 est donc possible d’établir des convergences
entre les cucurbitacées. Outre les parametres étudiés, le rapport acides gras insaturés/acides
gras saturés monire qu'une classification peut €tre établie. Cucurbita moschata et Luffa
evlindrica présentent une composition en acides gras quantitativement similaire. Les
proportions respectives d’acides palmitique, stéarique, oléique et linoléique sont trés proches.
Cependant I"acide linolénique est plus important dans le Luffa cylindrica.

Dans une huile la quasi totalité¢ des acides gras n'existent pas a 1’état libre, ils entrent dans la
constitution des TAG. C’est done au niveau des TAG qu'il faudrait rechercher les similitudes
et les différences.

A ce niveau siopar exemple on considére Cucurbita moschata et Luffa cylindrica. on
s'apercoil que leur scule différence se situe sur les quantités de OLL et OOL ; on passe de
Luffa cvlindrice & Cucurbita moschata par simple augmentation de la quantité de OLL et
0O0L..
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Le tableau XXXIV. montre 4 titre comparatif la composition en acides gras de quelques
huiles alimentaires avee nos résultats sur les cucurbitacées étudides. Les cucurbitacées
donnent une huile dont la teneur est du méme ordre que les huiles citées en référence.

Tableau XXXIV : Comparaison de la composition en acides gras de quelques huiles végétales
alimentaires et des cucurbitacées ¢tudiées par rapport aux acides gras totaux.

Acides gras Cie 0 Ciso Cis Cis2 Cis3
Soja Y 4 23 54 8
Noix 6-8 1-3 14-21 54-65 9-15
Tournesol 7 5 19 68 0
CL T E N 70 0,5
CM 17 7 23 52 3
CP 13 9 15 62 0,3
LS 12 6 7 74 0,3
T SR TR B % 5 36
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Le tableau XXXIV. montre a titre comparatif la composition en acides gras de quelques
huiles alimentaires avec nos résultats sur les cucurbitacées étudides. Les cucurbitacées
donnent une huile dont la teneur est du méme ordre que les huiles citées en référence.

Tableau XXXIV : Comparaison de la composition en acides gras de quelques huiles végétales

alimentaires et des cucurbitacées ¢tudiées par rapport aux acides gras totaux.

Acides gras Cio.n Cis.o Cig Cis Cig s
Soja | 11 4 23 54 8
Noix 6-8 1-3 14-21 54-65 9-15
Tournesol 7 5 19 68 0
CL 7 12 11 70 0,5
CM 17 7 23 52 3
ce 113 9 15 62 0,3
LS 12 6 7 74 0,3
LC 15 8 24 53 3,6
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Nous avons entrepris exploration de la composition lipidique de cing espéces de
cucurbitacées dont quatre alimentaires.

Les graines des cucurbitacées étudiées nous donnent une huile dont la teneur est de méme
ordre que celle des huiles de tournesol, noix, et de soja. Ces huiles constituées en majorité des
acides gras courants sont des huiles de type linoléique. Les graines de cucurbitacées étudices,
ont un profil similaire aux huiles de soja, de noix et de tournesol (tableau XXXIV). Dans ce
cas leur utilisation est envisageable.

Les valeurs de Pindice diode, caractéristiques des huiles fortement insaturées, sont
conformes & la composition en acides gras, avee plus de 60% de teneur en acides gras
insaturés. Toutefois. le chautfage méme prolongé, a des températures modérées (<150°C)
n’altére que trés faiblement ces huiles : ce qui permet de conclure de leur stabilité a la chaleur.
Les valeurs de 'indice d"acide, sont en faveur des huiles acides.

La teneur cn saponifiables compris entre 1 et 4% atteste leur richesse en composés
terpéniques et stéroliques.

L ¢tude des classes lipidiques (lipides neutres et polaires) a montré I'extréme complexité de la
répartition des acides gras. 11 ressort clairement que ’essentiel de 'acide linoléique Cyz .5 est
concentré dans les TAG et les acides linolénique Cig 3 et palmitoléique Cig.; peuvent servir
de facteur discriminant pour les espéces de cucurbitacées étudiées. Les cucurbitacées
analysées ne présentent pas une grande originalité dans les lipides neutres. Les TAG
constituent la majorité des lipides neutres. Au niveau des lipides polaires, les trois
constituants identifi¢s sont PC, PE et PI avec PC et la PE comme les lipides les plus
abondants.

L ¢tude de la variabilité de la composition en acides gras des graines issues d'une méme
espeee a permis de montrer d’une part que la semence utilisée par les populations présente
une homogeénéit¢ satisfaisante pour la production d’une huile ayant une teneur élevée en Ciz
et d'autre part que les huites extraites présentent des similitudes par leur composition
gualitative en TAG. L étude de la variabilité de la composition en acides gras et triglvcérides
a mis en évidence les différences interspéeifiques. En effet. la teneur individuelle des TAG
varie d'une espeee 4 unc autre; cette variation n’entrainant aucune modification de
Pimportance refative des TAG. I v a donce peu de variabilité dans les acides gras des graines
de chacune des esplees done 'huile est homogeéne. Comme Cg .2 est majoritaire, ces huiles
sont intéressantes du point de vue nutritionnelle tout comme les huiles de soja, de noix et de
tournesol.

Lufta eylindrice | cucurbitacée encore non consommeée au Congo-Brazzaville a été comparée
aux cucurbitacces traditionnellement consemmdes, afin d approfondir nos connaissances sur
cette espéce et en fin de compte, dégager son importance alimentaire.

Les huiles de Luffa cylindrica contiennent des acides gras couramment rencontrés dans les
huiles végétales. La teneur en acide linoléique, Cig.a. acide gras essentiel dont la teneur est
50% par rapport a la teneur totale en acide gras renforce 'intérét nutritionnel et diététique des
huiles de Luffa cvlindrica. Avec une teneur en  acide linolénique, Cig.3, autre acide gras
essentict de 4%, Luffa cvlindrica conduirait plutét & une huile d’assaisonnement que de
friture.

Une étude comparative de la composition en TAG entre d'une part, de Citrullus lanatus.
Cucurbita moschata. Cucurbita pepo, Lagenaria siceraria, et d autre part Luffa cylindrica a
permis d’établir des rapprochements entre ces différentes cucurbitacées. Ces huiles ont des
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compositions quantitatives divergentes. Les triglycérides majoritaires chez Citrullus lanatus,
Cucurbita pepo et Lagenaria siceraria sont LLL, SLL, OLL et PLL; par contre chez
Cucurbita moschata et Luffa cylindrica sont OLL, LLL, PLL et POL. Dans tous les cas, ces
triglycérides contiennent au moins deux acides gras insaturés. Les proportions respectives
d’acides gras (palmitique, stéarique, oléique et linoléique) sont trés proches dans Cucurbita
moschata et Luffa cvlindrica ; cependant I’acide linolénique est plus important dans le Luffu
eylindrica. 11 y a similitude entre les huiles de Cucurbita moschata et Luffa cylindrica.
Toutetfois les teneurs des ces différents TAG varient, parfois de fagon importante, d’une
¢spéce A une autre.

Le spectre de la qualité d’huile alimentaire contient principalement les acides palmitique,
stéarique, oléique, linoléique et linolénique. Les résultats obtenus montrent bien que les huiles
de graines des cing cucurbitacées sont de bonnes huiles alimentaires. Si nous considérons la
définition de certains nutritionnistes qui précisent qu’il ne suffit pas que 1’huile contienne un
taux déterminé d’acides gras essentiels pour étre idéale, mais il faut également que ces acides
gras soient assimilables, nous pouvons conclure que les graines de cucurbitacées du Congo
sont de bonne qualité par leur teneur importante en acide linoléique, acide gras essentiel.

Nous pensons que 'huile de graines des cucurbitacées peut trouver ses lettres de noblesses
auprés des consommateurs africains, européens, américains etc..., comme |'huile d’arachide,
de tournesol, de soja, d’olive et autres.

Ce travail d’exploration est loin d’étre terminé. L7étude de la qualit¢ de I'huile est a
poursuivre. Il restera a déterminer la position des acides gras sur les triglycérides et la
composition de I'insaponifiable (tocophérols, stérols, alcools triterpéniques...).

Une recherche systématique des produits nouveaux, susceptibles de valoriser le matériel
végdétal nous intéresse. La mise au point de technique d'isolement de protoplastes et de mise
en culture cellulaire sur certaines variétés pourront ouvrir les perspectives intéressantes de
sélection et d’amélioration génétiques en conditions agronomiques.

Iin effet, Pétude de caractéres agronomique et biochimique effectuée plante par plante, en
serre dans des conditions contrélées de température et d"hygrométrie pourrait permettre de
sélectionner une population d’individus a tencur en huile élevée.

Dans le cas des cucurbitacées du Congo, il n’existe malheurcusement aucun travail
scientifique de nature botanique, agronomigue.

Ainsi, a plus long terme, fa poursuite de cc travail pourra s articuler pour plusieurs raisons sur
trois volets :

¢valuation de la situation agronomique et caractérisation de la ressource (biodiversité)
e mise en place des champs expérimentaux (éventuctlement des serres agricoles)
sélection et amélioration de la ressource.

De ce travail dépendra la réponsce a la question suivante :
« Ixaste-t-1l une variabilité en fonction des conditions de culture »?
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ON A L'ETUDE DES CORPS GRAS DES GRAINES DE QUATRE ESPECES DES CUCUR~
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RESUME

Les huiles des graines de 4 espéces de Cucurbitacées du Congo (Citrullus
lanatus, Cucurbita moshata, Cucurbita pepo, Llagenaria siceraria) ont é&té
étudiées. Ce sont des huiles de type linoléique avec, en général, plus de 50%

d'acide linciéique ({18 : 2 acide gras essentiel) et au total plus de 70%
d'acides gras sinsaturés. On note, par ailleurs, la présence de l'acide palmgi-
toléique (C16 : 1) dans Citrullius lanatus et de 1'acide margarique {(C17 : Q)

dans Lagenaria siceraria. Leur teneur é&levée en acide linoléique laisserait
supposer une assez grande fragilité & chaud. Pourtant, 1'évaluation de
1'altération  de ces huiles par mesure globale des caractéristiques physigues
et chimiques (viscosité, E 268, Indice d'acide, Indice d'iode) ou par analyse
des acides gras indique un comportement assez proche de celui des huiles
d'arachide =t ¢'olive. La teneur en acide linolénique qui, dans tous les cas,
est inferieure & 2,572 renforce cette 1idée de stabilitéd relativement bonne
jusqu'a 170°C. Elles peuvent étre considérées comme de trés bonnes huiles de

table ou d'assez bonnes huiles de friture douce.

SUMMARY

0ils from 4 species of cucurbitaceae from Congo {(Citrullus lanatu’s,” Cucurbita
moschata cucurbita pépo, Lagenaria siceraria) were studied. The oils are of
the linoleic type and have in general more than 50Z Linoleic acid (C18:2,essen~
tial fatty acid} and more than 70% unsaturated fatty acids. One also find some
palmitoleic acid (CI16:7) 4in Citrullus lanatus and some margaric acid (C17:0)
in lLagenaria siceraria. Their high content in linoleic acid may -suggest some
instability at high tempercture. However the evaluation of the alteration of
these oils through their physical and chemical characteristics {viscosity.
£323, £268, acid index iodine index) or through the analysis of the fatty acids
shows a behavior similar to that of peanut and olive oils.
The linoienic acid content which is in all cases less than 2.57 strongly
supports the idea o relatively good stability up to 170°C. These oils may
be considered as good dressing oil or goocd o1l for low temperature frying.

