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Résume :
La composition en huiles essentielles et en lipides de réserve des graines et fruits saisonniers
de quatre espéces végétales d’origine congolaise (Aframomum stipulatum (Gagnep) K.
Schum, Aframomum giganteum (Oliv. & Hand) K. Schum, Spondias mombin L. et Nephelium
lappaceum L.), a été déterminée par I’utilisation du couplage chromatographie en phase
gazeuse/spectrométric de masse. Les résultats obtenus ont permis de comprendre la
bioaccumulation des huiles essentielles et des lipides de réserve dans les organes des
différentes especes.
Dans le cas des espéces du genre Aframomum, les graines et les coques de fruits sont sources
a la fois des huiles essentielles et des lipides de réserve. Les huiles essentielles des graines des
deux espéces du genre Aframomun sont riches en composés monoterpéniques hydrocarbonés
et oxygénés (B-pinene, 1,8-cinéole, phellandréne) avec des taux non négligeables de
sesquiterpenes (a-sélinéne et B-caryophylléne). Les huiles essentielles des coques des deux
mémes especes se révelent plus riches en monoterpénes oxygénés que celles des graines avec
des composés trés caractéristiques (B-pinéne, 1,8-cineole, linalool pour A. giganteum et f-
pinéne, terpinéol, 1,8-cinéole pour A. stipulatum). On note dans les deux especes, en dépit des
procédés unitaires différents utilisés, la présence de lipides de réserve avec un profil acides
gras du type palmitique-linoléique.
Seuls les lipides de réserve ont été caractérisés dans Spondias mombin L. et Nephelium
lappaceum L.. Les différentes parties du fruit de Spondias mombin sont dominées, comme
dans le cas des Aframomum, par la présence des acides palmitique-linoléique avec une
présence marquée de I’hentriacontane dans I’huile de peaux de fruits. L huile d’amande de
Nephelium lappaceum se distingue par sa richesse en acide arachidique C20:0 et acide 11-
eicosénoique C20:1.
Les quatre especes présentent un apport en phytostérols et en tocophérols.
Des essais prometteurs de formulation de phytoproduits ont été réalisés avec des mélanges de
tensioactifs, des a-monoglycérides et des huiles essentielles de graines de A. giganteum.
Les activités antimicrobienne, anticancéreuse, antipaludique et anti-radicalaire ont été
évaluées sur les extraits d’huiles essentielles et sur les lipides de réserve ainsi que sur les
analogues synthétiques de lipides pris seuls ou en combinaison. Les résultats obtenus sont
prometteurs.
Mots-clés : Aframomum stipulatum, Aframomum giganteum, Spondias mombin, Nephelium
lappaceum, lipides de réserve, huiles essentielles, monoglycérides, activités

biologiques.



Abstract:

The composition of essential oils and fat of seasonal fruits and seeds of four plant species
from the Congo (Aframomum stipulatum (Gagnep) K. Schum, Aframomum giganteum (Oliv.
& Hand) K. Schum, Spondias mombin L. and Nephelium lappaceum L.), was determined by
the combined use of mass spectrometry and gas chromatography. The results were used for
understanding the bio-accumulation of essential oils and the storage of lipids in the organs of
different species.

In the case of the genus Aframomum, seeds and fruit shells are both sources of essential oils
and fat. Seeds essential oils of the two species of Aframomun were rich in hydrocarbon and
oxygenated monoterpene compounds such as [B-pinene, 1,8-cineole, phellandrene, with
significant levels of sesquiterpenes (a-selinene and B-caryophyllene). The shells essential oils
of the same two species appear to be more rich in oxygenated monoterpenes than seeds, with
a large structural features (B-pinene, 1,8-cineole, linalool for A. giganteum and b-pinene,
terpineol, 1.8 -cineole for A. stipulatum). It is notified in both species that despite the different
unit processes used, the presence of lipid with a fatty acid profile of the type palmitic-linoleic.
Only lipids have been characterized from Spondias mombin L. and Nephelium lappaceum L..
The different parts of the fruit of Spondias mombin are dominated, like Aframomum, by the
presence of palmitic-linoleic with a large presence of hentriacontane in the oil fruit skins. The
kernel oil Nephelium lappaceum is distinguished by its wealth of arachidic acid C20:0 and 11-
eicosénoic acid C20:1.

The four species contained in phytosterols and tocopherols.

Testing promising formulation of herbal products were made with mixtures of surfactants,
a-monoglycerides and essential oils from seeds of A. giganteum.

Antimicrobial, anticancer, antimalarial and anti-radical activities were evaluated on the
essential oils on the lipid as well as on the synthetic analogs of lipid alone or in combination.

The results are promising.

Key words: Aframomum stipulatum, Aframomum giganteum, Spondias mombin, Nephelium

lappaceum, lipids reserve, essential oil, monoglycerides, biological activities.
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INTRODUCTION GENERALE

Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base :
nourriture, médicaments, abris et également pour ses besoins en matiére premiére pour des
produits de premiére nécessité. Bien qu’une grande partie du XX™ siécle ait été consacrée a
la mise au point de molécules de synthése, la recherche de nouveaux agents
pharmacologiques actifs via le screening des ressources naturelles a conduit a la découverte
d’un grand nombre de plantes a huile essentielle et de plantes a lipides de réserve utiles. Ces
plantes commencent a jouer un role majeur dans les industries alimentaires, pharmaceutiques
et cosmeétiques.

L’utilisation des plantes et de leurs vertus pour répondre a certains besoins de I’homme est
connue depuis I’antiquité et évolue avec I’histoire de I’humanité. C’est pour cela que
I’ethnobotanique et 1’ethnopharmacologie s’emploient a recenser, partout dans le monde, des
plantes réputées actives pour les quelles il convient de préciser les propriétés et valider les
usages. La recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de cette biodiversité

végétale.

La région Afrique centrale dispose d’une flore naturelle trés riche et diversifiée, quasiment
inexplorée et inexploitée, qui est au centre de la vie des populations. La plupart des especes,
pérennes ou saisonnieres, possedent des extraits actifs et utiles pour les industries

pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires.

Le but de cette étude est de renforcer la connaissance phytochimique de certaines plantes
saisonnieres d’Afrique centrale, répandues dans le bassin du Congo et de mettre en évidence
des traceurs spécifiques pour chacune des plantes. La mise au point continuelle de méthodes
de criblage biochimique et biologique contribue a I’isolement de composés actifs a partir
d’extraits végétaux. La performance croissante des techniques analytiques et préparatives,
ainsi que I’acces a la littérature de plus en plus facilité, rendent leur caractérisation aisée. De
plus, les plantes sources de médicaments présentent I’immense avantage d’étre accessibles a
tous, et particuliérement aux pays en voie de développement.

L’approfondissement des connaissances sur les plantes de ces pays est capital, afin

d’optimiser 1’utilisation ultérieure de leurs extraits dans I’industrie.
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Cette exploitation du potentiel chimique des Agroressources passe par une premiére étape
d’extraction des composés spécifiques d’especes botaniques sélectionnées. Malheureusement
ces molécules souvent a forte valeur ajoutée, sont présentes dans ces espéces en faible
quantité. De nouveaux procédés d’extraction doivent donc étre développés de fagon a obtenir
ces constituants dans des concentrations maximales, et dans un état chimique le plus proche
possible de leur structure native. Quelques unes de ces molécules présentent une activité

biologique, ainsi qu’une activité olfactive et énergétique, intéressantes.

Certaines plantes co-génerent des especes chimiques composant les huiles essentielles et les
lipides de réserve. Il s’avere que le fort potentiel des huiles essentielles en composés
terpéniques (mono-, sesqui-, di-terpenes) oxygénés ou pas d’une part et ’apport de certains
constituants lipidiques comme les acides gras essentiels, les phytostérols et les tocophérols
d’autre part, semble indiquer que les organes des plantes sont des sites par excellence de

bioaccumulation des métabolites secondaires fonctionnels.

Ce mémoire se fixe comme objectif d’étudier les effets synergiques chimiques et biologiques
des huiles essentielles et des lipides de réserve des fruits et graines de ces especes. Il nous a
paru intéressant d’épuiser le potentiel organique lipophile de ces graines en étudiant
I’extraction des lipides de réserve par deux procédés : I’extraction au Soxhlet et I’ASE
(Accelerated Solvent Extraction), étant donné qu’elles sont connus pour é&tre des sites
d’accumulation des lipides. Nous avons procédé a I’extraction de ces agro-constituants des
huiles essentielles par la technique d’hydrodistillation. L’identification et la caractérisation de

ces constituants ont été réalisées par des méthodes analytiques croisées (CPG/DIF, CPG/SM).

L’¢tude développée se propose de mettre en ceuvre les huiles essentielles, les fractions
lipidiques, aides gras, monoglycérides intervenant ensemble pour jouer un réle en synergie ou
non, par des approches de structure - activité.

Plus particulicrement il est apparu intéressant d’étudier les propriétés biologiques (anti-
oxydante, antiplasmodiale et anticancéreuse) des huiles essentielles et des lipides de réserve

présentant une ou plusieurs activités biologiques.

Les travaux de thése décrits dans ce manuscrit ont été alternativement réalisés a Brazzaville et

a Toulouse dans les trois structures suivantes :
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- la sélection, la description, la récolte et la préparation des échantillons d’huiles
essentielles et de quelques extraits des espéces végétales, matiéres premicres
nécessaires au projet, ainsi que les tests antimicrobiens, au sein de 1’Unité de Chimie
du Végétal et de la Vie de la Faculté des Sciences et Techniques de I’Université
Marien Ngouabi, Brazzaville — Congo ;

- les extractions a ’ASE des lipides de réserve, la caractérisation des extraits, la
synthése des monoglycérides, les formulations et les tests d’activité antioxydante au
Laboratoire de Chimie-Agro-Industrielle, Ecole Nationale Supérieure des Ingénieurs
en Arts Chimiques et Technologiques de I’Institut National Polytechnique de
Toulouse — France ;

- Les tests antiplasmodial et cytotoxique, a la Facult¢ de pharmacie de Toulouse -

France.

Ce mémoire comprend quatre chapitres.

Le premier chapitre porte sur une mise au point bibliographique sur les huiles essentielles et
les lipides de réserve, sur les plantes a huiles essentielles et/ou a lipides de réserve, et sur les
quatre especes retenues pour 1’étude.

Le deuxiéme chapitre aborde les méthodes et les conditions opératoires des procédés
d’extraction et les techniques d’analyse des huiles essentielles et de certains groupes de
composés des lipides de réserve ; leurs localisation dans des fruits et graines de Aframomum
giganteum K. Schum et de Aframomum giganteum K. Schum, de Spondias mombin L. et de
Nephelium lappaceum L. sélectionnées pour leur caractére saisonnier.

Le troisiéme chapitre est consacré a la lipotransformation des lipides de réserve de
Nephelium lappaceum L. ou nous nous intéresserons respectivement a la production et a
I’analyse des o-monoglycérides par [’estérification des acides gras issus de I’huile de
Nephelium lappaceum riche en acide gras C20:0.

Enfin un quatrieme chapitre ou, nous évoquerons I’étude des propriétés biologiques des
extraits obtenus par les méthodes employées, constitués des huiles essentielles et des lipides
de réserve. Nous aborderons I’utilisation de certains acides gras, puis du mélange des
monoglycérides produits avec des huiles essentielles et des oligo-éléments dans une phase de
formulation. Les essais effectués par ces outils de fractionnement et de transformation seront
¢galement présentés ainsi que les résultats préliminaires des tests biologiques réalisés dans

cette étude pour une approche des effets en synergie.
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CHAPITRE | : Exploitation de la biodiversité

I- LES HUILES ESSENTIELLES ET LES LIPIDES DE RESERVE

I-1. Les huiles essentielles

1-1.1. Définition et localisation

La norme AFNOR NF T 75-006 [1] définit ’huile essentielle comme « un produit obtenu a
partir d’une matiere premicre veégétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
hydrodistillation ». L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés
physiques, par exemple la décantation, par 'utilisation d’un solvant plus volatil que I’eau
(éther diéthylique, pentane, etc.).

Environ cinquante familles végétales, soit 10 % des végétaux supérieurs, contiennent des
principes aromatiques ou essences [2]. Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre
stockées dans divers organes : fleurs (origan), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces
(cannelier), bois (bois de rose, de santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), fruits (badiane)
ou graines (carvi). Les huiles essentielles sont classées parmi les métabolites secondaires ;
leur biosynthése et leur accumulation se font généralement au niveau des structures
histologiques spécialisées, souvent localisées sur la surface de la plante [2]. Elles se situent
soit dans les poils sécréteurs, soit au niveau des canaux sécréteurs ou encore des poches
sécrétrices (figure 1.1) [3]. Les poils sécréteurs ou poils glandulaires épidermiques sont
rencontrés dans les organes de plantes de quelques familles : Verbenaceae, Lamiaceae,
Geraniaceae et autres. Les canaux sécréteurs ou canaux glandulaires sont présents dans la
plupart des bois résineux de la famille des Abiétacées et des Cupressacées ; ces glandes sont
aussi retrouvées dans des organes des especes de la famille des Burseraceae, des
Anacardiaceae, Apiaceae et Dipterocarpaceae. Les poches sphériques schizogenes sont des
glandes qu’on retrouve chez les especes de la famille des Rubiaceae, Rutaceae, Asteraceae,

Hypericaceae et Rosaceae.
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Cellules sécrétrices Canaux sécréteurs Poches schizolysigénes

Figure 1. 1: Quelques organes sécréteurs d'huiles essentielles

Une gamme de produits a odeur plus ou moins prononcée selon la concentration en composé€s
volatils recueillis, est alors obtenue. Les huiles essentielles produites par hydrodistillation,
entrailnement a la vapeur ou expression de l’écorce des fruits, sont les produits les plus
concentrés en composés olfactifs [4].

Il existe d’autres méthodes pour I'obtention indirecte d’extraits aromatiques comme les huiles
essentielles en fonction du matériel a traiter [4] :

— Extraction par solvant : c’est un procédé qui conduit a I'obtention des concretes, des
résinoides et des absolues ; le matériel végétal frais est par la suite épuisé par des
solvants organiques volatils ;

— Enfleurage ou digestion : procédés développés a froid ou a chaud et utilisant les
organes végétaux fragiles comme les fleurs aromatiques qui permettent d’obtenir des
huiles ou des graisses.

On connait également de nouvelles techniques comme I’extraction par les fluides

supercritiques et I’extraction par micro-ondes.

I-1.2. Caractéristiques conventionnelles

Un certain nombre de plantes médicinales sont encore utilisées de nos jours sous forme de
décoctions et infusions ; mais, la plupart d’entre elles ont été délaissées au profit de produits
pharmaceutiques de syntheése [5]. Cependant, les connaissances actuelles permettent

d’analyser ces plantes et souvent de comprendre ’activité préconisée par les ancétres.
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Une relation entre la structure chimique et I’activité biologique est alors tentante, aussi la
production de molécules naturelles pourrait entrer dans la composition de médicaments moins
agressifs vis-a-vis de I’organisme, ou a des fins industrielles précédemment exposées.

Cette derniére perspective permet d’¢largir le champ de valorisation des plantes aromatiques,
(autrefois restreint du point de vue économique, a I’extraction de molécules olfactives), par
I’exploitation de nombreuses et diverses activités biologiques, substantiellement évoquées par

la médecine traditionnelle, que nous allons recenser et corréler a de structures chimiques

types.

I-1.3. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent de nombreuses propri¢tés biologiques. En phytothérapie,
elles sont utilis€es pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses
d’origines bactérienne et fongique [6]. Cependant, elles possedent également des propriétés
cytotoxiques [7] qui les rapprochent des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents
antimicrobiens a large spectre.
Dans les préparations pharmaceutiques, les terpénes phénoliques, comme le thymol et le
carvacrol, sont souvent utilisés comme antiseptiques antibactériens et antifongiques[8, 9].
Dans les domaines phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composé€s actifs sont également employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires
[10, 11].
Les huiles essentielles, plus étudiées dans la littérature pour leurs propri€tés antimicrobiennes,
antibactériennes et antifongiques, possedent également des propriétés anti-inflammatoires,
antivirales [12], stimulantes, toniques et méme irritantes [10]. Ces propriétés sont étroitement
liées a la nature de leurs constituants et des groupements ou fonctions chimiques qu’ils
possédent ; c’est le cas de I’activité antifongique qui décroit selon le type de fonctions
chimiques :

@ Phénols >Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures ©
Les propriétés biologiques des huiles essentielles sont associées a la prédominance des
fonctions chimiques. Etant donné la grande complexité de la composition chémotypique des
huiles essentielles, et malgré de possibles synergies, certains auteurs préferent étudier 1’effet

d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a ’activité globale de 1’huile [13-15].
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I-1.4. Le marché mondial des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont valorisées principalement sur les marchés de I’aromathérapie, de
la parfumerie et de la cosmétique. Elles peuvent, soit rentrer dans la composition de produits
¢laborés (savons, crémes, parfums, bougies,...), soit étre utilisées en 1’état. Elles sont
recherchées pour leurs propriétés odorantes ou thérapeutiques. Les principaux marchés de
consommation sont les pays développés qui représentent 80% des débouchés mondiaux

(Europe 30 %, Japon et Amérique du Nord 50 %) (tableau I.1) [16].

Tableau I. 1;: Marché mondial des huiles essentielles

Marchés Marché mondial Part des importations Part des exportations
(en milliards d’Euro) (en pour-cent) (en pour-cent)
Europe de I’Ouest 35 49 65
Etats-Unis et Canada 35 - 15
Japon 14 - 5
Europe de I’est 5 8 2
Meéditerranée 2 3 1

Les pays d’Amérique du Sud et d’Asie font partiec des plus grands producteurs mondiaux
d’huiles essentielles. Plus de 50% des exportations des huiles essentielles du marché européen
sont dominées par quelques pays : I’Allemagne constitue le plus grand marché (20 %), suivi
par la France (18 %), le Royaume-Uni (16 %), I’'Italie (14 %) et ’Espagne (10 %) qui
disposent d’industries de parfumerie, de cosmétique et de détergence. Ce secteur connait une
croissance modérée de I’ordre de 3,5 % par an pour le marché européen.

Le marché des pays €mergents constitue un marché prometteur particuliérement pour les
produits de gamme basse et moyenne.

En Afrique, les quantités produites sont trés faibles et les besoins sont compensés par des
volumes importants importés a travers le monde, excepté 1I’Afrique du Nord ou les pays du
Maghreb (Maroc et Tunisie principalement) sont les leaders dans cette région. Les Comores et
Madagascar font partie aussi des grands producteurs mondiaux qui exportent leur production

(tableau 1.2).
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Tableau I. 2: Estimation sur le marché des exportations africaines et mondiales en francs cfa.

valeur exportée en 2007

valeur exportée en 2008

valeur exportée en 2009

Exportateurs (en francs CFA) (en francs CFA) (en francs CFA)
Maroc 12 715 515 000 15 577 210 000 11 330 845 000
Egypte - 8 957 125 000 9401 870 000
Madagascar 6 551 965 000 6 400 660 000 8 140 340 000
Afrique du Sud 6 922 040 000 10 178 700 000 6 610 260 000
Tunisie 5 240 000 000 5393 270 000 3 825 855 000
Comores 3794 415 000 3957 510 000 2 642 925 000
Cote d'Ivoire 765 695 000 605 220 000 369 420 000
Kenya 210 255 000 189 950 000 304 575 000
Part Afrique a
I’exportation 36 711 440 000 52 304 370 000 43 153 365 000
(5%)

Exportation 1163989365000 | 1277160265000 | 1131906 155000
mondiale

(Source : Comtrade 2011)

I-2. Constituants lipidiques

Les lipides sont un ensemble hétérogeéne de composé€s dont les structures chimiques et les
propriétés physico-chimiques sont trés différentes, contrairement aux autres familles de
composé€s biogenes comme les protéines ou les sucres, relativement homogénes d’un point de
vue chimique. Ils sont utilisés par les organismes comme source ou réserve de carbone et
d’énergie ou comme composant essentiecl des membranes cellulaires [17]. Ils peuvent
¢galement jouer un rdle d’isolation thermique (graisses) chez les animaux supérieurs ou
d’isolation mécanique dans les cellules.

Les différentes classes de lipides ont des origines et des fonctions différentes au sein des
organismes vivants. On peut distinguer les lipides de réserve, les lipides structuraux, et les
lipides du métabolisme, issus de la synthése et du catabolisme des autres classes de lipides.
Les lipides de réserve sont des esters d’acide gras qui constituent la réserve lipidique majeure
des organismes [18]. Ils sont représentés par les triglycérides (TG), les esters de stérols (ES)
et les cires.

D’une maniere plus générale, on classe les lipides en deux grandes catégories (figure 1.2) : les

lipides a base d’acides gras et les lipides a base d’isopréne (lipides polyisopréniques).
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Lipides

Lipides a base d’acides gras Lipides a base isoprénique
(lipides saponifiables) (lipides insaponifiables)
Acides gras Lipides Lipides Terpénoides
simples complexes |
Acides gras | | | Glycérides | | |  Lipides
saturés phosphorés Caroténoides
| Cérides . Llpldes
soufrés
Acides gras ] Stérides Lipides L Stéroides
insaturés | azotés

Figure 1. 2 : Classification des lipides

I-2.1. Constituants majeurs

Les lipides de réserve sont majoritairement constitués de triglycérides ou triacylglycérols
(TAG) (95 a 99% des huiles). Le reste de la fraction lipidique (1 a 5%) renferme des
composés dits « mineurs » en raison de leur faible teneur, tels que des phospholipides, des
alcools aliphatiques et triterpéniques, des cires, des pigments, des tocophérols et des stérols.

Les triglycérols d’acides gras (TAG) sont constitués d’un glycérol estérifié par trois acides.

Les TAG sont présents généralement dans tous les tissus en tant que constituants des
membranes et s’accumulent dans les tissus de stockage des graines oléagineuses. Ils sont
considérés comme chimiquement inertes et non toxiques. Ce sont des composés a fort
potentiel énergétique pour la cellule et a ce titre, ils contribuent fortement aux réserves

germinatives de la plantule.
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Les lipides de réserve peuvent avoir des utilisations non-alimentaires. On utilise les
productions végétales ou des agro-ressources appelées oléagineuses, qui trouvent leurs
débouchés dans des secteurs aussi divers et hétérogenes que complexes (des biocarburants, les
biolubrifiants, les tensioactifs, les séquestrants et agents de blanchiment, les solvants, les
biopolymeéres, etc) avec un positionnement grace a leurs caractéristiques intrinséques

(renouvelables, biodégradables, etc.).

Les triglycérides sont les constituants majeurs des lipides de réserve, leur intérét est tout
autant li¢ a la nature des acides gras qu’ils renferment. Ils sont faiblement solubles dans 1’eau
et cette caractéristique dépend de la nature de chaine carbonée et des conditions
environnementales (pH, température). A température ordinaire, les acides gras insaturés sont
liquides (huiles) et les acides gras saturés sont solides (graisses), a I’exception des acides a
chaines carbonées courtes.

Cependant, on trouve d’autres constituants comme les phospholipides, les mono et les
diglycérides qui sont des émulsifiants. La fraction insaponifiable représente I’ensemble des
composants représentant environ 0,2 a 2% de l'huile. Elle est trés variable d’un corps gras a
Iautre, elle est intrinséque a ’organe et a la plante et dépend également des traitements subits.
Elle se compose de stérols (phytostérols pour les matiéres grasses végétales) et de tocophérols
avec 4 isomeres (a, P, v, 0) et parfois les pigments caroténoides ; des proportions de cette
fraction insaponifiable pouvant aller exceptionnellement jusqu’a 10% sont observées dans le

beurre de karité [19].

I-2.2. Activités biologiques des lipides

La composition et le contenu des constituants majeurs et mineurs définissent ’activité
physiologique des huiles végétales. C’est le cas de certains acides gras qui peuvent méme en
faible quantité présenter de fortes activités et définir les propriétés intéressantes pour 1’huile.

De nombreux travaux de recherche et certaines données de la littérature [20, 21] rapportent un
intérét grandissant sur le marché indiquant une utilisation de certaines especes concernées par
la richesse de leurs constituants dans divers secteurs applications actuelles avec perspectives a
venir. Celles-ci peuvent étre regroupées dans plusieurs domaines : agronomiques,

alimentaires, production de molécules a intérét industriel (les intermédiaires et adjuvants
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chimiques) et production de molécules destinées a la santé humaine (les produits
pharmaceutiques et de cosmétique).