1. INTRODUCTION

Les cucurbitacées sont des plantes oléoprotéagineuses qui sont utilisées &
travers le monde pour la couverture des besoins aussi bien lipidiques que
protéigues dans 1'alimentation de 1'homm~ (R&f. 1 & 9). les graines de Cucur-
bitacées sont ¢également utilisées en thérapeutique comme -'vermifuge non

irritant et sans toxicitéd" tandis que 1'huile extraite de ces pépins sert a
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"prévenir les caries' et possederait "des propriétés calmantes et cicatrisantes
scur le tube digestif, une activité vivifiante et tonifiante sur les systémes
nerveux, ostéomusculaire et cardiovasculaire' (Réf. 10).

Au Congo, ‘es Cucurbitacées sont cultivées pour leurs graines, leurs fruits
et leur feouillage & des fins alimentaires et médicinales. Elles occupent une
superficie totale de 12,9 hectares environ, ce qui représente 507 de la surface
occupée par 1'arachide. principale source d'huile végétale avec le palmier &
huile (R&f. 11). En médecine traditionnelle, les feuilles, appliquées aux
abcés les font mirir, tout comme elles sont utilisées contre Jes filaires et
les diverses irritations de la peau : les graines sont utilisées comme vermi-
fuge ot pour faciliter 1'accouchement des femmes -enceintes ; Tes Jianes
constituent un reméde contrz les régles douloureuses, la blenncragie chronigue
les tiges sont utilisées en bain de vapeur, contre les courbatures fébriles
(Ref. 12).

{'est une famille végétale qui est donc au centre de la vie et des activités
des pcpulations du Congo. Hous allons, dans cet article, nous Timiter i 1'aspect
oléagineux des 4 espéces de Cucurbitacées cultivées au Congo. L'analyse des
matiéres grasses sera suivie d'une évaluation qualitative de leur altération

a la suite d'un chauffage prolongé.
IT. MATERIELS ET METHODES

1. Matériel vécgétal,

Les quatre espeéces de Cucurbitacées étudiées viennent de Kinkoula, District
de Mouyondzi, Région de la Bouénza au Congo. s

Elles sont produites par des paysans sur des terrains en pentes, & sols
ferralitiques et argilo-sableux. Les parcelles de culture sont écobuées et se
composent de planches dont les dimensions varient de 3 & 5m sur 0,80 & 1,10m.

Les Cucurbitacées sont des plantes herbacées a longues tiges qui rampent
sur Je sol ou s'accrochent & des supports variés par des vrilles. Les 4 espeéces
étudiées sont

- Citruilus lanatus.
- C'est une plente comprenant 2 & 7 branches & vrilles courtes. les fruits
sont ronds, durs et lisses & 1'extérieur. Ses graines sont obovales et de
couleur brune.

- Cucurbita moschata.

C'ect une liane & tiges molles, section ronde et vrilles & trois branches.
Les feuilles sont alternées, pétiolées, lobées ... . Les fleurs sont jaunes.
La tige et les feuilles sont ouvertes de poils. Les graines, verddires &

1lintérieur, sont recouvertes d'un tégument blanc.
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- Cucurbita pepo.

C'est une plante rampante dont la tige présente des entrenceuds courts ;
elle est recouverte de poils. Les feuilles sont anguleuses. Les fruits sont
© volumineux, & peau %tachetée,

- Lagenaria siceraria.

C'est une liane annuelle avec des feuilles alternes, simples et arrondies.
Les fleurs sont blanches, lLes vrilles ont deux branches. Le fruit est sphéri-

que, gros et dur.

2. Produits chimiques.

L'éther de pétrole d'extraction a été distillé juste avant 1'utilisation.

Les réactifs, pour les analyses, sont conformes aux exigences de 1'UICPA (13).

3. Jechnigues d'extraction et d'analyse.

Les graines de courges préelablement séchées puis broyées ont été portées
a 1'étuve & 70°C pendent 24 heures pour inactiver Tes enzymes susceptibles
de décomposer les triglycérides. Les lipides ont été extraits a 1'éther de
pétrole avec un extracteur soxhlet,

Les caractéristigues physiques, chimiques, physico-chimiques ont été déter-
minées selon des méthodes normalisées de 1'UICPA (Réf. 13).

L'analyse des acides gras a été faite sur un chromatographe 0ZLST 3000
équipé d'une colonne capillaire de 25m de Tong, 0,32mm de diamétre, imprégnée
de CARBOWAX. La température du four est de 190°C, celle de 1'injecteur de 250°C,
celle du détecteur de 250°C ; le gaz vecteur est 1'hélium, a la pression de

0,7 bar. . s

4. Protocole d'étude de 1'altération de 1'huile par chauffage prolongé.

Dans un ballon de 100cm3 et grice & un bain d'huile, on chauffe SOcm3

d'huile de graines de courges & 170°C pendant 30mn, deut fois par jour.

L'expérience s'est étalée sur 5 jours, ce qui conduit au total de 10 chauffages

de 30mn chacun.

IIT. RESULTATS ET DISCUSSIONS "

1. Composition chimique de graines de Cucurbitacées.

L'analyse confirme 1'équilibre entre les matiéres grasses et les protéines
dans les 4 espéces étudiées, avec un niveau particuliérement élevé pour Cucur-

bita pepo (337% de protéines et 42% d'huile).
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Tableau 1 :
Teneurs en matiéres azotées, grasses, minérales et cellulosiques {par rapport

a la matiere séche) des graines de quatre espéces des cucurbitacédes du Congo,

Matieres azo- Matiéres Matiéres mi— Matidres cellu~ Autres
tées totales grasses nérales losiques constituants
(%) (%) (%) (%) (%)

Citrullus 26,7 37,7 3,8 6,1 25,7
tanatus
Cucurbita 30,0 33,7 5.0 N 28,1
moschata
Cucurbita 33,0 42,3 4.0 6.1 14,5
peEpo
Lagenaria 24,7 37,4 3,4 3.0 . 26,5

siceraria

2. Caractéristiques générales des huiles étudiées.

Tableau 2 :
" Caractéristiques générales des huiles de quatre espéces de cucurbitacées du

Congo. Yo o~

Densité Indice de Viscosité Indice Indice Indice de Taux d'insaponi-
a4 25°C réfraction (Cst) a 30°C d'acide d'iode  saponification fiables (Z)

Citrullus - 0,9149 1,4715 41,38 2,23 126,8 181.3 2,20
lTanatus

Cucurbita  0,8693 1,4588 46,60 2.64 138.8 179,7 1,42
moschata

Cucurbita 0,8926 1.4665 55,35 1,09 115.0 181.8 1.90
pepo .
Lagenaria 0,9116 1,4725 45,82 0,91 157,7 138;0 3.90
siceraria

Sauf pour Cucurbita moschata, la masse volumique varie trés peu d'une espéce
a 1'autre, avec des valeurs comprises entre 0,89 et 0,92. Ce résultat est en
parfait accord avec ceux déja publiés dans la littérature (Ré&f.1 & 9).

Pour les quatre espeéces, 1'indice de réfraction varie itrés peu d'une espéce
& une autre.
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La viscosité de ces quatre huiles varie entre 41 et 55 cst ; 1'huile de
Cucurbita pepo a la veleur la plus grande ; c'est 1'huile la moins fluide de
toutes.

Les especes Citrullus lanatus et Cucurbita moschata donnent des huiles deux
fois plus acides que les espéces Cucurbita pepo et lagenaria siceraria. Toute—
fois, avec un indice d'acide de 2.6 au meximum pour les deux premiéres, et
grace au traitement de destruction enzymatique préalable, nous sommes treés loin
des indices d'huile de palme qui varient entre 5 et 14,5 (Réf. 17) ou de ceux
de certaines huiles de Cucurbitacées qui atteignent 1'impressionnante valeur
de B7,39 (Réf. 18).

L'indice de saponification est cde l'ardre de 180 pour Tes & sspeces, Ce
resultat est en accord avec les données de la littérature qui indiquent ]
fouchette 180 - 200 pour 1'indice de saponification des huiles de graines de
Cucurbitacées (18).

{de 110 & 150) sont caractéristigues des

(4]

Les wvaleurs de 1'indice d'iod
huiles fortement insaturées : ceci est confirmé par 1'analyse des acides gras.
Le taux d'insaponifiable compris entre 1 et 4%, atteste la richesse de ces

huiles en composés autres que les glycérides.

3. Analyse des acides gras.

Les huiles analysées (tableau 2) sont de type Tinoléique. L'acide linoléique

(€C18:2, acide gras essentiel), est de loin le constituant majoritaire de ces
huiles:plus de 607, sauf pour Cucurbita moschata, dans laquelle il existe dans

Ta proportion de 48%.

t 5
especes Citrullus Cucurbita Cucurbita Lagenaria
acides gras Tanatus moschata pepo siceraria

£16:0 10,3 12,1 13,7 11,0
€i6:1 3.7 - - -
€i17:0 - - - 0,3
£18:0 9,3 6.0 10,2 _ 6.0
€18:1 10,7 31,2 9,1 - 10,2
€18:2 66,0 48,2 67,0 72,5
£18:3 - 2,5 - -
insaturés 4.1 4,5 3,2 4.8
saturés : v
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L'acide Tinolénique {(18:3) est absent sauf dans Cucurbita moschata ou i1

est présent & 2,57%.

St

Les quatre especes contiennent les acides stéarique (C18:0), oléique (C18:7
et palmitique (C16:0).
On note en outre la présence de 1'acide pealmitoléigue (C16:1) dans Citrulius

lanatus et 1'acide margarique {(C17:0) dans Lagenaria siceraria.

4. Altération des huiles par chauffage prolongé.

Les huiles chauffées ont fait 1'obiet, depuis plus d'un guart de siecie, de

tres nombreuses publications parfois contradictoires {(Ref. 14). Cette absence

de consensus peut s'explicuer par la complexité du probléms. &n effst, ls

i

chauffage de 1'huile & 1'air libre, par exemple, par effets conjugués de 1z
température et de T'oxygéne, conduit & un nombre impressionnant de composés
chimiques regroupés sous le vocable "Espéces Chimigues Nouvelles (E.C.H.)".
déja, en 1973, GUILLAUMIN (R&F. 14) signalait 1'existence de plius de 400
composés déja isolés et identifiés,

Ainsi, nous avons préféré, & 1'approche anaiytigue du probléme qui consiste
a isoler et 2 identifier Jes E.C.N.,, une approche plus giobale. Elle consiste
34 évaluer le degré d'altération des huiles par la mesure des caractéristigues
physico-chimiques gliobales.

D'autre part, comme 1'indique LORRUSSO (Réf. 15}, les valeurs des différentes
caractéristiques des huiles aux conditions limites de friture sont purement
conventionnelles. En effet, les études toxicologiques n'ont pas permis de
mettre en évidence une relation entre la teneur en composés d'oxydation et
1'apparition des symptdmes au niveau des animaux des 1abéf%td%res. Nous ne
discuterons pas les valeurs absolues des différentes caractéristiques mesurées :
nous comparons de fagon globale le comportement des huiles de graines de
courges & celui de 1'huile d'arachide d'une part, de 1'huile d'olive d'autre

part.