Enfin, les corps gras alimentaires jouent un dernier role physiologique, celui de I’apport et
véhicule des vitamines liposolubles comme la vitamine E, dont la principale source est les

huiles végétales.

1-2.3. Le marché mondial des huiles végétales

La production mondiale des huiles végétales tournait autour de 107 millions de tonnes en
2005 et attenait les 135 millions de tonnes en 2008. Cette production est dominée par la
production de quatre oléagineux a savoir le palme, le soja, le colza et le tournesol (figure 1.3.)

[22].

Tourneso_  Autres Arachide Colza
1 9% 3% 15%
8%
Coton
7 4%

~_Olive
2%
Soja

27%

\Palme

32%

Figure 1. 3 : Production mondiale d'huiles & de graisses végétales

La production africaine des huiles végétales est essentiellement fournie par le palmier oleique,
le coton, I’arachide et le mais. Les besoins africains en huile et en tourteaux ne cessent de
s’accroitre du fait de ’augmentation de la population africaine et de 1’élévation du niveau de
vie.

Les pays de la sous région regorgent de nombreux autres oléagineux rentrant généralement
dans le régime alimentaire des populations, mais inexploités a 1’échelle industrielle en
Afrique centrale. Ce sont entre autres : 1’avocat (Persea americana), le safou (Dacryodes
edulis), la noix de coco (Cocos nucifera), le sésame (Sesamum indicum), le «djansangy»
(Ricinodendron heudelotii), la courge (Cucumeropsis manii), le « mbeu » (Canarium

schweifurthii), le karité (Butyrospermum parkii) [20].
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I-3. Biosynthese des composeés terpéniques et des composeés glycérolipidiques

Les huiles essentielles et les lipides de réserve sont des produits naturels qui émanent du
processus de la photosynthése, en passant par le métabolisme des sucres et la production de
I’acide pyruvique qui se transforme en acétyl coenzyme A [23, 24]. Ce composé est un point

d’ancrage pour la formation des composés terpéniques et des composés lipidiques.

CO,

v
Sucres

\ 4

Meétabolisme des sucres

Voie du Méthyl-érythritol

/ phosphate \
Voie de ’acide /

Mévalonique

Pyruvate Terpenes

v

Y

Acétyl Coenzyme A Acides gras

Figure 1.4 : Voie de biosynthese des terpenes et des acides gras.

L’isopentényl diphosphate (IPP) est l'intermédiaire clé dans la formation des composés
terpéniques qui par des condensations et réarrangement produisent les composés des huiles
essentielles. La voie la plus couramment admise pour la synthése de la molécule d'TPP
consiste en la condensation de deux molécules d'acétyl CoA pour former de 1'acétoacétyl CoA
et I’acide mévalonique. Les systémes enzymatiques situés en aval de l'acide mévalonique
permettent 1'¢longation de la chaine isoprénique conduisant a tout un éventail des composés

terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones (figure 1.4).
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Ces réactions de conversion de I'IPP en composés terpéniques peuvent se faire dans trois
compartiments cellulaires : les plastes, les mitochondries et le cytoplasme ; impliquant que
I'TPP isomérase est présente dans chacun d’eux.

D'une manicre générale, la biosynthése des terpénes et des terpenoides suit trois étapes
fondamentales [2] :

— 1'étape initiale correspond a une condensation aldolique de l'acétylcoenzyme A sur
l'acétoacétylcoenzyme A conduisant a la formation du (3S)-3-hydroxy-3-méthyl-
glutarylcoenzyme A. Ce dernier serait ensuite réduit en acide (3R)-mévalonique
MVA.

— la deuxieme étape débute par la conversion du MVA en pyrophosphate d'isopentényle
(PPI) qui s'isomérise selon un processus réversible en pyrophosphate de diméthylallyle
(PPDMA), espece plus réactive et susceptible d'alkyler divers sites nucléophiles. Elle
s'acheéve par la condensation "Téte-a-Queue" des deux unités en C5: PPI et PPMA et
conduit a la formation du pyrophosphate de géranyle (PPG).

— la troisiéme étape regroupe les condensations "Téte-a-Queue" ou "Téte-a-Téte" a partir
du GPP et différentes autres isomérisations.

Les lipides de réserve sont obtenus par une autre voie métabolique (figure 1.5), la
condensation lin€¢aire d’unités d’acétyl coenzyme A donne les acides gras, qui feront les

piliers de la constitution des composés lipidiques [23].
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II- LES PLANTES A HUILES ESSENTIELLES ET/OU A LIPIDES DE
RESERVE

Il existe un treés grand nombre de plantes susceptibles de fournir des huiles essentielles et des
lipides de réserve. Plusieurs plantes a fruits et graines sont connus pour leur fort taux et
production en lipides de réserve. Diverses espéces oléagineuses sont présentées dans les
travaux de Ayerdi [25] ; ainsi que la teneur en huile et la composition relative en acides gras
qu’elles produisent. D’autres especes sont connues pour la production des huiles essentielles :
c’est le cas du thym (T. vulgaris), du girofle (S. aromaticum), de la citronnelle de Java (C.
winterianus), de la mélisse (Melissia officinale), I’eucalyptus (Eucalyptus globulus). Mais il
arrive que différentes parties ou organes d’une méme plante soient sollicités pour une
production d’huiles essentielles ou de lipides de réserve.

La littérature fait état de trés peu de plantes connues pour une production d’huile essentielle et

de lipide de réserve a partir d’un méme organe.

Nous regroupons dans le tableau 1.3 quelques especes connues pour leur production en huiles
essentielles et en lipides de réserve. La composition relative en acides gras et en composés
aromatiques majeurs y est représentée pour des espéces qui donnent a la fois les huiles

essentielles et les lipides de réserve a partir de la méme matrice (graines).
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Tableau 1. 3: Présentation de quelques plantes productrices d'huiles essentielles et de lipides de réserves

Especes HE (gkg’) | HV (gkg™") I(r?lz}rollr)izzc?ﬂse:r(?)/rgathues Acides gras majoritaires (%) References
Elemol (17,8%; 13,2°-35") C16:0 (204
" -apple" E—p— hyllene (14,9 T
Custard-apple” b, 20 131° p-caryophyllene (a ) C18:1n9 (60,2 [26-28]
(Annona senegalensis) B—phellandrene (11,9%)
B-eudesmol (11,3%14°-19,9")
"Carvi" 2 era oob 4 ma Carvone (38"; 60°-83%) C18:1n12 (31°-38%
. 20°-56°, 66 8%-12 29-31
(Carum carvi L.) ’ Limonene (2,6 1,3%-37%) C18:2n6 (317 [ ]
"Coriandre" o o ~~ o Linalool (91?, 24°-86") C18:1n12 (67°-76%) ,(42"-75")
: . 3.2° 6.8 192°, 226 32,33
(Coriandrum sativum) ’ ’ Camphor (2%;2°-7%) C18:2n6 (13*-15%), (13°-18) 32, 33]

. Fenchone (31°) b aab
"Fennel" ou "Fenouil” C18:3n3 (17°-43
(Fzgﬁfcul?;] vuelm;lile) 4,13 20°30°  o-Phellendrene (17°) C18'ZE6 523" 40"; [34-37]
g Anethol (50-80°) '
. . P-cymene (15%) C16:0 (8-14%)
”Bl k n ”N 11 n
(Niaz||;2$:3a)ou et 4225 250°-440°  Limonene (4% C18:1n9 (19%-25% [38-40]
g Carvone (4%) C18:2n6 (4770
"K f _k h'" _ : b B4 a : _ a
ara s. oohi N 1 2507 VA llgu?,tlllde (519 ) C18:1n-12 (7a2,3 ) (8, 41]
(Kelussia odoratissima) o-terpinen-7-al (10,3%) C18:2n6 (19%)

HE: huile essentielle; HV: huile végétale; (a) graines; (b) fruits ; C18:3n3 (acide linolénique) ; C18:2n6 (acide linoléique) ; C18:1n9 (acide oléique) ;
C18:1n12 (acide petroselenique) ;
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I11- ZONE D’ETUDE ET CONNAISSANCE DES QUATRE ESPECES A
FRUITS SAISONNIERS DU CONGO-BRAZZAVILLE

I11-1. Présentation de la zone d’étude

La région Afrique Centrale renferme une part importante de la biodiversit¢ avec des
ressources végétales encore inexploitées. Le Congo est 1'un des pays de la zone d’Afrique
Centrale qui possede une végétation extrémement variée avec divers types de savanes et des
foréts tres différentes, qui conservent leur intérét scientifique et socio — économique.

Le Congo a été pour nous un cas d’exemple et un point de départ d’investigation des
ressources de la région Afrique Centrale du fait de sa position géographique, de la nature et de

sa flore moins bien connue (figure 1.7.).
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Figure 1. 2: Principaux types de végétation au Congo d'apres B. Descoings et B. Rollet[42].
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I11-2. Connaissance des quatre plantes a fruits saisonniers du Congo

Les études réalisées par Ouamba [43] portant sur la valorisation chimique de 12 plantes
aromatiques africaines appartenant a 5 familles, ont permis de sélectionner deux espéces du
genre Aframomum (Zingiberaceae) souvent rencontrées au Congo-Brazzaville pour le
lancement de ce vaste projet de recherche, au regard de leur potentiel de production en huiles
essentielles. Il s’agit de : Aframomum giganteum (Oliv. & Hanb) K. Schum et Aframomum
stipulatum (Gagnep) K. Schum.

Les travaux de Wong et de Augustin sur quelques fruits [44-46] nous ont guidé pour retenir
Nephelium lappaceum L. de la famille des Sapindaceae et le Spondias mombin L. de la

famille des Anacardiaceae. Ce sont des plantes pérennes, dont les fruits sont saisonniers.

I11-2.1. Description botanique, usages traditionnels et travaux antérieurs sur les especes

du genre Aframomum

111-2.1.1. Rappel sur la famille des Zingiberaceae

C’est une famille tropicale et subtropicale qui comprend plus de 1400 espéces réparties dans
environ 80 genres. En Afrique Centrale et en Afrique de 1’Ouest on rencontre
approximativement 50 especes [42, 47, 48]. Ce sont des plantes vivaces et toute partie de la
plante présente un fort caractére aromatique quand elle est écrasée [49] et beaucoup d'especes
de cette famille sont communément utilisées pour la préparation des recettes médicinales et la
production des huiles essentielles.

Cette famille est faiblement représentée au Congo, 4 genresy ont été repertoriés : Zingiber,
Aframomum, Costus et Renealmia. Le genre Aframomum est le plus rencontré au Congo :
15 especes ont déja été inventoriées ; il s'agit de alboviolaceum, citratum, giganteum,
hanburyi, masuianum, melegueta, stipulatum, baumannii, daniellii, elliotii, geocarpum,

le-testuanum, longipetiolatum, subsericeum, paradisii [39, 45].

Les fruits de deux plantes (Aframomum giganteum et Aframomum stipulatum) ont été choisis
sur la base de leur caractére saisonnier, de leur production connue en huile essentielle et de

I’absence de données bibliographiques relatives a ’apport lipidique de ces fruits.
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111-2.1.2. Espéce Aframomum gigantem (Oliv&Hanb) K. Schum

a) Noms et position systématique

a.1. Noms vernaculaires ou locaux :

= ntundu (Sud Congo)
= tondolo (Nord Congo)
a.2. Position systématique (APG II) :
= Régne : Plantae
= Taxon: Spermaphyte
= Division : Magnoliophyta
= Embranchement: Angiosperme
= C(Classe : Liliopsida
= Sous classe : Zingiberidae
= Ordre : Zingiberales
= Famille : Zingiberaceae
=  Genre : Aframomum
= Espéce : Aframomum giganteum
= Synonyme : Aframomum giganteum K. Schum (1904), Amomum giganteum
(Oliver & Hanbury) (1964).

b) Description botanique

L'espéce Aframomum giganteum est une trés grande herbe a rhizome rampant. La tige est
feuillée jusqu'a 6 cm de haut et les pétioles atteignent 1,5 cm de long. Le limbe longuement
elliptique est acuminé au sommet, glabre sur les deux faces. La ligule coriace, obtuse, a 1 cm
de long. Les inflorescences sont en grappe, l'axe primaire portant latéralement un nombre
variable d'épis pluriflores. Les bractées sont imbriquées, obtuses a émarginées, mucronées
sous le sommet. Les fleurs sont rouges, les fruits lisses, les graines noires (figure 1.8) [50].
C'est une plante de sous-bois de foréts denses, formant souvent des fourrés €pais. Sa présence

indiquerait des terres propices a la culture du cacaoyer.
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Figure 1.8 : Représentation de plante de Aframomum giganteum (Oliv & Hanb) K. Schum

c) Usages traditionnels

Au Congo [40, 45, 48], les feuilles de Aframomum giganteum servent a couvrir les cases. Les
fruits rouges sont comestibles. Divers usages thérapeutiques sont connus : purgatif et
anthelminthique (graines), maux de dents (rhizomes). Les fruits coupés et pressés donnent un
liquide qui sert de collyre pour soigner diverses ophtalmies ; en grattant 'endocarpe on obtient
une pate qui, mélangée a du sel gemme, sert a détruire les filaires localisées dans les
muqueuses de l'ceil. Le suc du rhizome frais écrasé est instillé dans les yeux pour traiter la
conjonctivite. Le suc des tiges entre dans la préparation du poison de fleche a base de
Strophanchus. Les feuilles écrasées sont utilisées pour la cicatrisation des blessures et le jus
ou le décocté des feuilles constitue une potion calmante de la toux et des douleurs de la
poitrine.