4.1 Caractéristiques chimigues et physico-chimiques.

Tableau 4 : —

Yariation des caractéristiques chimiques et physico«ch{miques pendant le
chauffage des huiles de deux espéces de cucurbitacées du Congo (N = nombre de
chauffages &4 T = 170°C.~
3y

10 (5 heures)
0 (0 heure )

1}
=
i

valeur

o
=
"

valeur



Jornal de la Sociétd Chisiigu. de Tunisie

Volume H -n°[] - Juin 1990

- e ‘. o, 1 .
Indice d'acide Indice d'iode Ei & 232nm Eiz 2 268Bnm Viscesité (Cst), 30°C
cm )

=2

N=0 N=130 R N=0 N=10 R =0 N=10 R N=0 N=10 R N=0 N=10

Citrellus 1,70 7,63 1,8 126,8 93,4 (.74 5,10 25.204.%4 2,20 3,40 1,5% 47,320 55,85 1.4
lanatus

Cucurbite 1,45 1.83 1.3 115,89 103.5 0,90 4,60 18,10 3,93 (.40 3,10 7,75 55,35 62,28 1.1
pepo

Tableau 5 :

Variation des caractéristicues chimiques et physico-chimiques pendant le
chauffage des huiles d'arachides et d'olive (15). (¢ = teﬁEE‘de crauffage en
heure & T = 170°C). |

valeur 38 t = 6 heures

R =
veleur & t = 0 heure
Indice d'acide Indice d'iode Ejz & 222nm E]: 3 268nm Viscosité {25°C)
- tem lem
t=0t=8 R t=0t=6 R t =0t =6 R t~0t=£& R t=0 t=6 R
Huile 0,22 0.62 2.8 57,6 91,8 0.94 5,44 6,48 1.2 0.52 1.47 2,8 65.73 161,13 2.5
d'arachide
" Tqi?e 0,78 1,02 1.3 83,3 83,3 0,98 2.14 7,85 3,7 0,18 1,24 £,9 71,24 86,17 1.2
olive

Bien que Jes conditions expérimentales ne soient pas rigoureusement identiques
pour les résultats consignés dans Jes tableaux 4 et 5, elles sont suffisamment
proches pour permettre une comparaison qualitative. Pour ces deux groupes
d'expériences, la température de chauffage est de 170°C : le temps de chauffage
de 5 heures en chauffade continu pour le tableau 4 et de 6 heures pour Je
tableau 5 ; les viscosités ont été mesurées respectivement & 30°C (tableau 4)
et 25°C (tableau 5).

La comparaison des résultats consignés dans ces deux tableaux fait ressor-
tir

- pour 1'indice d'acide, que les huiles des Cucurbitacé;; -étudiées ont
un comportement plus proche de celui d'olive que de celui de 1'huile d'arachide.
Le chauffage pendant 5 heures & 170°C multiplie 1'indice d'acide par un facteur
1.5 alors que ce facteur est de 1,5 pour 1'huile d'olive et de 2,8 pour 1'huile
d'arachide, pour un chauffage de 6 heures & 170°C ; |

~ pour 1'indice d'iode, que la diminution varie entre 10 et 264 (R = 0,90
et 0,74) contre 22 (R = 0,98) pour 1'huile d'olive et (R = 0,94) pour 1'huile
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d'arachide. Cette diminution est en parfait accord avec les résultats de
1'analyse des acides gras avant et apreés le chauffage ;

- pour les coefficients d'extinction, les variations sont plus grandes a
232nm pour les huiles des Cucurbitacées et de méme ordre de grandeur pour les
2 séries d'huiles a 268nm ;

- pour les viscosités, que leurs faibles variations (R = 1,1 e% 1,4) contre
2,5 pour 1'huile d'arachide et 1,2 pour 1'huile d'olive, semble indiquer une
quasi absence de polymérisation au cours du chauffage des huiles de Cucurbita-
cées a 170°C.

En fin de compte, nous pouvons conclure que les huiles de Citrullus lanatus
et Cucurbita pepo ont un comportement au chauffage compris entre celui de

1'huile d'arachide et celui de 1'huile d'olive. On pourrait donc les utiliser

comme des huiles de friture douce, le cas échéant.

4.2 Variations de la composition en acides gras.

Pour Cucurbita pepo, 1'altération de 1'huile résulte essentiellement de la
destruction de 1'acide 1inoléique (C18:2), qui voit sa teneur passer de 67,07
a 60,97,

Pour Citrullus lanatus, le fait le plus important est le disparition de
1'acide palmitoléique (C16:1) pendant le chauffage.

D'une fagon générale, on constate que tous les composés qui ne sont pas
modifiés pendant 1'altération voient leur teneur augmenter (tableau 6).

L'altération de 1'huile d'arachide concerne & la fois 1'acide oléique (C18:1)

et 1'acide 1linoléique (C18:2), alors qu'elle est presque inexistante dans =
1'huile d'olive (tableau 6). R
Les huiles de Cucurbitacées ont un comportement plus proche de celui de

1'huile d'arachide que de celui de 1'huile d'olive.

Citrullus lanatus Cucurbita pepo Arachide Qlive

avant apres avant apres avant aprés avant  aprés
C16:0 10,3 10,9 13,7 15,7 13.0 14,4 12,4 11,7
C16:1 3,7 - | - - - - - -
€17:0 - - - - T . -

- €18:0 9,3 10,9 10,2 11.3 3.0 3.4 2,4 2.3
€18:1 10,7 16,3 9,1 12,1 55,1 60,8 77.5 78,6
€18:2 66.0 61,9 67.0 60,9 27,3 20,1 7,8 6.8
€18:3 ~ - - - - - 0,56 0,38
CZd:O - - - - 1,53 1,33 0.35 0,18

20



Jowvrnal dela Société Chimigue de Tunivic
Volwnse I~ 1711 - Juin 194y

IV, CONCLUSION

Les huiles des Cucurbitacées du Congo que nous avons étudiéss sont consti-
tuées en majorité des acides gras courants. HNous avons néanmoins mis en
évidence la présence des acides palmitoléique et margarique.

Le chauffage oprolongé 2 170°C n'altére que <“rés faiblement ces huiles.
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Nature et composition des classes des lipides
de quatre especes de cucurbitacees alzmenmzres
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La nature et la composition des clusses de lipides de 4 espiees de cocurbitacdes alimentaires cultivées an Congo-Brazaville ont 48
déterminées par chromatographie sur Lou(,l e mince {CCM) et en phase gazense (CPG). La chromatographie en couche mince a per-

mis de metire en Cvidence, pour les & esplees, ¢

lipitdes neutres (dut s pras: AG, diacylglveérols: DAG, triacyighvedrols: TAG) el des

Ip des potaires (phosphatidyle hr)wv PC, phasphatidvlethanolamine: PE, phos| hat Idynm)s;to Ph.

Les TAG mm{*nt'"lt 66 - 5% ¢
cmnpusition e AG des ";unmu classes o éday
généralement le premier acide grae du profil
cette famille bot tanique.

Linee pat
nm:m‘

mi@s nﬂutru ¢t PE ¢t Pl sont fes phoﬁpho ipides dominants parmi fes lpides polaires. Lt
i CPG et e profil de chague classe a Q€ drabli; Dacide !
wnt pour Ies TAG, conférant ainsi un intéeét nutritionnel

indéniabie 4

Mers elés: cucurhitncdes, Hpides, AG. TAG, phospholipides, Congo-Brazzaville

NATURE AND COMPOSITION OF LIPID CLASSES OF FOUR CONGO-BRAZZAVILLE EDIBLE CUCURBITACEAE SPECIES
Nuture and compusiti(m of }ipi(i&: from 4 edible cucurbitaceous species cultivated in Congo-Brazzaville were determined by thin
!m*r chromatography (TLC) and by Gi\ Chromatography (CG). Thin laver Lhronutovmphx high l'ghled} for the 4 species, netr

tral tipids (Fatty acids: TA, diacylplycerols
?etlmnoldmmc PE, phosp hdud\lmosxtol H)

Triacviglveerols (TA(; *‘“mm 66 to 85%) are the lh(}*tlmp()l’l it constituents of neutral lipids and PE and P
ds. Fa composition of the vadous classes wais determined by GC Aﬂd the profile of each cluss was established;
actd of the profite, in particular for TAG, thus wnfam ng an undeniable nutritional fnte-

p,m dmf ng polar Jipic
linoleic acid is generally the first major fatty
test to this botanical famil Y.

© DAG, triacylglycerols: TAG) and polar lipids (phosphatid

yicholine: PC, ;)hm; wtidy-

T are dominant phospholi-

Key words: cuctrbitacede, lipids, F, TAG, phospholipids, Congo-Brazzaville

L INTRODUCTION

Les cucurbitacées sont de consommation courante dans
le Golfe de Guinge. Les feuilles sont utilisées comme légu-
me verl tandis que les graines entrent dans I'épaississement
des sauces des différents repas.

Des études entreprises sur les cucurbitacées, au Nigéria
{1 - 4] au Niger {5, 6] et au Congo-Brazzaville [7] témoignent
de l'importance accordée a la connaissance scientifique de
cette ressource oléo-protéagineuse.

La presque totalité de ces études tendent a établir l'intérat
alimentaire de ces spéculations,

Mais une fols cet intérét établi, il faudra développer la
production pour couvrir les besoins en énergie et en
protéines gui sont énormes dans la sous-région. Nous
avons donc initié une étude plus fondamentale sur les
lipides en faisant I'inventlaire systématique des lipides
des cucurbitacées alimentaires du Congo, travail &
nolre connaissance inexistant jusqu’a présent, et nous
avons déterminé la composition en AG de chaque clas-
se identifide.

Une telle approche assure une visibilité plus grande dans
la valorisation possible des diffdrentes espéces de cucurbi-
tacées du Congo-Brazzaville,

Il MATERIEL FT METHODES
1. Maténel végétal

Les espéces suivantes ont été étudiées: Citruflus lanatus
{CL}, Cucurbita moschata {CM), Cucurbita pepo (CP),
Lagenaria siceraria (LS). Compte tenu de la complexité de la
systématique des curcurbitacées, nous reprenons avec suf-
fisamment de détails les caractéristiques botaniques des
espéces étudiées [8, 9].

1.1. Citrullus lanatus. Plante herbacée annuelle, a tige
anguleuse avec silons longitudinaux, rampante, couverte de
poils laineux blanchatres. Les feuilles ont une couleur vert
clair, avec leurs deux faces recouvertes de poils. Les fruits
sont globuleux, de couleur vert jaunatre en maturité. La
pulpe est douce et blanchatre. Les graines sont brunes,
aplaties, petites et dispersédes dans la pulpe {(mésocarps).
L'espéce est répandue dans toutes les zones tropicales,
equatoriales du globe au Congo, elle est cultivee pour ses
graines qui renirent dans 'alimentation humaine.

1.2. Cucurbita moschala, Plapte herbacée, rampantg, a
tige molle de section circulaire. Les leuiles sont de taille

') Auteur correspondant: Prot, Thomas Silou, Equipe Pluridisciplinaire de Recherche en Alimentation et Nutrition
BF 388, Brazzaville, Congo/BP 1288, Pointe-Noire, Congo - Fax 00242.943981, e-mail: eprancongo@yahoo.fr
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variable pouvant atteindre 20 om de longueur; elles sor
lcbées. Les fruits sont de couleur &t de forme variées. Le
it contient une pulpe fibreuse et de nombreuses araines
quil sont netiement marginées sur lcs bords. Les feuilies de
cette espéeoe sont utiisées dans les ménages comme kgu-
me ef les graines comme épaississant des sauces.

1.8. Cucurbila pepc. Plante herbacée rampante. La tige
est couverte de poils, présente des entre-nceuds courts. Les
feutlles longuerment sont recouvertes des poils assez raides,
Les fruits de forme et de tallle variables contiennent une
oulpe fibreuse renfermant de nombreuses graines largement
oveles. Les graines sont comestibles. L'espéce est largement
culivée a la surface du globe, sauf dans les régions polaies.

1.4. Lagenaria siceraria. Plante herbacée annuelle, grimpan-
te ou rampante. Les feuilles longuement pétiolées sont cylin-
driques et souvent creusgs en dessous. Les fruits de tailie
variable, glabres & matunté sont d'abord verts puis deviennent
hlanchatres ou jaunatres. Les graines ae cotdenr blenche sont
nombreuses et aplaties. Lagenaria siceraria est largement
répandu dans toutes les zones chaudes ou te mpérées du
monde. Son fruit oui peut se présenter sous diverses fonmes
est utilisé par la population locale comme récipient.

2. Extraction des lipides totaux

Les graines decorticuées avant broyage sont fixées dans
{'eau bouiliante environ & minutes permetiant aussi d'inacti-
ver les lipases. Lextraction se falt selon la méthode suivan-
te [10]. Aprés broyage dans le méthanol (10 mij, les mémes
quantités de chloroforme et d’'eau distillée sont gjoutées.
Les lipides sont libérés de leurs interactions avec les molé-
cules protéiques et se retrouvent dans la phase inférieure
du systéme biphasique obtenue par centrifugation,

3. Identification des classes de lipides par chromatographie
sur couche mince (CCM)

Le fractionnement des lipides en différentes classes se fait
par la chromatographie d'absomption sur couche mince de
gel de silice {plaque TLC 608-254, Merck). La méthode
consiste a déposer un aliquot de P'extralt lipidigue total dans
du chioroforme. La plaque est ensuite placée dans une
cuve hemmétiqguement fermée contenant un solvant de pola-
rité donnée. Le solvant LEPAGE [11], chlorofonme/métha-
nol/acétone/acide acétique/eau (50/10/20/10/5, VIVNINN)
permet de séparer les lipides neutres des lipides polaires et
de fractionner ces derniers.,

Le solvant de Mangold [12] éther de pétrole/éther diéthy-
ique (70/30/0,4, VIV permet le fractionnement des lipi-
des neulres. Les lipides séparés sur une plaque de gel de
silice sont révélés dans une cuve saturée de vapeurs d'iode
grattés et récupéres, pour dosage el analyse.

4. Détermination de la composition en acides gras par chro-
matographic en phase gazeuse (CPG)

La composition en acides gras a ¢ié deétermninée, avec des
esters méthyliques préparés en présence d'un élalon internc
[13], sur un chromatographe (DELS! série 30) muni d'une
colonne de type Carbowax de 25 m de long et 0,30 mm de
diametre intérieur el relié & un enrégistreur intégrateur (Enica
21). La tompérature de Pnjectour ot du détecteur FID st de

FARIVESTA TTALIANA DT SOSTANZT GRASSE VO

Tabteau | - Composition des lipides neutres et polaires des cucurhi-
tacées (% lipides neulres ou polaires totaux)
_ Gitrullus | Cucurbita | Curcubita | Lagenaria
T la_rggtﬁ@ | maschaia v pepe | sicerariéa
DAG,_, 2,65 627 | 416 i ‘38
055 s s T
AG . 189 ] 414 T3
TAG | eas | 6575 | 8155
Ao 20 2% 18
B 2,40 286 1 081 L 160
Taps L 0p | 2e
163 | 234 ] 7.03
‘ L9381 ; 96,08 | 49315
E’I“~ N 15,20 1955
po 1 4035 | 5726 | 4856 1 4407
PP Lm0 | osae | tees 1 180
D 1888 L 2075 ] : ; 3,13
Toral /.;;:s?@:s/m!;fims! 100,01 9998 ;

e ot

9%0 °C. Le gaz vecteur ulllisé est I'hélium & 0.5 bars en 18

a colonne et de débit 3 miymm.,
5. Statistiques

Les traitements statistiques ont été réalises sur Fxcel 8.0,

It RESULTATS EXPERIMENTAUX
1. Différentes classes des lipides

1.1 Lipides neutres. Les résultats obtenus (Tableau ) con-
firment bien que les triacylglycérols sont les constituants
majeurs: 85% dans Citruflus lanatus, 66% dans Cucurbita
moschata, 82% dans Cucurbita pepo et Lagenaria siceraria.

Les triacylglycérols sont toujours les constituants les plus
importants, ce qui est normal puisque I'accumulation des
réserves se fait habituellernment sous cette forme.

Cette conclusion est en parfait accord avec les données de
la littérature {14, 15). Les diacylglycérols, bien que n'étant pas
une forme habituelle de réserve, sont égalernent bien repré-
sentés, notamment dans CM, du fait qu'ils sont intermédiai-
res de synthése des triacylglycérols, et des phospholipides.

Trois composés A, B, C, {a faible teneur < 5%}, non identi-
fiés ont été mis en évidence.

1.2 Lipides polaires (Tableau ). La phosphatidylcholine
(PC), la phosphatidyléthanolamine {PE) et le phosphatidyli-
nositol {P1} sont les principaux phospholipides identifiés chez
les cucurbitacées. La PC est largement dominant avec des
teneurs varant entre 37 a 48%.

On a finalement le profil PC > PE > PI ; ce qui semble étre
une régle habituelle chez la plupart des plantes dont les
cucurbitacées.

Un composé non identifié, [, a été mis en évidence avec
des teneurs relativernent élevées de 19 - 26%.

2. Composilion en acides gras (AG) des différentes classes
de lipides pour fes différentes especes étudiées

2.1, Citrullus lanatus (Tableau 1), Les acides palmitique
{C16:0) et linoldique {C18:2) sont les acides gras les plus
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Tahieau 1}

- Composition en acide gras Ces i p!dcs lotaux, neutres, of

polaires des espéces de cucurbitacées étudiées (% AG miaux)

1

Pl
PG
P

n
i

Paraff nas

Citrullus lanatus

0 C18:1 C182 [C18:3
i3

751 366
108 480

B4 BT

93 1104

120 145

121 |4

7 |mas

12,6

65 127 :

Cucurbi ta moscha

Aoides pros

Uipides totaux.

'c 180

ic1eicen e

e

17,2 | 34,1

97

DAG.
DAG. .,
Al
e
b
G L
Pt
e ]
PE

Cucurbita pspo o
Acidesgras G160 | C16:1 [C18:0 |C 181 [C18:2 c18:3
Lipides totaix 1145
DAG,., - 1174 |7
DAG, , 394 27 1173 1130
AG 2237708
JAG 204 |
A - AQLO"_ o
B 348 (123
o 624 ] 56
Paraffines 88 39 v
bl {388 | - 438 | 3
PC B2
PE 492 | 95 | 93 | 48
D 1800 | - (178 | of

Lagenaria sic

Acides gras cmn 0181
Upides totatx | ?g_z}_ ) 8_ 118
DAG,., 365 | 40
DAG, w01 ] 70 )
AG 27 1134 '29,3 03 117
TAG 176 | - 139 Loz
A 336 | 87 02 [3H7 | 69
B 25 65 120 354 122
¢ 195 | - 1118 134 a2
Paraflings 3.4 28 23 884 0,5
A 336 | 83 177 1 - 187
PG 324 | 37 | 61 1348 1 -
PE 496 | 59 182 | 37 | 38
D 463 | 49 160 | 30 | 410
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abondanis avec une légire predominance de CI82, dans
les lipides tolaux. ["acide C18:2 est I'acide gras preeomi-
nant dans tous les lipides neutres (AG, DAGTAG)

Diang les lipides polaires cet acide varie avec les compo-
sés: C16:0 pour fa phosphatidyléthanolamine, C18:0 pour la
phosphatidylinositol, et C18:2 pour la phosphatidylcholine.

Les acides C16:0 et C18:2 sont généralement les acides
gras les plus abondants observés chez Citruflus lanatus.
C18:3 n'est présent au'en quantité irés faible, sauf dans le
cas de la phosphatidyléthanolaming,

2.2. Cucurbita moschata (Tableau ). Contrairement &
'espece prve»dome I'acide gras le plus abondant chez
cette espece varie pour les différent lipides neutres: C18:1
pour les acides gras libres, C18:0 pour les DAG et C16:2
pour les TAG.

Globalement C18:2 est l'acide gras le plus abondant pour
les lipides totaux, suivi de trés prés par C16:0.

Lecids paimitique (C16:0) est P'acide gras prédominant
dans lec limides polaires,

On est dans la situation totalement opposée a celle de
Citrislus lanatus. Les lipides polaires ont le méms acide gras
le plus abondant, alors que ce dernier varie avec la classe
potr les lipides nettres,

2.8. Cucurbfta pepo (Tableau 1), Cucurbita pepo se com-
porte comme Citruflus lanatus: méme acide gras prédorni-
nant dans les lipides neutres (C18:2), acides gras variables
avec la nature des lipides polaires.

2.4. Lagenana siceraria (Tableau 11). Cette espéce a C18:0
comme acide gras le plus abondant dans les DAG et les
fipides totaux et (C18:2) dans les AG libres et les TAG.

Uacide palmitique ({C16:0} est Facide gras le plus abon-
dant dans fes lipides polaires.

V- DISCUSSION ET CONCLUSION
1. Constituants des classss fipidiques

La comparaison des differents constituants des lipides
neutres étudiés peut étre faite en examinant les histogram-
mes représentés sur la Figure 1.

Ces histogrammes sont construits d'une part en retirant
les TAG qui, & cause de leur trop grande quantité, entrainent
aplatissement des autres constituants sur 'axe des abscis-
ses d'autre part en regroupant les DAG.

Ceci revient & la recherche d'une discrimination des
différentes espéces au niveau de mineurs, qui constituent
finalernent une sorte d'empreinte caractéristique. On con-
state que 3 des 4 espéces (CL, CM, C[} ont le méme pro-
fil: TAG > DAG > AG > paraffines, méme si Famplitude de
la variation est différente entre les 3 espéces, cette ampli-
tude décrolt dans le sens: CM > CP > CL.

LS présente une inversion de fa position des paraffines qui
viennent juste apres les TAG d'une part elors que les DAG
sont toujours en quantités plus importantes que les AG
d'autre part: TAG> paraffines > DAG >AG.

Finalement, & l'inversion de la position des paraffines
pres, les 4 especes présentent le méme profil. Le méme
exercice pour las lipides polaires conduit 2 fa Figure 2 et
au profil: PC > PE » Pl. On constate une parfaite ressem-
blance des 4 espéces.
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2. Composition en AG das constivants dos classes i

2.1. Répartition des acides gras dans les lipides neutres.

La Figure 3 reprasente la distribution relative des AG dans le
DAG..;, DAG, ;, AG, TAG pour les espéces de cucurbi-
tacées CL, CPCM, L

Pour I'acide palmi hc ue C16:0, on constate une tolale res-
semblance pour CL, CD el OM avec Ia méme imporiance
relative de cet acide dans les différentes classes. Dans LS,
la quantité dans les AG libres baisse au détiment de celle
dans les DAG.

La quantité de C1€:0 dans les TAG est faible, co gui est
une bonne situation quand on sait que les TAG constituent
80 - 80% des lipides ingérés par 'homime au cowrs do son
alimentation.

Pour C18:2, 2 espéces sur 4 se ressamblent: CP et Cil.