Au Gabon, les Basango utilise I’extrait de la tige pour traiter les problemes des vers
intestinaux[51]. La population Eschira du Gabon se sert des graines du fruit comme un
anthelminthique, la pulpe du fruit comme un léger laxatif et les rhizomes macérés pour

traitement des maux de dents.
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Plusieurs auteurs signalent I’utilisation des différentes parties de Aframomum giganteum par

les populations de gorilles dans les pays d’Afrique Centrale[52].

d) Etudes et travaux antérieurs

En 1981, De Bernardi et coll. [53], présente les résultats d’une étude ou 47 composés volatils
ont été identifiés dans I’huile essenticlle de Aframomum giganteum, le linalol et acétate de
linalyle sont montrés comme responsables de I’odeur caractéristique de la tige.

En 1991, Ouamba [43] étudie un échantillon de graines de Aframomum giganteum provenant
de la forét de Bangou (Sud du Congo), dont I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation a
une teneur de 1,5 % est plutdt riche a 94,8 % de monoterpénes avec comme composeés
majeurs le B-pinene (50,3%), le 1,8-cinéole (23,4%) et le limonene (4,5%). On note parmi les
rares sesquiterpenes identifiés du a-sélinéne a un taux de 3,5 % et une nette absence de linalol et
d’acétate de linalyle.

A des fins de comparaison, Ouamba rapporte les travaux réalisés sur la composition chimique
des huiles essenticlles des genres Aframomum et Amomum d'origines géographiques diverses
[43].

Menut et Coll. [54] montrent qu'il n'est pas possible de distinguer ces deux genres d'apres les
constituants principaux de leurs essences et proposent pour les différentes espéces étudiées
une classification chimiotaxonomique en cing types.

Abondo et Amvam Zollo signalent dans leur étude en 1995, la présence de
l'isopinocamphone, connu pour des effets psychodysleptiques dans les feuilles de A.
giganteum [55].

Une étude faite en 1996 montre que A. giganteum contient deux flavonoides, le quercetin et
le kaempferol, qui présentent une activité antibactérienne contre certains levures et
moisissures. Ils affichent aussi des réponses fortes de l'activité antivirale et sont anti-
inflammatoires. La présence de 1’acide syringique a été aussi signalée, anesthésique local a
action anti-Parkinson spécifique [52, 56].

Agnaniet H. et coll. (2004) présentent une composition chimique des huiles essentielles des
feuilles et rhizomes de A. giganteum (K. Schum) du Gabon, respectivement obtenues a des
teneurs de 0,5 et 0,27 %, et évaluent I’activité antioxydante de ces essences. Les composés
majeurs de l'huile essentielle des feuilles est le cis-pinocamphone (54%) et pinocarvone
(10,1%), alors que les rhizomes contiennent 10,5 % de B-caryophylléne et 30,4% d’oxyde de
caryophylléne [57].
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111-2.1.3. Espece Aframomum stipulatum (Gagnep) K. Schum

a) Noms et position systématique

a.1. Noms vernaculaires ou locaux :

= ntundu za makanga (Sud Congo)
= tondolo (Nord Congo)
a.2. Position systématique (APG II) :
= Régne : Plantae
= Taxon: Spermaphyte
= Division : Magnoliophyta
= Embranchement: Angiosperme
= C(Classe : Liliopsida
= Sous classe : Zingiberidae
= Ordre : Zingiberales
= Famille : Zingiberaceae
= Genre : Aframomum
= Espéce : Aframomum stipulatum
= Synonyme : Amomum alboviolaceum Ridl. (1887); Aframomum alboviolaceum
(Ridl.) K.Schum. (1904).

b) Description botanique

C'est une herbe a stolons rampants qui porte des tiges feuillées atteignant 1,5 m de haut et
dont les feuilles sont sessiles, a limbe étroitement lancéolé, aigu aux deux extrémités, glabres,
mais a marges légerement scabres. La ligule bifide a des lobes aigus d'environ 1 cm de long et
2 mm de large a la base. Les inflorescences sont en €épis paucltlores, solitaires ou par deux a
la base des tiges; le pédoncule est court. Les bractées inférieures sont vertes, les supérieures
teintées de rouge. La calice est spathacée; la corolle, rose @ mauve pale, a lobes aigus. Le
labelle de méme teinte, étalé, arrondi, est obstusément cunéiforme au sommet, a bords
sinueux. Le connectif staminal a lobe médian, est pratiquement nul, tronqué. L'ovaire est

glabre, les fruits sont rouges; les graines sont lisses et noires (figure 1.9) [50].
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Figure 1.9 : Représentation de la plante de Aframomum stipulatum (Gagnep) K. Schum [40]

c) Usages traditionnels

Divers usages de A. stipulatum sont connus : le suc du rhizome frais écrasé est instillé pour
calmer la céphalgie et la conjonctivite. La décoction aqueuse des tiges est prescrite en boisson, en
bain et bains de vapeur contre les maux de ventre des femmes pour favoriser I'expulsion du
placenta et comme anti-diarrhéique. Le jus des fruits ou des feuilles est employé comme collyre
pour soigner diverses affections oculaires [43].

La plante entiére de A. alboviolaceum est utilisée pour la protection contre les mauvais
esprits et dans les rites spirituels. Les graines écrasées servent comme ingrédients dans des
préparations traditionnelles [49].

Les résultats d’une investigation menés au Congo-démocratique (Kinshasa) montrent ’'usage
des feuilles de A. alboviolaceum (Ridl.) K.Schum pour traiter la difficulté de vision, la fiévre,

les maux de téte et d’estomac, la toux, les amibes et les hémorroides [58]

d) Etudes et travaux antérieurs
Plusieurs études faites sur A. stipulatum portent sur son potentiel en huiles essentielles.
En 1991, Ouamba obtient, a des teneurs comprises entre 0,1 et 0,2 % des huiles essentielles

des graines de Aframomum stipulatum du Congo, qui présentaient en moyenne des
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compositions chimiques voisines : les monoterpénes prédominent (75%) avec comme
composés majeurs le B-pineéne (45,0%), le 1,8-cineole (11,5%) [40], et a faibles quantités, des
composés oxygénés bicycliques dérivés du pinane : pinocarvéols, pinocarvone,
isopinocamphone, myrténal, myrténol.

Les travaux de Ouamba relévent aussi, dans I'un des échantillons, la présence de 1’heptan-2-
ol et de son acétate, également identifiés, par le méme auteur, dans les huiles essentielles de
l'espéce A. melegueta. Parmi les sesquiterpénes, le p-caryophylléne (9,3 %) et
I'a-humulene (7,1 %) sont les plus abondants.

Abondo et Amvam Zollo, dans une étude réalisée en 1995 [55], signalent que la voie de
synthése des composés de I’huile essentielle des feuilles de A. alboviolaceum serait celle du
1,8-cineole. Ces auteurs présentent une classification des Aframomum selon leurs usages.
Ainsi I’espéce A. alboviolaceum aurait un usage alimentaire (feuilles) et un usage médicinal
(graines).

En 1997, une étude réalisée sur les rhizomes de Aframomum alboviolaceum fait état des
composé€s volatils dans un extrait hexanique ; le fractionnement de cet extrait a permis
I’identification de 26 composés volatils et I’isolement de deux composés : (E)-labda-8(17),12-
diene-15,16-dial (un diterpene) et (+)-intermedeol (un sequiterpene) [59].

En 2002 Cimanga et coll. [60] rapportent que les feuilles de A. stipulatum contiennent 0,25 %
d’une huile essentielle dont la composition chimique est marquée par le thymol (34
%), ’eugénol (7,2%), le p-cyméne (6,2%) et le limoneéne (4,5%). Cet échantillon d’huile

essentielle présente une activité antibactérienne sur une large gamme de bactéries.

111-2.2. Description botanique, usages traditionnels et travaux antérieurs sur ’espéce

Spondias mombin Linn. (Anacardiaceae)

111-2.2.1. Rappel sur la famille des Anacardiaceae

La famille des Anacardiaceae renferme prés de 77 genres et environs 600 espéces dont pour
la plupart, les fruits sont drupacés a mésocarpe résineux.

Les especes de cette famille sont des arbres, des arbustes ou des lianes a feuilles alternes,
composées et imparipennées, que l’on rencontre surtout dans les régions tropicales a
subtropicales et dans les régions tempérées de I’hémisphére Nord.

De nombreuses espeéces de cette famille sont bien connues pour leurs fruits et graines

comestibles (mangues, pistaches, noix de Cajou) [61].

39



Notre étude s’est focalisée sur I’espece Spondias mombin L.

111-2.2.2. Espece Spondias mombin Linn.

a) Noms et position systématique
a.1l. Nom courant :
= Prunier mombin
= Mombin jaune
a.2. Nom vernaculaire (local) :
= Minguéngué
a.3. Position systématique (AGP II) :
= Régne : Plantae
= Embranchement : Spermatophyte
= Taxon: Spermaphyte
= Division : Magnoliophyta
= Embranchement : Angiosperme
= (Classe : Eudicotylédones
= Sous classe : Rosidae
= Ordre : Sapindales
= Famille : Anacardiaceae
= Tribu : Spondiadeae
=  Genre : Spondias
= Espéce : Spondias mombin
= Synonyme : Spondias lutea L. (1762), Spondias dubia A. Rich. (1831), Spondias
oghihee G. Don. (1832), Spondias pseudomyrobalanus Tuss.

b) Description botanique

Spondias mombin comme Anacardium occidentale et Mangifera indica sont des especes
introduites. Spondias mombin appartient au genre Spondias, qui compte environ 10 espéces
originaire d’Indomalaisie et d’Amérique tropicale. Duvall affirme que la plante serait

d’origine africaine (figure 1.10) [62].
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Figure 1. 3: Distribution de I'espéce Spondias mombin L. [62]

Spondias mombin est un arbre a cime hémisphérique et assez ouverte atteignant 15 m de haut.
Le tronc peut mesurer jusqu’a 50 cm de diametre. On note parfois la présence de petits
contreforts au pied des individus agés. L’écorce est profondément marquée de crevasses
longitudinales, a crétes épaisses et rugueuses, brun clair, a tranche rouge striée de blanc. Les
feuilles alternes, imparipennées, plutot regroupées au bout des rameaux, atteignent 60 cm de
long, avec 5 a 8 paires de folioles opposées ou alternes ; le limbe glabre, parfois pubérulente,
oblongue elliptique, asymétrique.

L’inflorescence est en panicule lache terminale de 10-20 cm de long. Les fleurs sont blanches,
odorantes, de 10-12 mm de diameétre possedent un calice a 5 lobes et une corolle a 5 pétales.
Le fruit est une drupe ellipsoide ou ovoide, jaune a maturité, a chair astringente, sucrée, plus

ou moins acidulée (figure [.11).

Figure 1. 4: Représentation de la plante et du fruit de Spondias mombin L.

c) Usages traditionnels

Spondias mombin présenterait les mémes usages en médecine traditionnelle que le manguier.
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En effet, les feuilles de Spondias mombin associées au citron constituent un remede présumé
efficace contre la fievre [61].