Pour C18:0 et C18:1, les 4 espéces se ressemblent,

Pour C18:3 les 4 especoo présentent des profils diff crems
Cet acids peut Gtre utilisé dans 1a discrmination das sgpines

De mariére globale | est intéreasant de remargier que
C1i8:2 constitue 43 - 74% des AG des TAG; les vale urs les
plus elevées sont obtenues avec CL (B7%) et LS { 74%).
On peut, an premiére approximation, sugaérer un classe-
ment décroissant d’'intérét nutritionnel, des espéces étu-
diées, en tant que sources d'Acides Gras Fssentiels
(AGE): LS > CL > CP > CM,

2.2. Lipides polaires. Cormmme pour la teneur en consti-
tuants des différentes classes lipidiques, la situation est plus
simple pour les lipides polaires identifiés (Figure 4); elle pout

otre rendue da la maniére suivante:

* un des 5 acides identifiés peut étre absent: c’est le cas
de C16:1 dans CM et C18:3 dans CL

* un soul des 5 acides peut constifuer la quasi totalité de
la classe; c'est le cas de C16:1 pour PE dans CP de
C18:1 pour PC dans CL et de C18:2 pour PC dans LS

¢« entre ces 2 extrémes, on peut noter une répartition
coudibrée de I'acide dans lgs différentes classes; ¢'est
le cas de C16:0 pour le 4 espéces

s l'acide qui discrimine le mieux les 4 espgces est e
Ci8:3; les 4 histogrammes représentatifs des espéces
sont totalement différents. La répa{’rnon de C18:3 dans
les lipides polaires des cucurbitacéss pourrait sarvir de
margueur pour différentes espéces

De cetle étude, illustrant V'extréme complexité de la répar-

ttion de AG dans les différentes classes des lipides extraites

des graines de cucurbitacées, il ressort rlairemeﬁ’ que:

= l'essentiel de C18:2 est concentré danrs les TAG

«  (C18:3 peut servir de facteur dis cmr nant pour les 4
especes étudiéas

2 S S . . . |
& DAG [ AG T Parathne
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Figure 3 - Histogrammes représentant la répartition relative des aci-
des gras dans les constituants des lipides neutres pour les 4 espéces
des cucurbitacées étudiges

ogdonce;

Figure 1 - Profil des constituants identifiés des lipides neutres pour
les 4 espéces de cucurbitacées
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Figure 2 - Profit des constituants des lipides polaires identifies pour
les 4 espéces de cucurbitacées
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Figure 4 - Histogrammes représentant la répartition relative des aci-
des gras dans les constituants des fipides polaires pour les 4 espéces
des cucurbitacées tudiées
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COMPOSITION ET VARIABILITE DE LA FRACTION GLYCERIDIQUE DES
LIPIDES DE QUATRE ESPECES BIE CUCURBITACEES ALIMENTAIRES DU
CONGO-BRAZZAVILLE
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(b)Institut de Biotechnologic des Plantes, Université Paris Sud
{c¥Groupe de Chimie Analytique de Parls Sud FA 3343, LETIAM, IUT 4" Grsay
Plateau du Moulon, Orsay. France

RESUME
L composition de la fraction z‘rl\'céridiquﬂ des araines dlune méme espece et celle des graines
de 4 espiees différentes de cucurbitacées alimentaires du ’“onf*o Brazaville a été ¢tudide en

vue d’évaluer d’une part la variabilit¢ dt, la semence au sein d’une méme espéce et d’autre
part la variabilité entre especes. Cette évaluation constitue un préalable incontournable a tout
travail de sdlection et d’amélioration permettant d’en développer la culture en retenant les
individus présentant la variabilité la plus faible.

La présente étude montre que Cucurbita Moshata (CM) et Citrullus Lanatus (CL) présentent
la plus faible variabilité intra spécifique par rz‘pport a 'ensemble des acides gras (AG) avec
un coefficient de variation (CV) inférieur a 20 % ; ces espéces conduisent a des semences
suffisamment homogeénes pour donner une buile de qualité constante. Cucurbita pepo (CP) ct
Lagenaria siceraria (LS) qui ont 10%<CV<43%, présentent une variabilité totale plus
élevée ; leurs semences sont plus hétérogénes, méme si ces 2 espéces présentent une faible
variabilit¢ par rapport a I’acide linoléique (C18:2 n-6), acide gras essentiel (CV
respectivement €gal a 20% et 10%).

Cette bonne stabilité de la teneur en acide linoléique avec CV < 23% se retrouve pour les 4
espéces. Ainsi, si 1’objectif est de produire une huile riche en cet acide avec une teneur quasi
constante, les 4 espéces présentent un intérét identique. Si I’on doit tenir compte en plus de la
teneur en acide oléique (C18 : 1 n-9), CM et CL sont plus intéressantes que CP et LS.

Mots clé : Cucurbitaceae, lipides, acides gras, triacylglycérols, Congo-Brazzaville.

SUMMARY

The glyceridic fraction composition of 4 edible cucurbitaceous seeds from Congo-Brazaville
was studied in order to evaluate intra- and inter specific variability . This evaluation is the
base of any selection and improvement work.

The present study shows that Cucurbita Moshata (CM) and Citrullus Lanatus (CL) have
lowest intra specific variability with a variation coefficient (VC) lower than 20 % ; these
species lead homogencous seeds for production of constant quality oil . Cucurbita pepo (CP)
and Lagenaria siceraria(LS) which have 10%<V(C<43%, have a higher variability ; their
seeds are more heterogeneous; even these 2 species have a low variability linoleic acid
(C18:2 n-6) content (VC are respectively 20% and 10%).

This good stability of linoleic acid content (VC < 23%) is found for the 4 species.

Key words: Cucurbitaceae, lipids, fatty acids, triacylglycérols,Congo-Brazzaville.

* A qui toute correspondance doit étre adressée.



[ INTRODUCTION

Létude des différentes classes de hipides de Cirrullus lanatus (CL), Cucurbita moschara
(CM), Cucurbita pepo (CP), Lagenaria siceraria (LS) reportée précédemment [1] a mis en
¢vidence I'importance de la fraction glycéridique qui constitue pres de 90% des lipides totaux.
Cet article présente d'une part I'¢tnde de la variabilité de la composition en acide gras (AG)
de graines issues d'une méme espéee pour évaluer le degre dhomogénéité des semences
telles qu'elles sont utilisdes par les populations, et d’autre part, I'étude de la variabilité de la
compositions en AG et en triacylglveérols (TAG) des quatre différentes espéces étudides pour
mettre en évidence les différences inter spécifiques. Toutes ces données de bases sont
indispensables pour Ja mise en place d’un programme de sélection et d’amélioration des
meilleures especes en vue de la production des huiles a haut intérét nutritionnel.

I -MATERIEL ET METHODE
1. Matériel végétal

Les espéees swivantes ont ¢té étudiées @ Citrullus lanatus (CL), Cucurbita moschata (CM),
Cucurbita pepo (CP), Lugenaria siceraria (LS). Compte tenu de la complexité de la
systématique  des curcurbitacdes, nous reprenons avec suffisamment de détails les
caractéristiques botaniques des espéces ¢tudiées [2 .

L.1. Citrulus lanatus

Citrulus lanatus est une plante herbacée annuclle, monoique, a tige anguleusc avec sillons
longitudinaux , rampante, couverte de poils laineux blanchétres.

Les feuilles sont pétiolées (le pétiole est long de 6-12 cm). Le limbe est ovale. Il est vert clair,
les deux faces recouvertes de poils. Les vrilles sont bifides, pubescentes & leurs bases, assez
robustes mais courtes. Les fleurs méle et femelle de couleur jaune sont solitaires. Les pétales
sont foliacés, ovales, obtus au sommet et trinerves. Les nervures portent a la face extérieure
des poils longs et souples. Les étamines sont insérées au fond de la coupe florale.

Les fruits sont globuleux , de couleur vert jaundtre en maturité. La pulpe est douce et
blanchétre.

Les graines sont brunes, aplaties, petites et dispersées dans la pulpe (mésocarpe). Un fruit
peut contenir 100 a 200 graines.

L’espece est répandue dans toutes les zones tropicales, équatoriales du globe et est
probablement originaire des zones subdésertiques de I’ Afrique Australe.

Au Congo, cette espece est cultivée pour ses graines qui rentrent dans 1’alimentation humame

1.2. Cucurbita moschata

Cucurbita moschata est une plante herbacée monoique, rampante, a tige molle de section
circulaire.

Les feuilles sont pétiolées (Jusqu’a 20 cm) ; le limbe est entier et parcheminé, de aille variable
pouvant atleindre 20 cm de longueur; elles sont lobées. Les vrilles multifides portent
quelques poils 4 la base de la partie rectiligne. Les fleurs sont solitaires, synanthérées ; la
corolle jaune, a lobes soudés a leur base sur 1/3 de leur longueur. Les étamines sont groupées
au centre de leur périanthe. Le pédoncule fructifére est épais. Les fruits sont ovoides ou de
forme varide. L.a coloration varie d’un fruit & un autre pour une méme espéce : la pulpe
fibreuse renferme de nombreuses graines qui sont nettement marginées sur les bords.



Les feuilles de cette espéces sont utilisées dans les ménages comme légumes.

1.3. Cucurbita pepo

Cucurbita pepo est une plante herbacée rampante, monoique. La tige est couverte de poils
présente des entre-nceuds courts.

Les feuilles sont longuement pétiolées, avec poils assez raides. Le limbe un peu coriace, de
taille variable est long et large, a lobes aigus. Les limbes hérissés des poils sur les deux faces,
bords dentés. Les vrilles sont multifides. Les tleurs males a pédicelle long sont solitaires. Les
sépales sont petits et la corolle jaune est campanulée. La corolle est longue de 5 ¢m et large de
3 cm environ, lobe aigu.

Les fleurs femelles également solitaires portent un ovaire de forme variable, renfermant de
nombreux ovules longitudinaux. Le pédoncule fructifere dur, anguleux n’est pas élargi a son
insertion sur le fruit.

Les fruits de forme et de taille variables contient une pulpe fibreuse renfermant de
nombreuses graines largement ovales. Le fruit est comestible ; elle est cultivée par les paysans
pour ses graines qui sont appréciées. L’espéce est largement cultivée a la surface du globe ;
seules les régions polaires s’opposent a sa culture.

Cette espéce contient de nombreuses variétés.

1.4. Lagenaria siceraria

Lagenaria siceraria est une plante herbacée annuelle, monoique grimpante ou rampante, a
tige anguleuse assez épaisse et recouverte de polis souples et fins.

Les feuilles longuement pétiolées (pétiole épais long de 5 — 20 cm). Les pétioles sont
cylindriques et souvent creusés en dessous.

Le limbe entier est parfois [égérement trilobé, obtus ou aigu au sommet, denté sur les bords.
Les deux faces du limbe sont recouvertes d’une pubescence fine, courte , plus dense a la face
inférieure.

Les vrilles d’abord rectilignes, puis bifides a branche subégale, sont enroulées et pubescentes
dans leur partie inférieure.

Les fleurs male et femelle sont solitaires a pétales blancs. L’ovaire est ovoide ou cylindrique.
Les fruits de taille variable, glabres a maturité sont d’abord verts puis deviennent blanchétres
ou jaunatres. Les graines de couleur blanche sont nombreuses et aplaties.

Lagenaria siceraria cst largement répandu dans toutes les zones chaudes ou tempérées du
monde. Son fruit qui peut se présenter sous diverses formes est utilisé par la population locale
comme récipient.

Le tableau 1 regroupe les noms courants et la description des fruits et graines des 4 especes
étudices [3].

2. Extraction des lipides

Les graines enti¢res décortiquées sont fixées dans I’eau bouillante environ 5 minutes pour
inactiver les lipases. L”extraction se fait selon la méthode de BLIGH ¢t DYER (4).

Aprés broyage dans le méthanol (10ml), les mémes quantités de chloroforme et d’eau distillée
sont ajoutées. Les lipides sont libérés de leurs interactions avec les molécules protéiques et se
retrouvent dans la phasc inféricure du systéme biphasique obtenue par centrifugation (10 min,
4000g). Cetie phase cst ensuite récupérée et le solvant évaporé. 1.’extrait est ensuite analysé.



3. Détermination de la composition en acide gras par chromatographie en phase gazeuse

(CPG)

Les triacylglycérols ont été transestérifiés afin d’analyser les acides gras correspondant sous
forme d’esters méthyliques.

3.1. Couplage Chromatographie en Phase Gazeuse / Spectrométrie de Masse

Ce couplage a permis I’identification non ambigu€ des esters méthyliques majeurs et des
COmMpOosés mineurs.

Les esters des acides gras constituant I’huile de la graine, ont €té analysés sur un dispositif
constitué d’un chromatographe SHIMADZU GC-17A couplé a un spectrométre de masse de
type quadripolaire SHIMADZU QP 500.

Le chromatographe est équipé dune colonne DB5 (J & W) (5% phényl, 95%
méthylsiloxane ; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm); gaz vecteur hélium (50 kPa); injection
splitless (température injection 300°C) ; programmation four de 40°C a 130°C a 9°C/min puis
de 130°C a 290°C a 2°C/min; palier de 10 min & 290°C.

Le spectrometre de masse fonctionne en mode d’ionisation par impact électronique a 70 ev,
avec acquisition entre les rapports m/z 29 et 650; température de source : 160°C.