Cette plante est une véritable panacée : le macéré des feuilles fraiches passe pour soigner les
métrorragies de la femme enceinte, la blennorragie, I’anurie, la varicelle et les candidoses ; le
suc en instillations oculaires soulage les céphalées. Le décocté des feuilles en bain de vapeur
traite les crises convulsives et le tétanos [50].

Les racines interviennent dans le traitement des spasmes, les feuilles dans celui des
hémorragies et la rétention d’urine [61, 63]. Une étude menée sur ’espece de Cote d’Ivoire
rapporte que S. mombin traite la pathologie de fontanelle [64].

La pulpe du fruit de S. mombin entre dans la confection de diverses boissons et des alcools.
Elle est utilisée dans la préparation de bouillies de sorgho en milieux Tem et Kabye au Togo.
Elle est aussi utilisée dans la production de confitures [65].

Dans les villages du Sud du Congo et au Togo, 1’espeéce Spondias mombin est utilisée comme
arbre de clotures. Elle est aussi repiquée, dans les centres urbains, dans des domiciles privés,

pour ses fruits treés appréciés par les enfants et vendus dans les marchés [61, 66, 67].

d) Etudes et travaux antérieurs

De nombreux travaux scientifiques ont été réalisés sur les feuilles de Spondias mombin L..
Dés 1989, les extraits aqueux des feuilles de S. mombin, utilisés traditionnellement pour
I’expulsion du placenta, ont fait I’objet d’étude [68]. Cette étude a permis d’identifier les
saponines comme responsables de cet effet.

Une étude mené par Abo et coll. met en évidence I’activité antimicrobienne des extraits des
feuilles et des écorces de Spondias mombin sur un large spectre de souches bactériennes [69].
Les travaux rapportés par Hope montrent que I’extrait des feuilles de Spondias mombin L.
présente une bonne activité contre Plasmodium falciparum [70, 71].

Ayoka et coll. ont également menés des études sur les effets sédatifs, antiépileptiques et
antipsychotiques de S. mombin sur les souris et les rats [72] ; ils ont montré que les extraits
des feuilles de cette plante contient des composés antagoniste au GABAA et qu’ils ont
effectivement des effets sédatifs et anti-dopaminergiques prononcés.

Les études phytochimiques sur les feuilles de S. mombin mettent en évidence la présence de
grande famille de composés chimiques comme les tanins, les saponosides, les flavonoides et
les alcaloides [73, 74]. Ces auteurs notent la présence de quelques vitamines (acide
ascorbique, acide nicotinique, riboflavine et thiamine). L'analyse minérale révéle dans la

feuille, la présence du K, Mg, Na, Ca, Se, Fe et P.
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Bora P.S. et coll. [75] rapportent, a la suite de leurs travaux, que le poids de la pulpe pendant
I’étape de maturation du fruit, peut passer de vert mir (40,67%) a l'étape mire (59,67%)
tandis que 1’on n’a pas une variation considérable du poids de la peau et de la graine. La
quantité en sucres réducteurs est plus élevée dans le fruit a moitié mir (6,02 %) que dans le
fruit vert (4,81 %) et le fruit mar (5,21%).

Une premicre étude de caractérisation de 1’huile extraite de graines de Spondias mombin a été
entreprise par Eromosele et Paschal [76]. Cette étude indique une teneur de 31% en poids
avec des valeurs respectives d’indice de peroxyde et de saponification de 6,0 mEqkg™ et 1,68
mg KOH de cette huile.

En 2003, les extraits de deux variétés de Spondias mombin obtenus par deux techniques
différentes : les techniques de Solid Phase Microextraction (SPME) et de Simultaneous
Distillation and Extraction (SDE). L’analyse de I’extrait de la variété tapereba obtenu par la
technique SPME montre que les constituants majoritaires sont : (E)-caryophyllene (18,7%),
I’ethyl butyrate (10,0%), ’ethyl hexanoate (7,0%) alors que I’extrait obtenu par la technique
SDE est plutét riche en (Z)-caryophyllene (13.2%) et le limonéne (9,5 %). Une analyse des
extraits de la variété caja donne comme composés majoritaires le myrcéne (41,1%) et le B-
phellandréne (8,5%) par la technique SPME et le myrcene (38.0%) et p-cymene (6.2%) par la
technique SDE [77].

Narain N. et coll. [78] montrent dans une étude réalisée en 2007 sur les composés volatils de
la pulpe de fruit de S.mombin du Brésil a différentes étapes de maturation que le
B-caryophylléne (14,1-22,2 %), le 2-methyl butanal (19,3-28,4 %), le 2-hexanol (15,0-18.6
%), sont les constituants majeurs de cette partie de la plante.

Les travaux sur la composition nutritive de la pulpe de fruit frais, menés en 2009 par Adepoju
[79], montrent que cet organe contient en g/100g : des protéines (2,6), des lipides (2,0), des
fibres (4,2), de la cendre (1,0), des carbohydrates totaux (7,9), des sucres solubles totaux (4,7)
et d’ eau (82,3). Ces auteurs ont également noté la présence de quelques minéraux (K, Na, Ca,
P, Fe, Zn, Cu, ) et des composés vitaminiques (acide ascorbique, 34 mg/100g ; niacine, 0,5
mg/100g ; riboflavine, 0,07 mg/100g ; B-carotene, 85 pug/100 g).

En 2006, les travaux entrepris sur quelques plantes ligneuses de cueillette de la ville
d’Abidjan montrent un potentiel prometteur de I’activité antibactérienne des extraits
dichloromethaniques des fruits de S. mombin sur les bactéries multirésistantes telles que
Staphylococcus aureus méthycillino-résistant (SAMR) et S. aureus de résistance MLSg [80].
Tiburski J.H. et coll. [81] identifient en 2011 cinq caroténoides dans la pulpe du fruit :

B-cryptoxanthin, lutein, zeinoxanthin, o et B-carotene. Ils mentionnent que 100 g de pulpe de
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Spondias mombin peuvent fournir 37% de I’apport journalier recommandé en vitamine A. La
présence de polyphénols manifestant une activité antioxydante de 17.5 mmol TEAC.g™" a été

¢galement observé lors de cette étude.

111-2.3. Description botanique, usages traditionnels et travaux antérieurs sur I’espéce

Nephelium lappaceum Linn. (Sapindaceae)
111-2.3.1. Rappel sur la famille des Sapindaceae

La famille des Sapindadeae est une famille tropicale ou subtropicale comprenant des espéces
ligneuses, le plus souvent des arbres ou des arbustes, parfois des lianes. Elle compte prés de
150 genres et 1500 especes.

De nombreuses especes de cette famille sont riches en saponines dans certains de leurs
organes [82]. Ces plantes (Litchi chinensis, Pavieasia kwangsiensis, Pometia pinnata,
Nephelium lappaceum et  Dimocarpus longan) donnent des fruits qui contiennent
un arille charnue et comestible.

Dans cette famille, nous nous sommes intéressés a Nephelium lappaceum L

111-2.3.2. Espéce Nephelium lappaceum Linn.

a) Noms et position systématique
a.1. Nom courant (Références) :
= Ramboutan
= litchi a poils
a.2. Nom local (Références) :
= litchi
a.3. Position systématique (APG 1) :
= Reégne : Plantae
»=  Embranchement : Spermatophyta
» Division : Magnoliophyta
= Classe : Magnoliosida (Dicotyledone)
»  Ordre : Sapindales (Rosidae)
= Famille : Sapindaceae

= Genre : Nephelium
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=  Espéce : lappaceum
= Synonyme : Nephelium lappaceum L. (1767)

b) Description botanique

Nephelium lappaceum connu sous le nom de Ramboutan est une espéce importée ou
introduite en Afrique. Elle serait originaire d’Asie (Malaisie —Indonésie) [83]. Cette espéce
appartient au genre Nephelium qui regroupe prés de 25 espéces. Les espéces les plus connues
et proches morphologiquement du Nephelium lappaceum sont le pulasan (Nephelium
mutabile Blume), le litchi (Litchi chinensis Sonn.) et le longan (Dimocarpus longan) [84].
Nephelium lappacceum est un arbre qui peut attendre des hauteurs allant de 10 a 20 m. C’est
une espeéce sexuée ou l’on retrouve des pieds males, femelles et d’autres pouvant étre
hermaphrodites. Les femelles produisent des fruits de forme ovale qui, a maturité, ont des
diametres allant jusqu’a 8 cm et 3 a 5 cm de large. Le fruit de Nephelium lappaceum présente
une teinte entre le jaune et rouge a maturité avec une peau recouverte de petit duvet

[85] (figure 1.12) ; c’est ainsi, qu’il est aussi appelé Litchi a poils.

VWH H
. i

Figure 1. 5: Planche de Nephelium lappaceum L. (a) ; Représentation du fruit (b).

La fructification du N. lappaceum commence vers mai et fini vers le mois d'octobre pour les
pays d’Amérique Centrale (figure 1.13). On note a peu pres une durée de production de fruit
de un a un mois et demi pour différents types d’arbre (tot, normal et en retard) [84]. Au
Congo, cette période de fructification est légérement décalée, elle s’étend entre mi-septembre

et décembre.

Figure 1.13 : Cycle annuel de Nephelium lappaceum
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c) Usages traditionnels

Les fruits sont appréciés frais ou en salade. Le grain cuit présente des propriétés narcotiques,
anthelminthiques.

Les fruits sont utilisés pour faire des confitures et gelées. Le suif (graisse solide) du rambutan,
comestible, est aussi utilisé pour faire des savons et des bougies. Les feuilles et les peaux de
fruit sont utilisées comme colorant de teinture. Les racines servent a combattre la ficvre [86].
Au Congo, I’arbre de Nephelium lappaceum est rencontré dans les zones rurales comme arbre
de cloture ou de délimitation des zones habitées. Les fruits sont vendus dans les marchés et

consommes par la population comme fruit exotique.

d) Travaux antérieurs

Les travaux de Augustin et Chua en 1988 sur les graines de trois clones de Nephelium
lappaceum ont montré qu’elles représentent 5-7 % de la masse des fruits et qu’elles peuvent
contenir 37,1-38,9 % de lipides totaux, 11,9-14,1 % de protéine, 2,8-6,6 % fibre brute et 2,6-
2,9 % de cendre par rapport a la matiere seche. L’analyse du profil en acides gras de la graine
a montré que les constituants majeurs sont le C18:1 (37.91-40.15 %); C20:0 (36.14-36.77
%) [87]. Des résultats similaires ont présentés par Solis-Fuentes et coll. en 2010 sur la
composition, et sur la stabilit¢ thermique de graisse comestible naturelle des graines de
Nephelium lappaceum L [83].

Les travaux présentés par Banerji et coll. (1984) et ceux de Shukla et coll. (1993) sur
certaines espéces du genre Nephelium (N. daedaleum, N. maingayi, N. mutabile, N.
ramboutan-ake) montrent que les huiles de leurs graines sont riche en acides oléique et
arachidique avec des valeurs supérieures a 30 % [88, 89].

En 1998, Aitzetmiiler et coll. relevent la présence des triglycérides et des composés
cyanolipides du type II et III dans les extraits au systéme ether/hexane 72 : 28 (v/v) et au
toluéne des graines de rambutan. [90].

Ong et coll. en 1998 ont identifié plus de 60 composés volatiles présentant des activités
odorantes a partir des extraits de la chair ou de la pulpe de fruit avec du fréon et de I’acétate
d'éthyle. D'apres ces auteurs le P-damascenone, le 2-methylbutyrate d’éthyle, le 2,6-
nonadienal, le (E)-2-nonenal, et le nonanal sont les principaux constituants responsables de

I'ardme du fruit[91] .
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En 2007, une étude réalisée sur les pelures de certains fruits montre que les extraits de pelures
de fruits de Nephelium sont une source potentielle d’antioxydants avec des valeurs d’ICs de
0,006 mg/ml, et qu’ils ont des propriétés non toxiques vis a vis des cellules normales [92].
Une ¢étude réalisée en 2008 en Thailande, sur le potentiel des plantes a huile alimentaire en
vue de la production des biodiésels par catalyse-enzymatique, montre que I’amande de
Nephelium lappaceum donne de I’huile a une teneur de 41,3 % avec un profil acides gras
majeurs de C18:1 (55,25), C20:0 (22,05), C16:0 (8,77), C18:0 (7,25), C18:2 (3,72). Une
production en huile de 200 kg/ha peut produire jusqu’a 160 kg/ha de biodiésel. Les taux de
conversion de trans-estérification par deux lipases (Novozyme 435 et Lipozyme RM IM) sont
supérieurs a 80 % [93].

Les travaux de Pohlan et coll., en 2008, montrent que 100 g de fruit comestible du rambutan
peuvent contenir des protéines (0,46 — 1,05 g), des lipides (0,1 a 0,45 g), des fibres (0,28 a
2,8 g), quelques minéraux comme le calcium, le magnésium, le potassium, le fer et le
phosphore (12,9 — 30 mg), et I’acide ascorbique a des taux entre 30 et 70 mg [94].

Une autre étude de la méme année montre que les extraits aqueux et surtout éthanoliques des
peaux ont une activité antioxydante bien supérieure a celle de la pulpe et amande de fruit [95].
En 2010, Khonkarn et coll. présentent au cours d’une étude d’investigation sur les sources et
les composés antioxydants que 1’extrait a 1'acétate d'é¢thyle de la pelure de peau de fruits du
Nephelium lappaceum est riche en composés phénoliques notamment en acide gallique (2,3
mg/ml) et que ces composés phénoliques sont responsables de 1’activité antioxydante. [96].
Les travaux de Thitilertdecha et coll. menés la méme année (2010) ont permis d’isoler et
d’identifier de trois composés phénoliques (acide ellagique, corilagine et le geraniine) a partir
des extraits méthanoliques de la pelure du fruit, et d’évaluer 1’ activité antioxydante, jugée

supérieure a celle du BHT [97].

IV- CONCLUSION

Les huiles essentielles et les lipides peuvent se retrouver au niveau des différents organes des
plantes tels que les feuilles, tiges et graines. Les graines sont reconnues étre des sites de
bioaccumulation des lipides de réserve.

Les huiles essentielles tout comme les lipides de réserve sont formés d un mélange de
composés structuraux dont le point de départ de biosynthése commun est 1’acetyl CoA utilisés

dans les cellules spécialisés pour la production des différents métabolismes cellulaires.
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La production Africaine d’huiles essentielles et des lipides (huiles végétales) est tres faible et
les besoins sont compensés par d’importants volumes d’importation.

L’étude des plantes a huiles essentielles et a lipides de réserve n’est pas aussi exhaustive et il
peut y avoir des especes dont I’investigation n’est pas encore entreprise de fagon simple ou
séquencee.

Les données des travaux antérieures menées sur les plantes retenues pour ce projet rapportent
que les deux espéces du genre Aframomum a savoir Aframomum giganteum et Aframomum
stipulatum sont des plantes dont les organes produisent de I’huile essentielle, et que la grande
partie des ¢tudes menées sur le potentiel biologique des huiles extraites ne porte que sur celles
des feuilles et rhizomes de ces plantes. Aucune donnée n’est rapportée sur la production des
lipides a partir de ces especes.

A notre connaissance, aucune étude n’a été encore menée sur la libération ou I’extraction
directe ou séquencée des lipides de réserves de Aframomum stipulatum et Aframomum
giganteum, connues comme plantes a huile essentielle ; C’est ainsi que nous nous proposons
de mener des investigations sur la fraction lipidique des différentes parties du fruit de ces
especes.

Spondias mombin renferme des lipides de réserve au regard de la littérature; mais nous avons
relevé trés peu de données sur 1’étude de la fraction lipidique des fruits de cette espece. Bien
que des composés volatils aient été présentés dans la littérature sur le fruit de Spondias
mombin, nous n’avons pas retrouvé des informations sur une huile essentielle du fruit de cette
espece.

Les travaux antérieurs sur le Nephelium lappaceum montrent que la graine du fruit serait une
source de lipides de réserve avec de fort taux en acide arachidique, d’ou un interet particulier
sera porté a ces amandes.

En somme, ces espéces du Congo sont peu étudiées. Dans le chapitre qui suit, une étude du

potentiel chimique de ces espéces sera entreprise.
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CHAPITRE |l : Etude phytochimique des fruits et
graines saisonniers des quatre plantes a huiles
essentielles et a lipides de réserve

I- INTRODUCTION

Le matériel végétal est constitué de diverses parties de fruits et graines des plantes a huile
essentielles et a huile fixe.

L’extraction de ces agroressources a €té congue selon un schéma intégré de traitement des
matieres premicres. Il est caractérisé par la séparation sélective des organes et la libération
séquencée des constituants au moyen d’extraction solide/liquide ou liquide/liquide. 11 s’en
suit I’identification et la caractérisation des constituants majeurs et mineurs par des méthodes
analytiques croisées non destructives et destructives. Des méthodes phytochimiques ont été
employées pour la caractérisation des groupements chimiques fonctionnels dans la masse de
la matrice végétale. Grace a cette étude de composition chimique des organes des fruits et des
graines saisonniers récoltés a Owando et a Boko, la classification de ces ressources végétales
en plantes « Aroma-Tincto-Oleo-Crops Resources » est appropriée pour ces especes qui

montrent la bioaccumulation a la fois des huiles essentielles et des lipides de réserve.

Dans le chapitre IV, le synergisme ou I’antagonisme des effets chimiques et biologiques des
huiles essentielles, des lipides de réserve des organes (peaux ou coques, pulpes, amandes) est
¢tudié. Nous nous proposons d’explorer des relations directes ou indirectes entre les
fonctionnalités/propriétés/activités biologiques des constituants de type huiles essentielles
(huiles essentielles, lipides/lipides ou huiles essentielles/lipides des organes dans la masse de

chaque matrice végétale ou en mélange de matrices végétales.

II-MATERIEL ET METHODES

11-1. Récolte

Les fruits des deux espéces de Aframomum a savoir : Aframomum stipulatum (Gagnep) K.

Schum et Aframomum gigateum (Oliv&Hand) K. Schum, ainsi que ceux de Spondias
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mombin L. et de Nephelium lappaceum L., ont été récoltés au sud du Congo-Brazzaville dans
les localités autour de Boko. Une deuxiéme campagne de collecte a été organisée au Nord du
Congo-Brazzaville dans la localit¢ de Owando. Les récoltes sont faites manuellement : les
fruits des Aframomum sont arrachés a la main au pied des tiges ; les grappes de fruits de
Spondias mombin et de Nephelium lappaceum sont cueillies a 1’aide d’une perche.
L’identification botanique de ces espéces a été réalisée par le Docteur Moutsamboté Jean
Marie, enseignant-chercheur de botanique a I’Institut de Développement Rural de 1I’Université
Marien Ngouabi. Des spécimens des espéces récoltées dans le cadre de cette étude ont été
compares a ceux déja répertoriés dans 1’herbier National du Congo :
- Aframomum stipulatum (Gagnep) K. Schum, spécimen de référence J. TROCHAIN
(7985) ;
- Aframomum giganteum (Oliv&Hanb) K. Schum, spécimen de référence CH. DE
NERE (1129) ;
- Spondias mombin L., spécimen de référence J. KOECHLIN (512).
Un spécimen de I’espéce Nephelium lappaceum L., non encore répertorié, est déposé dans

I’herbier National du Congo, en cours d’enregistrement.

I1-2.  Séchage des plantes

Les fruits sont décortiqués manuellement. Les graines et les coques sont séchées au
laboratoire UV2C de la faculté de Sciences de Brazzaville a I’aide d’un séchoir a I’abri de la
lumieére du soleil pendant 7 a 10 jours. La température dans le séchoir varie entre 40 et

60 °C. Le matériel végétal a été ensuite stocké dans des sacs en papier a I’abri de la lumiére.

11-3. Détermination des grandes familles chimiques constitutives des végétaux

La méthode du screening par réactions en tubes, nous a permis d’identifier quelques grandes
familles chimiques (les alcaloides, les polyphénols, les quinones, les stérols et triterpenes, ...)
[1].

Il s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation
des composés des grandes familles chimiques présentes. Celle-ci est effectuée sur les broyats

des végétaux secs et/ou frais [1, 2].
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Le tableau II.1, indique les différents groupes chimiques recherchés et les réactifs spécifiques

utilisés.

Il est indispensable de connaitre la composition des plantes pour mieux appréhender leur

fonctionnalité chimique et activité phytochimique et biologique.

Tableau 11. 1 : Réactifs utilises dans la caractérisation des familles chimiques.

Familles chimiques | Réactifs Composition du réactif | Résultats positifs
Draragendorf Nl.trate d’e.blsmuth + précipité rouge orangé
. acide acétique
Alcaloides - - A
iodure de potassium + Précipité jaunatre
Mayer
chlorure de mercure
O+ 1 A
Flavonoides Shinoda Ethanol 95 °+ HCI1 (N/2) | coloration orangée,
+ (Mg ou Zn) rouge ou violette
Stéroides et Lieberman Anhydride acétique + coloration violette -
Terpénoides Bouchard d’acide sulfurique bleue ou verte
Tannin FeClz 1 % FeCly 1% coloration bleu-foncée,
annins Stiasny HCl1/ Formol verte ou noire
, FeCl; 1 % + Fe (CN)s coloration bleu-noiratre
Polyphénols Barton (50%, v/v) ou verte
. N coloration rouge ou
Quinones Bornstraégen violette
Anthocyanes HC1 20% coloration rose a froid,
rouge-orangé a chaud
. C tta Indice Mousse (IM*) :
Saponosides H,0 distillée test positif si IM>100

11-4. Procéde d’extraction et caractérisation de la fraction huile essentielle

11-4.1.Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont obtenues a partir des différents organes de fruit de Aframomum
stipulatum et de Aframomum stipulatum par hydrodistillation. L’appareil utilisé est un
extracteur de type Clevenger (figure II.1) constitu¢é d’un ballon de 6 litres contenant la
matiere végétale et I’eau distillée portés a ébullition pendant 6 heures, surmonté d’une

colonne et d’un systeme de refroidissement capable de maintenir une distillation par
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cohobation et de faciliter la récupération du distillat de la phase aqueuse par décantation.. Les

conditions opératoires sont données dans le tableau II.2.
Systeme d'eau

pour refroidissement / / Candensent
ot

essentielle

<——Fau

Matiére vegetale
+Eau

¢ Chauffe hallon

Figure 1. 1. Appareillage type Clevenger utilisé pour I’hydrodistillation d’huile essentielle.

Tableau Il. 2 : Conditions opératoires de I’hydrodistillation des différents organes de
Aframomum giganteum et Aframomum stipulatum.

A. stipulatum A. giganteum
Matiere végétale (origine Boko) (origine Owando)
graines coques | graines coques
Quantité de matériel séché (g) 100 150 100 150
Quantité d’eau (L) 3,5 3,5 3,5 3,5
Temps d’extraction (h) 6 6 6 6

11-4.2. Analyses physico-chimiques par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

Notre démarche analytique a consisté a optimiser les méthodes CPG a partir de références
bibliographiques ou de normes AFNOR lorsqu’elles sont disponibles (Carvi norme AFNOR
NF T 75-347). De nombreux essais ont été réalisés et ont finalement conduit aux méthodes

d’analyses des huiles essentielles suivantes.
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11-4.3. Analyses chimiques par Chromatographie en Phase Gazeuse munie d’un

Détecteur a lonisation de Flamme (CPG/DIF)

Les chromatogrammes ont été réalisés grace a un Chromatographe en Phase Gazeuse couplé
a un Détecteur d’lonisation de Flamme (CPG/DIF) Hewlett-Packard® 5890 série II muni
d’un passeur automatique d’échantillons Agilent 6890. Le gaz vecteur est I’hélium. Le DIF
fonctionne a I’air comprimé et ’hydrogéne. Les gaz sont préalablement filtrés sur des
cartouches Varian de charbon actif (¢limination d’hydrocarbures), de filtration du gaz vecteur
(élimination de I’eau de condensation et de ’oxygene). La colonne choisie est une colonne
capillaire J&W Scientific (Agilent Technologies) de type DB-5 MS (nature phase
stationnaire : polymere de phényl aryléne, équivalent a (5%) phényl-méthyl polysiloxane), de
dimensions 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Les conditions opératoires sont présentées dans le

tableau 11.3.

Tableau I1. 3 : Conditions d’analyse CPG/DIF des huiles essentielles.