3.2. Chromatographie en phase gazeuse avec détection par ionisation de flamme

[’analyse quantitative est menée par €talonnage interne. Ainsi, la méthylation des acides gras
de P’extrait lipidique total ou des différentes classes lipidiques se fait en présence d’un
standard interne, C17:0.

La séparation des esters méthyliques d’acides gras s’effectue sur un chromatographe (DELSI
série 30) muni d’une colonne de type Carbowax de 25 m de long et 0,30 mm de diamétre
intérieur et relié 4 un traceur intégrateur (Enica 21). La température de I’injecteur et du
détecteur FID est de 250°C. Le gaz vecteur utilisé est I’hélium a 0,5 bars en téte de colonne et
de débit 3ml/mm.

Les csters méthyliques sont identifiés par référence aux temps de rétention des standards
correspondants, obtenus dans les conditions citées ci-dessus.

4. Analyse des triacylglycérols (TAG) en chromatographie en phase liquide haute
performance (HLPC)

4.1 Conditions d’analyse (5,6).

La chaine s¢ décompose en: une pompe HP 1050 (Hewlett Packard, Palo-Alto, CA, Etats
Unis), unc vanne d’injection Rhéodyne modéle 7125 avec une boucle de 20pul ( Rhéodyne,
Cotati, CA, Etats Unis) un détecteur ¢évaporatif a diffusion de lumicére Sedere Sedex 75
(Sedere Alfortville, France). La température de la colonne a été contrdlée a 1’aide d’un four
Croco-cil (Cluzeau, Sainte-Foy-la-Grande, T'rance) a circulation d’eau régulée par un
thermostat-cryostat Julabo UC F10 (Touzart et Matignon, les Ulis, France ). L’acquisition des
données s’est faite a P’aide du logiciel Azur v2.0 (Datalys, Saint Martin d’Heres,
France).Toutes les analyses ont été menées a 20°C avee la colonne suivante : Kromasil C18
(S5um) 250 x 4,6 mm (Thermo Quest, Les Ulis, France). La phase mobile cst un mélange



binaire optimisé MeCN/CH,Cl, 63/37 avec un débit de 1 ml/min. Les paramétres du détecteur
ont été optimisés et sont les suivants : T = 37°C, Py, = 2 bars, Gain = 11, constante de temps =
1.

L’acétonitrile (Acros, New Jersey, USA) et le dichlorométhane (Carlo Erba, Rodano, Italie)
sont de qualit¢ grade HPLC. Les huiles ont été mises en solution dans un mélange
MeCN/CH,Cl, 50/50; la concentration et le volume injecté ont été adaptés de telle fagon
qu’un pic pris en référence (LLL) ait toujours sensiblement la méme aire.

Le standard utilisé la trilinoléine (LLL) provient de chez Sigma Chimie (St-Quentin Fallavier,
France ).

4.2 .Comparaison des huiles

Le détecteur évaporatif a diffusion de lumiére ne donne pas une réponse directement
proportionnelle a la quantité injectée (7). La loi de réponse du détecteur utilisé est de la forme
Aire = a (masse injectée)” (avec 1<b<?2). Par ailleurs les différents TAG ne répondent pas tous
de la méme fagon. Comme ils ne sont pas tous disponibles en standard, I’analyse quantitative
n’est donc pas aisée, (on ne peut pas connaitre chaque coefficient de réponse (a) et (b) de
chaque TAG présent, ni faire I’hypothése qu’ils sont égaux).

Pour toutes les analyses, on injecte une quantit€¢ massique constante (par modulation de la
concentration et du volume injecté) d’un TAG présent dans 'huile et pris comme référence.
De cette maniére, quels que soient les chromatogrammes, ’aire du pic correspondant a ce
TAG a toujours été quasi-constante.

La comparaison des différents huiles se fait donc en calculant le rapport de ’aire d’'un TAG
donné par rapport a 1’aire du TAG de référence. En comparant ce rapport pour différentes
huiles analysées, pour un TAG donné, plus ce chiffre est élevé, plus 'huile est riche en ce
TAG.

Par ailleurs, partant de ces rapports des aires, on construit une figure sur laquelle les
constituants sont repartis sur des axes gradués, uniformément distribués sur un cercle. La
tencur de chaque constituant, sur ’axe correspondant, définit le point représentatif du
constituant.

Ces points reliés par des segments de droite définissent une figure géométrique caractéristique
de I’huile (radar-plot).

1. RESULTATS

1. Variation de la composition en AG des graines individuelles au scin d’une méme
espéce

Pour I’étude intraspécifique, ’extraction d’huile s’est faite graine par graine pour un total de
20 graines par espéce, choisies au hasard chez les vendeurs de semences de cucurbitacées a
Brazzaville.

L’intérét de cette étude est de savoir si les graines d”une méme espéce sont homogenes ou non
de fagon & minimiser leur variabilité ultéricure, aprés semis.

Un échantillon sera considéré comme homogéne si CV<15-20%, moyennement variable si
20% < CV < 50% et trés variable s1 CV > 50%.

I.’analysc des huiles extraites de ces graines a permis de mettre en évidence 5 AG principaux:
IPacide palmitique (C16 :0), stéarique (C18 :0), oléique (C18 :1 n-9), linoléique (C18 :2 n-6)
et linolénique (C18 3 n-3).



Le tableau 2 donne la composition en AG de chaque graine pour les 4 espéces étudides.

La moyenne calculée ne correspond a aucune réalité sur le terrain, mais sert a la discussion de
la variation intraspécifique.

L’examen des coefficients de variation (CV) de 20 graines pour chaque espéce prise
isolement indique que:

e CM et CL présentent les CV les plus faible (<20 %) pour I’ensemble des AG. Ces
especes conduisent donc aux semences les plus homogénes.

e CP et LS qui ont 10%<CV<43%, présentent une variabilité totale plus élevée ; leurs
semences sont plus hétérogénes. Cependant ces 2 espéces présentent une faible
variabilit¢ spécifique par rapport a C18:2 n-6, acide gras essentiel (CV
respectivement €gal 4 20% et 10%).

S1 on ne tient compte que de la composition en C18 :2 n-6 pour sélectionner les graines, une
trés bonne stabilité de la teneur en cet acide, avec 5%<CV<20 % est & noter pour ’ensemble
des especes.

2. Variation de la composition en AG des huiles des graines des différentes espéces
2.1 Composition en acides gras courants (AG)

L’étude interspéceifique a été réalisée, pour chaque espéce sur des échantillons de 5 graines
prélevées dans un lot commercial d’une espece donnée, aprés brassage, et sensés étre
représentatif des différentes especes.

Les résultats obtenus, consignés dans le tableau 3, montrent que les acides gras (AG) des
espeéces étudiées présentent le méme profil que ceux reportés dans le tableau 1. Le calcul de la
valeur moyenne de la teneur des 5 AG pour les 20 graines des 4 espéces et leur CV sont
reportés dans le Tableau 2 . Les chiffres sont comparables, et, en tenant compte des écart-
types, statistiquement identiques. L’acide linoléique est ’acide gras majoritaire. Sa teneur
varie de 52 a 74%. Des teneurs élevées d’acide linoléique ont déja été observées quel que soit
le lieu de la culture, au Congo (8) au Niger (9) et au Nigeria (10, 11). Cet acide gras essentiel
qui intervient dans les fonctions biologiques vitales telles que les fonctions immunitaires,
plaquettaires, rénales ou épidermiques (12) doit couvrir 3 a 6% des besoins €nergétiques de
I’homme (13).

Cet acide gras présentant la plus faible variabilité intcrspécifique, confirme ainsi I’identité de
’intérét nutritionnel de ces 4 espéces.

L’acide oléique (C18 :1 n-6) présentant la variabilité la plus élevée avec CV = 66 %, permet
unc discrimination des espéces. On sait actuellement que cet acide gras est impliqué dans la
réduction des risques cardiovasculaires (14,15). Ainsi, par rapport a cet acide gras, CM est
I’espéce la plus intéressante et LS, la moins intéressante, entre ces 2 extrémes se positionnent
CL et CP.

Les coetlicients de variation de C16 :0 et C18 :0, acides gras saturés sont respectivement de
33% et 27%.Ces acides sont présent a des pourcentages assez faibles (respectivement a 12,4%
et 4 8,5 % , en moyenne pour I'ensemble des espéces). Cect est intéressant car ces deux acides
ont un effet néfaste pour la santé : ils provoquent une élévation du taux de cholestérol sanguin

(16).

O



Le rapport (%AG insaturés)/(%AG saturés) est en moyenne pour les 4 espéces compris entre
3,6 et 3,9 avec un coefficient de variation faible (13 a 15,9%). Cela témoigne d’une part de la
stabilité et d’autre part du bon niveau de la qualité nutritionnelle des huiles étudiées.

Une représentation « radar plot » construit a partir des 5 AG majeurs identiques pour les 4
espéces est reportée figure 1.

Les teneurs respectives de ces AG varient de maniere plus ou moins importante d une espéce
4 une autre ; on aboutit selon le cas 4 un maintien ou une modification du profil général des
AG des huiles.

3 espéces sur 4 gardent le méme profil en AG ; ce sont CL, CP, LS.

CM présente une teneur en en acide oléique plus importante, conduisant a un profil en AG
différent du précédent ; le radar plot représentant CM est différent de ceux qui représentent
CL, CP et LS qui se ressemblent entre eux.

2.2 Recherche des acides gras mineurs.

Les cucurbitacées sont caractérisées entre autre par la présence, dans certaines espéces, de
’acide alpha oléostéarique C18 :3 (97, 11E, 13E) pouvant limiter I'intérét nutritionnel de
cette famille botanique. Dans la littérature, cet acide a €té mis en évidence avec de trés faibles
tencurs dans cucurbita pepo, cucurbita maxima et cucumis melo (17) ; Pour les espéces du
genre monordica, cet acide atteint des teneurs de 1’ordre 50% (18).

Afin de vérifier sa présence ou non dans les échantillons étudiés, nous avons recherché les
produits mineurs présents dans ces échantillons par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse.

Dans aucun cas nous n’avons décelé I’acide conjugué recherché.

3. Variation de la composition en TAG des graines des différentes espéces.

Les TAG ont été identifiés grace a des huiles témoins de composition parfaitement connue et
¢tudiées dans les mémes conditions chromatographiques (5, 6).

5 TAG majeurs ont été identifiés : LLL, OLL, PLL, OOL, SLL et 6 mineurs : POL, PPL,
000, SOL, POO et PSL.

A partir de la connaissance des différents AG obtcnus par CPG et grice a un programme
informatique, on remonte a la composition théorique en TAG.

Comme nous I’avons vu précédemment, la loi de réponse du DEDL est de la forme
Aire=am’

LLL étant un standard disponible, on a établi expérimentalement 1’équation de la courbe
d’étalonnage: Aire ;= 8,915 m™*

Si en premiére approximation on suppose que « a » et « b » sont voisins quelque soit le TAG,
on peut comparer {(m xyz / myp;) 14 obtenu grice au programme informatique et

Aire xyz /Aire; ;1 valeurs déterminées expérimentalement pour les 4 espéces étudiées.

la figure 2 illustre le degré de concordance obtenu et montre qu’il n’y a pas de biosynthése
stéréospéeifique trés évidente, sauf pour OOL, dont la quantité est toujours plus forte que la
quantité statistique calculée, ceci pour les 4 espéces.



Sur 35 compositions triacylglycérols (TAG) théoriquement possibles, on en observe
expérimentalement 11, de méme nature dans les quatre espéces cucurbitacées.

Une représentation « radar plot » des rapports des aires expérimentales (Aire xyz /Airerr;)
construits a partir des 5 TAG majeurs identiques pour les 4 espéces est reportée figure 3.

Les teneurs respectives de ces TAG varient de maniere plus ou moins importante d’une
espéce a une autre ; on aboutit selon le cas 4 un maintien ou une modification du profil
général des TAG des huiles.

3 espéces sur 4 gardent le méme profil en TAG ; ce sont CL, CP, LS.