Parametres Valeurs
Température de I'injecteur 300 °C
Température du détecteur 300 °C
Température initiale du four 70 °C
Température finale du four 220 °C
Programmation de température du four 2°C/min
Quantité injectée 0,5 ul
Pression en téte de colonne 15 psi

11-4.4. Analyses chimiques par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la
Spectrométrie de Masse (CPG/SM)

Nous avons également utilisé la chromatographie en phase gazeuse couplée a la Spectromeétre
de Masse. Les analyses CPG/SM ont permis d’acquérir les spectres de masse des différents
composés constituant les huiles essentielles. Les identifications chimiques ont été réalisées sur
la base de la comparaison de nos spectres de masse avec ceux de la banque de données

Wiley275.
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Le chromatographe est un Hewlett-Packard® 5890. Le gaz vecteur est I’hélium. Le détecteur
a spectrométrie de masse est de type 5971A. La colonne choisie est une capillaire SGE de
type BPx5 C (nature phase stationnaire : 5% phényl-polysilphénylené siloxane), de
dimensions 50 m x 0,25 mm x 0,25 pm. Une micro-seringue de 1pL munie d’un répétiteur a
¢été utilisée pour des injections manuelles. Le tableau I1.4 présente les conditions analytiques

utilisées.

Tableau I1. 4 : Conditions d’analyse CPG/SM des huiles essentielles.

Parametres Valeurs
Température de I'injecteur 250 °C
Température du détecteur 250 °C
Température initiale du four 70 °C
Température finale du four 220 °C
Programmation de température du four 2°C/min
Quantité injectée 0,5 ul
Ratio split 1:7

I11-5. Proceéde d’extraction et caractérisation de la fraction lipidique

11-5.1.Extraction des lipides

Deux méthodes ont été utilisées pour I’extraction d’huile. Tout d’abord, la méthode
normalisée du Soxhlet NF EN ISO 659 (1998) a été mise en place. Cette méthode s’est avérée
longue, fastidieuse et consommatrice de solvant. Au vu du nombre important d’échantillons a
traiter au cours de ces travaux, une extraction automatique de I’huile (Accelerator Solvant

Extractor) a été développée.

11-5.1.1. Meéthode d’extraction a froid de I’huile

Les échantillons de matiere végétale sont broyés avec un appareil (IKA Werke All, Staufen,

Allemagne) pour obtenir une poudre fine et homogene. 2 g de poudre sont introduits dans un
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tube en téflon de 30 mL préalablement taré. L’huile est extraite avec 20 mL d’un mélange
isohexane/isopropanol (qualité HPLC, SDS, France) (3 :2 v/v).

Le mélange du broyat dans le solvant est dispers¢ avec un ultra-turax IKA T25, 3 a 5 minutes,
puis centrifugé 15 minutes a 10000 g (20°C). Le surnageant est prélevé et un deuxi¢me cycle
d’extraction est effectué. Les fractions sont regroupées, séchées sur du Na,SO4 anhydre,
filtrées et le solvant est évaporé sous un flux d’azote (Air liquide, France) dans un ballon,
jusqu’a obtenir une goutte d’huile. Le tube est pesé pour obtenir par différence la quantité

d’huile récupérée exprimée en grammes.

11-5.1.2. Méthode de référence (Soxhlet)

Le protocole d’extraction suivi est la méthode normalisée du Soxhlet décrite par AFNOR NF
EN ISO 659 (1998). 15,0 g de poudre de chaque échantillon sont extraites au cyclohexane
pendant 6 h, pour extraire la totalit¢ de 1’huile. Apres évaporation du solvant sous pression
réduite a 1’aide d’un évaporateur rotatif (40 - 60 °C), les extraits de chaque partie du fruit

sont séchés puis pesés.

11-5.1.3. Méthode par extraction automatique (ASE)

La méthode par ASE (Accelerated Solvent Extractor) repose sur le méme principe que la
méthode du Soxhlet. Cette technique d’extraction par solvant fonctionne a des températures et
des pressions ¢élevées afin d’accroitre I’efficacité de I’extraction. Cette technique présente des
avantages : courte durée d’extraction, économie en solvant et modulation des parameétres
d’extraction.

La comparaison des différentes techniques d’extraction ainsi que les parametres déterminant
les conditions d’extraction et le nombre de cycles ont été définis par Bruhl & Matthaus
(1999). Les conditions opératoires utilisées sont présentées dans le tableau I1.5. Afin de
déterminer les paramétres optimaux d’extraction ASE (Accelerated Solvent Extractor 200

Dionex, Toulouse France), nous avons porté le nombre de cycle d’extraction a 4.
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Tableau I1. 5 : Conditions d’extraction des huiles (lipides) par ASE (200 DIONEX).

Parameétres Valeurs
Température 105 °C
Pression 100 Bar
Statique 10 min
Cycle 4
Flush 100 %
Purge 100 sec
Solvant Cyclohexane

11-5.2. Caractérisation de la fraction lipidique :

11-5.2.1. Saponification et obtention des acides gras (A.G.)

La saponification de 0,5 g des extraits obtenus par le soxhlet est réalisée avec 25 mL d’une
solution éthanolique d’hydroxyde de potassium 2N, portés a reflux pendant 1h 30. Apres
refroidissement, on ajoute 50 mL d’eau. Les maticres insaponifiables sont extraites trois fois
avec 50 mL d’hexane. La solution savonneuse est acidifiée jusqu’a précipitation des acides
gras (pH = 5-6). Les acides gras libérés sont alors extraits trois fois avec 50 mL d’éther
diéthylique (AFNOR, NFT 60-205).

Les acides gras sont transformés en esters méthyliques par addition d’une solution
méthanolique de TMSH (triméthyl hydroxyde de sulfonium 0,5 M dans le méthanol). Les

esters méthyliques obtenus sont analysés par CPG [5].

11-5.2.2. Analyse des acides gras par Chromatographie en Phase Gazeuse

munie d’un Détecteur a lonisation de Flamme (CPG/DIF)

Une fraction de prés 20 mg de I’huile obtenue précédemment est prélevée et introduite dans
un vial. On ajoute a cette fraction ImL de TBME (tertio-butyl methylEther); apres agitation et
filtration avec un filtre 0,45 pm, un aliquot de 100 pl de la solution filtrée est introduit dans
un insert et on rajoute 50 ul de TMSH (triméthyl hydroxyde de sulfonium 0,5 M dans le

méthanol). La solution obtenue est analysée en chromatographie phase gazeuse couplée a un
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détecteur a ionisation de flamme (CPG-FID). Nous avons utilisés un chromatographe de type
Perkin Elmer équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) avec les conditions

opératoires présentées dans le tableau I1.6.

Tableau Il. 6 : Conditions d’analyse des acides gras en CGP-FID.

Parametres Valeurs

colonne capillaire CP — select CB for FAME fused

Type de colonne
Silica WCOT (50 m x 0,25 mm x 0,25um)

Gaz vecteur Hélium : ImL/min
Température de ’injecteur 250 °C

Quantité injectée 1,0 ul
Température de ’injecteur 250 °C

Programmation température du 185°C (40min) ; 15°C/min jusqu’a 250 °C ; 250 °C

four (10,68 min)
Température du détecteur FID 250 °C
Injecteur mode split 1/100
Durée d’analyse 55 min

Les acides gras sont identifiés par comparaison des temps de rétention avec ceux d’un

mélange des acides gras de référence (mixt 37).

11-5.3.Dosage des stéerols.

Des prises d’essai d’environ 250 mg de broyat de graines, coques et pulpes de fruits ont été
saponifiées avec 2 mL d’une solution de KOH alcoolique (éthanol) a 1M dans des tubes a
vis préalablement traité avec une solution étalon chloroformique de cholestanol (2mg/mL) (50
pL de la solution étalon sont pesés dans les tubes, puis le solvant est évaporé a sec sous une
hotte, afin de déterminer la quantité d’étalon utilis¢ pour le dosage),le milieu saponifié¢ est
soumis a une agitation par vortex ; puis chauffée au bain marie a 75°C pendant 60 min (30
min apres le début du chauffage, les tubes sont retirés du bain pour une agitation, puis remis
dans le bain).

Les milieux sont refroidis et on ajoute 1 mL d’eau distillée suivi d’une agitation vortex et la

fraction non saponifiée est extraite avec ajout de 6 mL d’isohexane. Apres agitation et

65



décantation, la phase de I’isohexane est prélevée, filtrée. A 160 pl de I’extrait filtré sont
ajoutés 40 ul de réactif de silylation (1 mL de MSHFBA + 50 pL de méthyl imidazole). Le
mélange est chauffé environ 2 minutes a 1’étuve a 103° C avant analyse par CPG.

L’identification des stérols a été réalisée par comparaison de leurs temps de rétention avec

celui du cholestanol sur la colonne CPsil 8 CB.

11-5.3.1. Analyse des phytostérols par Chromatographie en Phase Gazeuse
munie d’un Détecteur a lonisation de Flamme (CPG/DIF)

La détermination de la teneur en phytostérols a été réalisée selon la norme ISO 12228 :1999
(EC, 1995; 1999) sur I’huile extraite. Le principe de 1’analyse des phytostérols est basé sur
I’isolement de la faction insaponifiable puis une silyllation de cette fraction avant injection
directe en chromatographie en phase gazeuse (CPG). Les différents phytostérols ont été
quantifiés par une calibration interne a I’aide de cholestanol. Chaque échantillon a été extrait
2 fois et dosé 2 fois. Le protocole d’extraction des phytostérols est décrit en détail dans le
paragraphe précédent. Les teneurs en phytostérols sont exprimées en mg par 100 g d’huile
(mg.100 g huile) ou en mg par 100 g de matiére séche (mg.100 g” MS).

Les conditions opératoires présentées dans le tableau I1.7 ont été appliquées a un

chromatographe de type Perkin Elmer équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID).

Tableau Il. 7 : Conditions d’analyse des stérols en CGP-FID.

Parameétres Valeurs
Type de colonne colonne capillaire CPsil 8CB : 30 m x 0,25 mm x 0,25um
gaz vecteur Hélium : ImL/min
Température de I'injecteur 340 °C
Quantité injectée 1,0 pl

Programmation température | 55 °C (0,5min); 200 °C/min jusqu’a 340 °C et 340 °C
de I’injecteur (30 min)

Programmation température | 160°C (0,5min); 20°C/min jusqu’a 260 °C (5,5min); 2°C/min

du four jusqu’a 300°C (10min) ; 45 °C/min jusqu’a 350 °C (3 min)
Température du détecteur 365 °C
Injecteur mode split 1/10
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11-5.4.Dosage des tocophérols

La détermination de la teneur en tocophérols des huiles brutes a été réalisée selon la norme
ISO 9936 (1997). L’extraction de tocophérols s’est fait sur ’extrait lipidique obtenu selon le
procédé d’extraction a froid. La séparation compléte des quatre formes de tocophérol a été
obtenue par chromatographie liquide haute performance (HPLC). Chaque échantillon a été
dosé deux fois. Le protocole d’analyse des tocophérols et les conditions opératoires sont
présentées dans le tableau II.8. Les teneurs en tocophérols sont exprimées en mg par kg

d’huile (mg.kg" huile).

Tableau I1. 8 : Conditions d’analyse des tocophérols en HPLC.

Paramétres Valeurs

Type de colonne colonne : Kromasil 100 SIL 5 p (250 x 4 mm)
Quantité injectée 1,0 ul

Solvant d’¢lution Isooctane/isopropanol (99,5 :0,5 v/v)

Débit 1 mL/min

Détecteur fluorimetre Aex. (exitation) 290 nm ; Aem. (emission) 330 nm
11-5.4.1. Analyse quantitative des tocophérols par Calibration externe

Les quatre formes de tocophérols ont été identifiées et quantifiées par une calibration externe
a l’aide des standards de tocophérols. Les solutions meres de 0,1 mg/mL ont été préparées
puis quantifiés par spectrométrie UV-Visible a 292 nm pour I’a-tocophérol, a 296 nm pour
le B-tocophérol et a 298 nm pour le y- et 6-tocophérol. Des solutions filles de 5 ; 10 ; 20 ; 30

et 50 pg/mL sont préparées a partir des solutions meres et injectées individuellement en

HPLC.
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I1-6. Répétabilité des analyses

La répétabilité des analyses et I’erreur analytique commise sur I’extraction d’huile, les teneurs
en tocophérols par HPLC et les teneurs en phytostérols par CPG ont été déterminées au moins
par trois (3) essais pour les lots d’échantillons de chaque année.

Chaque lot d’¢échantillon a été caractérisé par sa teneur en lipide, en acides gras, ses teneurs
en tocophérols et en phytostérols ; la teneur en huile essentielle et ces constituants ont

¢galement été déterminés.