CM présente une teneur en OLL qui est 5 fois plus élevée que la moyenne de cette teneur
pour les 3 espéces précédentes, il s’ensuit une modification de la hiérarchie dans la succession
des TAG, conduisant & un profil en TAG différent du précédent ; le radar plot représentant
CM est différent de ceux qui représentent CL, CP et LS qui se ressemblent entre eux, méme si
CL et CP sont les 2 especes les plus proches.

IV. CONCLUSION.

L’étude de 4 especes de cucurbitacées alimentaires du Congo - Brazzaville permet de
constater que :

¢ la semence utilisée par les populations présente une homogénéité satisfaisante pour la
production d’une huile ayant une teneur élevée en C18:2 n-6.
La teneur en C18 :1 n-9, est meilleure dans CM et CL que dans CP et LS.

¢ les huiles extraites des 4 espéces se ressemblent totalement par leur composition
qualitative en TAG : 11 des 35 TAG attendus ont ét¢ identifiés; ils sont les mémes
pour les 4 espéces. La teneur individuelle des TAG varie d’une espece a une autre ;
pour CL, CP"et LS, cette variation n’entraine pas la modification de I"importance
relative des TAG ; il y a conservation du profil général en TAG de I'huile. CM a une
teneur en OLL suffisamment élevée qui conduit une modification de ce profil.

e 3 des 5 TAG majeurs contiennent les acides oléique et linoléique , les 2 restants sont
des combinaisons de 2 acides linoléiques soit avec [’acide palmitique soit avec 1’acide
stéarique. Les acides oléique et linoléique seront dont préférentiellement fixés en
position 2 du glycérol et donc totalement disponibles pour I’organisme. Une telle
éventualité accroitrait ’intérét nutritionnelle de cette famille botanique. Une
identification directe des 2 mono-acylglycérols est en cours .
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Tableau 1: Noms courants et la description des fruits et graines de

4 especes de cucurbitacées étudiées.

Noms frangais et vernaculaires o
Noms Formes des courges (fruits) Formes des graines
scientifiques Frangais Laari Beembe Tékeé
Courges (baies) . ovoides, aplaties ;
Ntété za . ovoides ; . arrondies au
Citrillus lanatus Melon & YaKala Batéké Bibéré - ellipsoides. sommet ;
(Thunb)Mans {. pistache ou ¢  blanches ou brunes
Ntét.é za «  parfois noiratres
bamiroir »  marginées
Courges (baies) s ovoldes, aplaties;
. ovoides ; . atténuées au
Cucurbita - «  multiformes. sommet ;
maoschata Malengué *  rugucuses-
(Duch.ex Citrouille Nsouéki veloutées ;
{.am, }Poirct musquée «  marginées
(rainures).
Courges (baies) e largement ovoides ;
Nsouéké ou s ovoides; . obovoides ;
Cucurbita pepo Citrouille Lengué Malengué Bipara . multiformes. . beige, lisses ;
L. courge s marginées.
Courges (baies) s ellipsoides-
Nsiya Nisiya s subglobuleuses triangulaire ;
Lagenaria Calebasse Nsiya ou ou - ellipsoides ; . obovoides .
siceraria Niénté Souhou- «  pyriformes ; comprimées ;
(Mol.)Stand. zababinda souhou - avec un long col . tronquées au
ou droit sommet ;
23 mbinda e avec un long col »  bidentées.
recourbé

Tableau 3 : Composition en acides gras (%) des 4 espeéces de cucurbitacées du Congo.

C16:0 C18:0 C18:1 n-9 C18:2 n-6 C18:3 n-3 R*
Citrullus lanatus 6,99 11,64 10,69 70,2 0,46 44
Cucubita moshata 16,99 6,94 23,26 52,48 0,31 3,2
Cucubita pepo 13,45 8.85 15,45 61,92 0,31 3,5
Lagenaria siceraria 12,02 6,59 6,99 74 0,39 4.4
Moyenne 12,36 8,51 14,10 64,65 0,37 3.9
Ecart-type 4,1 2,3 7,0 9.6 0,1 0.3
Coef, de variation 33,2 27,0 65,5 13,7 27,0 13
Moyenne ** 13 8,6 19,6 57,7 0.8 3,6
Ecart-type ** 3 1,4 9,7 10 0,5

*R = (Y%AGinsaturés)/(Y%AG saturés)
** yaleurs moyennes calculées a partir du tableau 2
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Figure 1 : Représentation en radar plots des AG des huiles de 4 espéces
de cucurbitacées alimentaires du Congo-Brazzaville.
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Figure 3 : Représentation en radar plots des TAG des huiles de 4 espéces
de cucurbitacées alimentaires du Congo-Brazzaville.
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A travers cette étude, nous voulons marquer notre intérét pour une meilleure connaissance de
Luffa cylindrica afin de dégager son importance dans I’alimentation humaine. Une étude
comparative avec Cucurbita moschata, permet de dégager les points de convergence et/ou
divergence afin de valoriser cette espece qui n’est pas envore utilisée en alimentation humaine

au Congo-Brazzaville.

II. MATERIEL ET METHODES.

1. Matériel végétal [10].

1.1. Cucurbita moschata

Cucurbita moschata est une plante herbacée monoique, rampante, a tige molle de section
circulaire. Les feuilles sont pétiolées (jusqu’a 20 cm); le limbe est entier et parcheminé, de taille
variable pouvant atteindre 20 cm de longueur ; elles sont lobées. Les vrilles multifides portent
quelques poils a la base de la partie rectiligne. Les fleurs sont solitaires, synanthérées; la corolle
jaune, a lobes soudés a leur base sur 1/3 de leur longueur. Les étamines sont groupées au centre
de leur périanthe. Le pédoncule fructifére est €pais. Les fruits sont ovoides ou de forme variées.
La coloration varie d’un fruit 4 un autre pour une méme espéce: la pulpe fibreuse renferme de

nombreuses graines qui sont nettement marginées sur les bords.

1.2-Luffa cylindrica

Luffa cylindrica est une plante herbacée a tiges lianescentes de 3 a 6 m de long, marquées de
fins sillons longitudinaux.

Les feuilles ont un pétiole de 3 a 10 cm, et un limbe qui est de 3 4 5 cm palmatilobé. La plante
s’accroche a son support par des vrilles.

Les fleurs méles sont jaunes, regroupées en racémes portant 10 a 20 fleurs; les fleurs femelles
sont solitaires. Le fruit est une baie pendante, cylindrique, de 15 a 20 cm de long. Le fruit a
I’aspect d’une courgette dont I’ intérieur est revétu d’un systéme fibreux résistant.

Originaire de I’Inde, cette plante est largement cultivée sous les tropiques.

2. Extraction des lipides totaux .

Les graines décortiquées avant broyage sont traitées par 1’cau bouillante environ 5 minutes
permettant ainsi d’inactiver les lipases. L’ extraction se fait selon la méthode suivante [11].
Apres broyage dans Ic méthanol (10ml), les mémes quantités de chloroforme ct d’cau distillée

sont ajoutées. Les lipides sont libérés de leurs interactions avec les moléeules protéiques et se



retrouvent dans la phase inférieure du systéme biphasique obtenu par centrifugation 4 4000 x g

pendant 10 min,

3. Détermination de la teneur en huile des graines ( lipides totaux).
La teneur en huile a été determinée par la méthode normalisée utilisant le soxhlet et I’hexane

comme solvant d’extaction [12].

4. Identification des classes de lipides par chromatographie sur couche mince (CCM).

Le fractionnement des lipides en différentes classes se fait par la chromatographie d’absorption
sur couche mince de gel de silice (plaque TLC 608-254, Merck). La méthode consiste a déposer
3pL de Uextrait lipidique total préalablement dissout dans 0,5 mL de chloroforme. La plaque est
ensuite placée dans une cuve hermétiquement fermée contenant un solvant de polarité donnée.
Le solvant Lepage [13], chloroforme / méthanol / acétone / acide acétique / eau (50/10/20/10/5,
V/VIV/VIV) permet de séparer les lipides neutres des lipides polaires et de fractionner ces
derniers.

Le solvant de Mangold [14] éther de pétrole / éther diéthylique/acide acétique (70/30/04 ;
V/V/V) permet le fractionnement des lipides neutres.

Les lipides séparés sur une plaque de gel de silice sont révélés dans une cuve saturée de vapeurs

d’iode grattés et récupérés, pour dosage et analyse.

5. Détermination de la composition en acides gras par chromatographic en phase gazeuse
(CPG)

La composition en acides gras a ¢té¢ déterminée, avec des esters méthyliques préparés en
présence d’un standard interne [15] sur un chromatographe (DELSI série 30) muni d’une
colonne de type Carbowax de 25 m de long et 0,30 mm de diamétre intérieur et relié a un
enrégistreur intégrateur (Enica 21). La température de injecteur et du détecteur FID est de

250°C. Le gaz vecteur utilisé est I’hélium 4 0,5 bars en téte de colonne et de débit 3ml/mm.

6. Nomenclature et abréviations
[es différents acides gras mis en évidence au cours de cette étude sont notés:
Acide palmitique (P), Cig o; acide stéarique (S),  Cis. ¢; acide oléique (O) Cyg: 1 n-9 ; acide

linoléique (1.) Cy4.2n-6 ; acide linolénique (Ln),  Cix.3 n- 3.

Par la suite, la position de la double liaison ne sera plus signalée pour alléger P'éeriture.



7. Détermination de la composition en triacylglycérols.
Les triacylglycérols ont ét€ analysés par chromatographie liquidehaute performance en phase

inverse.

La chaine se décompose en : une pompe HP 1050 (Hewlett Packard, Palo-Alto, CA, Etats Unis),
une vanne d’injection Rhéodyne modéle 7125 avec une boucle de 20ul ( Rhéodyne, Cotati, CA,
Etats Unis) un détecteur €vaporatif a diffusion de lumiére Sedere Sedex 75 (Sedere Alfortville,
France). La température de la colonne a été contrdlée a 'aide d’un four Croco-cil (Cluzeau,
Sainte-Foy-la-Grande, France) a circulation d’eau régulée par un thermostat-cryostat Julabo UC
F10 (Touzart et Matignon, les Ulis, France ). L acquisition des données s’est faite a I’aide du
logiciel Azur v2.0 (Datalys, Saint Martin d’Heres, France).Toutes les analyses ont été¢ menées a
20 °C avec la colonne suivante: Kromasil C18 (5pum) 250 x 4,6 mm (Thermo Quest, Les Ulis,
France). La phase mobile est un mélange binaire optimisé MeCN/CH,Cl, 63/37 avec un débit de
1 ml/min. Les paramétres du détecteur ont €té optimisés et sont les suivants: T= 37 °C, Py = 2
bars, Gain = 11, constante de temps= 1.

L’acétonitrile (Acros, New Jersey, USA) et le dichlorométhane (Carlo Erba, Rodano, Italie) sont
de qualité HPLC grade. Les huiles ont été mises en solution dans un mélange MeCN/CH,Cl,
50/50; la concentration et le volume injecté¢ ont été adaptés de telle fagon qu'un pic pris en
référence (LLL) ait toujours sensiblement la méme aire [16, 17]

Le standard utilisé la trilinoléine (LLL) provient de chez Sigma Chimie (St-Quentin Fallavier,

France ).

8. Statistiques

Les traitements statistiques ont été réalisés sur le logiciel Excel 8.0.de Microsotft.

I11. RESULTATS ET DISCUSSION

1. Différentes classes des lipides (Tableau 1)

Cucurbita moschata a une composition plus complexe que Luffa cylindrica. Les 3 constituants
des lipides neutres mis en évidence et non identifiés dans CM ne sont pas présent dans LC. Il en
est de méme pour I'inconnu D des lipides polaires.

Les TAG, principaux constituants de la fraction gycéridique sont en quantité plus importante

dans Luffu cylindrica que dans Cucurbita moschata.



Les lipides polaires de Luffa cylindrica sont formés exclusivement de phosphatidylinositol (PI),
phosphatidylcholine (PC) et phosphatidyléthanolamine (PE), les 2 premiers constituants sont
présents en proportions presqu’égales de ’ordre de 40 % et le dernier est présent & prés de 20 %.
Dans Cucurbita moschata, PC est largement majoritaire (40 %) devant PE, PI et D qui sont
présents chacun a pres de 20 %.

Les teneurs en lipides totaux déterminées par la méthode au soxhlet est de 33,7% et 36,2%

respectivement pour Cucurbita moschata et Luffa cyvlindrica.

2. Composition en acides gras des différentes classes pour les 2 espéces étudiées.

2.1 Cucurbita moschata (Tableau 2).

Les acides gras des lipides totaux les plus abondants sont Cig. 2 et Cj49 avec une légére
prédominance de C,3.

Les acides gras majoritaires des diacylglycérols sont Cig. g, et Cyz. 1, @ un niveau sensiblement
égal.

Comme dans le cas des diacylglycérols Cig., et Cyg.0 sont les acides gras majoritaires des
acides gras libres, avec une prédominance de Ci3.), alors que C 3. 7 est I’acide gras majoritaire
des triacyglycérols.

Dans les composés inconnus A, C et dans les paraffines, I’acide gras le plus abondant est Cys. ¢
alors que Cig.7.est majoritaire dans le composé inconnu B.

L’inconnu D, contient majoritairement Ci6-0; cet acide gras est plus abondant dans le

phosphatidylinositol (PI), le phosphatidyléthanolamine (PE) et dans le phosphatidylcholine

(PC).

Nous remarquons que dans Cucurbita moschata les acides gras les plus abondants sont Cyg et
Cy3 .1 sauf au nivcau des lipides totaux ct des triacylglycérols ot Cig .4 est toujours ’acide gras

le plus abondant.

2.2. Luffa cylindrica ( Tableau 3).

Comme pour I’espéce précédente, ’acide gras majoritaire des lipides totaux de Luffa cylindrica
cst Cig.2 (42,5 %) suivide Ci69 (25,6 %) .Dans les diacylglycérols, Cyg . 2, est I’AG le plus
abondant avec une teneur de 40 %.

Cg 2 est Pacide gras majoritaire suivi de Cig. g ¢t Ciy. 1 des acides gras libres.

Cix 2 est Macide gras majoritaire des triacylglycérols et des paraffines .
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Cig 2 et Cyg o sont abondants avec prédominance de Cy3 ., comme dans le cas des lipides neutres
dans PL, PC et Cis ¢ est I’acide gras majoritaire dans PE.

Comparativement a Cucurbita moschata, les quantités de Cig3 observées dans le Luffa
cylindrica sont nettement supérieures. Le taux de Cyz.3 pourrait étre un paramétre non

négligeable de reconnaissance entre les cucurbitacées.

3. Triacylglycérols de Cucurbita moschata et de Luffa cylindrica

Les TAG ont ét¢ identifiés grace a des huiles témoins de composition parfaitement connue et
étudiées dans les mémes conditions chromatographiques (Héron et Tchapla, 1994a, 1994b ).

Sur les 35 compositions triacylglycérols théoriquement possibles dans cette étude, on observe
expérimentalement 11, de méme nature, dans les 2 cucurbitacées ; 5 TAG majeurs: LLL, OLL,
PLL, OOL, POL et 6 mineurs: SLL, PPL, OOQ, SOL, POO et PSL(figures 1 et 2)

Compte tenu du fait que la DEDL ne donne pas une réponse directement proportionnelle 4 la
quantité injectée, 1I’analyse ne peut conduire qu’a des résultats semis quantitatifs [18]

La comparaison des 2 huiles s’est donc faite en calculant le rapport de 1’aire d’un TAG donné a
celui du TAG de référence et qui a une valeur constante pour les 2 chromatogrammes. Et, plus
ce rapport est élevé plus la quantité de TAG présente dans 'huile est important. Ramené a
100%, nous obtenons dans le tableau 5 I’importance relative des TAG ; il ressort de ce tableau
que les 2 huiles présentent le méme profil en TAG.

La représentation circulaire (radar plot) illustre mieux cette ressemblance.

Partant des rapports des aires déduits des chromatogrammes , on construit une figure sur
laquelle les constituants sont repartis sur des axes gradués, uniformément repartis sur un cercle
(360°). La teneur de chaque constituant sur I’axe correspondant définit le point représentatif du
constituant..

Ces points reliés par des segments de droite définissent une figure géométrique caractéristique

de I’huile (radar-plot ).

Les 2 représentations « radar plot » construits sur les 6 premiers TAG majeurs (figure

2) sont quasi-identiques ; la quantité de LLL varie du simple au double en passant de

Cucurbita moschata et de Luffa cylindrica d’une part et d’autre la teneur en OOL diminue avec

la méme ampleur et dans le méme sens.



IV. CONCLUSION

Les huiles étudiées contiennent des acides gras couramment rencontrés dans les huiles
végétales, a savoir les acides palmitique, stéarique, oléique et linoléique. Ce sont des huiles de
type linoléique.

L’acide linoléique (C;32), acide gras essentiel (AGE) dont la teneur est de 34.2 % pour
Cucurbita moschata et de 42,5 % pour Luffa cylindrica par rapport aux acides gras totaux,
renforce I’intérét nutritionnel et diététique de ces huiles . Il est majoritaire dans les lipides totaux
et semble s’accumuler préférentiellement dans les TAG aussi bien pour Cucurbita moschata
(43,5 %) que pour Luffa cylindrica (53,2 %). C’est une situation trés intéressante sur le plan
nutritionnel, notamment pour Luffa cylindrica, avec des TAG constituant 91 % de ses lipides
totaux. |

L’acide linolénique, C,sg. 5, autre AGE, est présente en quantité non négligeable de I'ordre de
6 %, limitant ainsi ["utilisation des huiles correspondantes a I’assaisonnement.

L’acide palmitique est trés localisé¢ dans les phospholipides (53 — 68%) en particulier chez
Cucurbita moschata.

Dans une huile ’essentiel des acides gras n’existent pas 1’état libre, ils entrent dans la
constitution des TAG, ¢’est donc au niveau des TAG que peut apparaitre une discrimination
éventuelle. Le présent travail met en évidence une identité qualitative des huiles de Cucurbita
moschata et Luffa cylindrica pour les 11 TAG identifiés.

Il pourrait, dés lors, étre suggérer [’utilisation de ’huile de Luffa cylindrica dans ’alimentation

humaine, tout au moins en tant qu”huile d’assaisonnement , importante source d’AGE.
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(% de la masse des acides gras totaux)

Tableau 1
Composition des lipides neutres et polaires

Cucurbita Luffa
Nature moschaia, cylindrica
Lipides neutres
DAG 6,3 2,0
DAG ;3 5,3
AG 4,1 3,5
TAG 65,8 90,6
A 3.0 -
B 29 -
C 4,7 -
Paraffines 1,6 1,7
Total 93,6 95,7
Lipides polaires
PI 19,6 38,6
PC 37,3 41,9
PE 22,4 19,5
D 20,8 -
Total 100 100
Tableau 2

Composition (%) cn acide gras totaux neutres

et polaires de Cucurbita moschata

Cis.0 Cis:0 Ciz:1 Cis.2 Ciga

Lipides résiduels* 33,0 9,7 17,2 34,1 6,0
DAG ., 25,8 8,8 21,2 39,1 5,1
DAG 3 425 15,5 38,2 3,3 0,5
AG 22,0 13,5 38,0 19,4 7,1
TAG 18,3 8,1 29,1 43,5 1,0
A 498 20,7 20,6 7.5 1,3
B 26,6 12,8 240 33,6 3,0
C 31,0 14,0 26,7 26,2 2,1
Paraffines 67,1 18,3 7.2 - 7,5
Pl 68,5 18,2 3,5 3,3 6,6
PC 53,1 13,9 26,0 4.8 2.3
PE 63,6 12,5 15,3 8,7 -

D 57,6 18,4 20,7 - 3.3

*Constiuants des lipides qui n’ont pas migre



Tableau 3

Composition (%) en acides gras des lipides totaux,
neutres et polaires de Luffa cylindrica

Ci6.0 Ciso Ciz.y Cis:2 Cig3
Lipides résiduels* 25,8 9,0 16,3 42,5 6,4
DAG 17,2 11,4 15,6 40,2 15,8
AG 18,5 12,0 14,9 44,0 10,6
TAG 15,1 7,6 235 53,2 0,6
Paraffines 23,3 11,5 17,1 36,0 12,0
Pl 26,2 8.4 13,1 37,5 14,9
PC 26,8 13,1 13,9 36,1 10,1
PE 37.4 10,8 12,6 29,0 10,2

*Constiuants des lipides qui n’ont pas migré

Composition relative (%) en triacylglycérols des huiles de graines

Tableau 4

de Cucurbita moschata et de Luffa cylindrica.

Triacylglycérols | Cucurbita moshata Luffa cylindrica
OLL 24,7 222
LLL 12,4 23,0
PLL 17,0 23,0
POL 13,9 10,2
OOL 14,4 6,4
SLL 4,3 59
SOL 4,2 2,7
PPL 3,3 1,5
PSL 2,6 22
POO 1,5 1,8
000 1,5 1,1
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Figure 1: Chromatogramme HPLC des TAG de Cucurbita moshata
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Figure 2: Chromatogramme HPLC des TAG de Luffa cylindrica
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Figure 2 : Représentation « radar plot » de la composition relative en TAG
des huiles de Cucurbita moschata et de Luffa cylindrica.
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Les huiles de graines des cucurbitacées présentent des caractéristiques
trés intéressantes. Les indices d’iode et de saponification trés élevées indiquent
que ces huiles contiennent des acides gras qui sont fortement insaturés.
L’insaturation assez élevée témoigne de leur richesse en acides gras essentiels.
Les valeurs de I’indice d’acide obtenues sont en faveur des huiles faiblement
acides et leur teneur en insaponifiables atteste leur richesse en composés
terpéniques et stéroliques.

Ces huiles sont stables 4 la chaleur.

L’étude des classes lipidiques (lipides neutres et polaires) a montré I’extréme complexité de la répartition
des acides gras. Il ressort clairement que ’essentiel de I’acide linoléique C,s ., est concentré dans les TAG et
les acides linolénique Cys ., et palmitoléique Cys., peuvent servir de facteur discriminant pour les espéces de
cucurbitacées étudiées. Les cucurbitacées analysées ne présentent pas une grande originalité dans les lipides
neutres. Les TAG constituent la majorité des lipides neutres. Au niveau des lipides polaires, les trois
constituants identifiés sont PC, PE et PI avec PC et la PE comme les lipides les plus abondants.

L’étude de la variabilité de la composition en acides gras des graines issues d’une méme espéce a permis de
montrer d’une part que la semence utilisée par les populations présente une homogénéité satisfaisante pour
la production d’une huile ayant une valeur élevée en C,5, et d'autre part que les huiles extraites se
ressemblent par leur composition qualitative en TAG. L’étude de la variabilité de la composition en acides
gras et triglycérides a mis en évidence les différences interspécifiques. En effet, la teneur individuelle des
TAG varie d’une espéce & une autre ; cette variation n'entrainant aucune modification de I'importance
relative des TAG. 1l y a donc peu de variabilité dans ies acides gras des graines de chacune des espéces donc
I’huile est homogéne. Comme C;5., est majoritaire, ces huiles sont intéressantes du point de vue
nutritionnelle tout comme les huiles de soja, de noix et de tournesol.

Luffa cylindrica , cucurbitacée encore non consommée au Congo -Brazzaville a été comparée aux
cucurbitacées traditionnellement consommées, afin d’approfondir nos connaissances sur cette espéce et en
fin de compte, dégager son importance alimentaire.
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