En résumé de cette partie, tous les échantillons collectés ont fait 1’objet du schéma d’analyses

présenté sur la figure 11.3.

Extraction
des lipides de réserves :

> » Extraction a froid. |, | Lipides de reserves
(Isohexane/Isopropanol)

» Extraction Soxhlet. (Cyclohexane)

Composés majeurs :

i e Triglycérides,
Graines, pulpes, » Extraction ASE : Acceleration g

* Acides gras
Coques ou peaux Solvent Extraction. (Cyclohexane) &

A

Quelgues composés
mineurs :
Fruits *  Phytostérols,
*  Tocophérols

\ 4

Graines, pulpes, Extraction
cogues ou peaux des huiles essentielles :
_ S L5 | Huiles essentielles
| > » Extraction par hydrodistillation.
(Eau)

Figure I1. 2 : Schéma des différentes étapes de traitement des différentes parties des fruits.
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I11- RESULTATS ET DISCUSSIONS

I11-1. Analyse phytochimique des graines et coques des fruits de Aframomum giganteum
(K. Schum) et de Aframomum stipulatum (K. Schum)

Les résultats du screening chimique réalis€¢ sur les graines et les coques de fruits de
Aframomum giganteum (origine: owando); Aframomum stipulatum (origine : Boko) ont été
rassemblés dans le tableau II1.9.

Le criblage phytochimique réalisé par la méthode de réaction colorée a réveleé la présence des
compos¢s terpénénoides et stéroides, saponosides et tanins dans les graines et coques de ces
Aframomum, tandis que les flavonoides et quinones libres n’ont pu étre détectés que dans les

coques de fruits.

Tableau 11.9 : Profil phytochimique des extraits de Aframomum giganteum
(origine : Owando) et de Aframomum stipulatum (origine : Boko)

Afr.amomum giganteum Aframomum stipulatum
Fomils pyoctimiues SR Schum - (Gagep) S
graines coques graines coques
Saponosides ++ + ++ +
Flavonoides - + - +
Alcaloides - - - -
Tanins + ++ + ++
Stérols et terpenoides ++ + + +
Quinones libres - + - +

Leuco anthocyanes - - - -

Anthraquinones - - - -

(++) = Abondance, (+) = Présence, (-) = Absence.

Les alcaloides, les anthocyanes et les leucocyanes sont absents dans les différents extraits
testés de graines et coques de fruits de Aframomum stipulatum (Gagnep) K. Schum et de

Aframomum giganteum (Oliv&Hand) K. Schum.
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111-2. Observation au microscope des graines de fruits de Aframomum stipulatum
(Gagnep) K. Schum et de Aframomum giganteum (Oliv.&Hand) K. Schum

L’observation microscopique de la graine des Aframomum révéle qu’il s’agit d’une plante
dicotylédone. Les cellules présentent une double paroi cellulaire constituée de cellulose,
d’hémicellulose, de lignine et de pectine. A I’intérieur des cellules de la graine se trouvent
deux types d’organelles qui contiennent I’essentiel des réserves en huile et protéines de la

graine.

3al

Figure 11.3 : Images obtenues a la loupe et au microscope optique des graines
de Aframomum stipulatum et Aframomum giganteum (K. Schum).
1: graine de A. stipulatum ; la: coupe longitudinale de graine de A.
stipulatum; 1b: coupe transversale de graine de A. stipulatum; 2:
graine de A. giganteum ; 2a: coupe longitudinale de graine de A.
giganteum; 2b: coupe transversale de graine de A. giganteum; 3 :
coupe transversale de Aframomum giganteum au microscope ; 3a et
3b : grossissement de certaine zone du tégument.

Des observations a la loupe optique réalisées sur les graines de Aframomum stipulatum
(Gagnep) K. Schum (figure 1.1.1) et Aframomum giganteum (Oliv. & Hand) K. Schum (figure
1.1.2), nous ont permis de relever les différences structurales entre les graines. En effet, elles
présentent toutes les deux une forme ovoide ; mais la graine de Aframomum giganteum est

plus arrondie que celle de Aframomum stipulatum qui est plus allongée. La différence sur
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I’épaisseur des téguments a aussi été notée (figure la, b et 2a, b). Le tégument de la graine de
Aframomum giganteum est plus épais que celui des graines de Aframomum stipulatum. Nous
avons aussi observé que ces téguments se présentent sous forme de trois feuillets (figure I.1 3,
3a et 3b) avec des structures cellulaires et une histologie spécialisée différente de celles
observées dans I’albumen. Ces observations nous ont conduits a penser que les cellules a huile
essentielle se trouvent dans ces téguments, lieu de bioaccumulation des huiles essentielles.
Quant aux lipides de réserve, ils sont localisés dans 1I’albumen. Ceci est mis en évidence apres

coloration de I’albumen en rouge par le rouge Soudan III.

111-3. Etudes qualitative et quantitative des huiles essentielles de Aframomum

stipulatum K. Schum et de Aframomum giganteum K. Schum

Le tableau I1.10 rassemble les rendements d’extraction des huiles essentielles de Aframomum
stipulatum et Aframomum giganteum et quelques caractéristiques physiques sont
significativement différents entre ceux des graines et des coques de ces deux Aframomum.
Ces résultats sur les teneurs en huiles essentielles des graines sont en accord avec les travaux
de Ouamba [6] ; Les graines de Aframomum giganteum ont un rendement moyen de 1,85%
tandis que les graines de Aframomum stipulatum nous donnent des rendements autour de 0,2
%. Cependant les teneurs en huiles essentielles des coques de fruits sont de ’ordre de 0,3 %
pour Aframomum giganteum, bien supérieures a celles de Aframomum stipulatum, qui est
environ égale a 0,2 %.

Nous n’avons pas retrouvés dans la littérature des informations sur les huiles essentielles

extraites des coques de fruits de ces deux especes.

Tableau 11.10 : Rendement et constantes physicochimiques des huiles essentielles extraites
de différentes parties de fruits de Aframomum stipulatum K. Schum et de
Aframomum giganteum K. Schum.

Especes Organe Rendement (%) Coulour nlz)o
) Graine 0,25 Jaune claire 1,4832
Aframomum stipulatum .
Coques 0,26 jaune 1, 4755
) Graine 1,85 Jaune 1,4370
Aframomum giganteum
Coques 0,32 Jaune foncé 1,3456
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Les compositions relatives des huiles essentielles de graines et coques de fruits de

Aframomum stipulatum et de Aframomum giganteum sont présentées dans le tableau I1.11.

Tableau 11.11 : Composition en huile essentielle (% m/m) de différentes parties du fruit
de Aframomum stipulatum K. Schum et de Aframomum giganteum K.

Schum.
Aframomum stipulatum Aframomum giganteum

Composeés RI* RI°  Graine(36%) Coque (31%) Graine(26%) Coque(33*)
n-Heptan-2-ol 904 - - - - 122+0.2
a-Thujene 928 1027 - 3.6+0.1 - 23403
a-Pinene 936 1032 469+1.0 304=+1.1 57.8+1.5 523+0.8
Camphene 947 1075 - - - 4.1+£0.3
Sabinene 975 1124 7.3+£0.2 19.2£0.1 3.5+£0.2 14.7+0.3
B-Pinene 982 1118 4282+1.8 2352+1.7 340.0+1.1 143.4+0.7
Myrcene 991 1161 2.4+0.1 34+0.1 29+0.1 9.8+0.2
a-Phellandrene 1003 1176 - - - 53+0.1
p-Cymene 1027 1027 129+0.2 49.2+0.1 12.8+04 15.6+0.3
B-Phellandrene 1031 1218 - - 7.2+0.2 60.6 £ 0.8
Limonene 1032 1203 154+0.5 33.5+0.6 50.8+£09 71.1+0.1
1.8-Cineol (eucalyptol) 1035 1213 353+0.1 143.6+0.2 170.2+£0.8 204.5+1.6
Heptyl acetate 1044 - - - - 2.8+0.1
E-B-Ocimene 1049 1052 1.7+0.1 - - -
y-Terpinene 1060 1266 - 12.6 0.2 45+0.1 2.6+0.1
Cis-Sabinene hydrate 1068 1458 - - - 32+0.2
Terpinolene 1088 1290 - 5.8+0.1 2.6+0.1 2.6+0.2
Nonanone-2 1091 1355 - - - 2.8+0.1
Linalool 1101 1548 2.2+0.1 13.3+£0.2 - 188.9+0.1
a-Fenchol 1117 - - 34+0.1 - -
Menth-2-en-1-ol (cis -para) 1121 1638 - 42+0.1 - -
Sabinol cis / pinocarveol trans 1145 1606 4.9+0.1 11.8+0.8 3.0+0.1 -
Camphor 1144 1532 - - 3.7+0.1 14.4+0.8
Borneol 1166 1719 - 4.0+0.3 - 5.1=+0.
Pinocamphone cis 1180 1566 5.5+0.1 - - 59+0.1
Terpinen-4-ol 1182 1611 - 151.6+£2.1 34+0.1 9.4+0.2
Cryptone 1190 1690 - - - 49+0.1
a-Terpineol 1196 1705 - 122.1+1.44 43.3£0.5 -
Myrtenol 1199 1804 16604 - - -
Myrtenal 1196 1641 - - - 97.6+2.1
Ambersage 1266 - - 53+0.5 - -
Acetate de bornyle 1289 1552 - - - 2.9+0.1
Myrtenyl acetate 1312 1698 - 6.6+0.2 - 9.6+0.1
a-Terpenyl acetate 1389 1709 - 3.7+0.1 - -
B-Elemene 1392 1600 5.9+0.1 - 49+0.1 -
Cyperene 1408 - 209+12 3.7+0.1 2.6+0.1 5.1+02
B-Caryophyllene 1426 1421 91.7+14 48+0.1 7.0+£0.2 12.0£0.4
a-Guaiene 1439 - 1.6+ 0.1 - - -
AlloAromadendrene 1450 1661 - - 11.3£02 -
Aromadendrene 1451 1628 1.7+0.1 - - -
a-Humulene 1462 1687 774+14 - - -
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B-Selinene 1489 1715 12.5+03 - 4.6=0.1 -
a-Selinene 1494 1744 2.8+0.2 - 230.0+5.1 -
Valencene 1497 1740 2.5+0.1 - 154+1.1 -
(Z)-a-Bisabolene 1502 1746 4.0+0.1 - - -
B-Bisabolene 1510 1741  1.1+0.1 - - -
v-Cadinene 1522 1776  1.9+0.1 - - -
7-Epi-a-Selinene 1525 1740 7.9+0.2 - 54+0.1 -
Elemol 1550 2082 - - - 2.6+0.1
(E)-Nerolidol 1564 2050 - - - 9.2+03
(+) spathulenol 1582 2110 3.8+0.1 - - -
Cayophyllene oxyde 1588 1974 43.7+13 343+£1.1 2.5+0.1 11.1+£0.1
Guaiol 1600 2103 2.0+0.1 - - -
1.2 Epoxy Humulene 1616 2210 269+0.1 3.8+0.1 - -
Alloaromadendrene 1638 - 4.2+0.1 - - -
Caryophylla-14(12),8(13)-diene-5-p- 1641 2299 - 6.9+0.1 - -
ol
B-Eudesmol 1651 2217 - - 3.1+£0.1 -
Intermedeol (neo) 1660 - 23.0+1.1 42+0.1 29+0.1 -
a-Cadinol 1663 2255 - 12.4+1.3 - -
Intermedeol 1667 - - 51+£0.2 4.6+0.1 4.4+0.1
(Z)-a-Santalol 1675 - 1.7+0.1 - - -
Eudesma-4(15)-en-one 1682 - - 8.5+0.13 - -
a-Bisabolol 1683 2222 - - - 6.9+0.2
B-Acoradienol 1754 - 1.5+0.1 - - -
Ambrial 1807 - 8.7+0.1 - - -
Tricosane 2300 2300 - 10.0+0.3 - -
NI 2357 - 444+03 - - -
Kauren-16-18-oic acid, 6 hydroxy-7- 2459 - 6.6+0.1 - - -
0X0
Pentacosane 2500 2500 - 44+0.1 - -

. . 977.7£7.8  960.6 +4.2 1000 £3.1  999.9+4.1
Total de composés identifiés (g kg™)

Familles chimiques(g kg™)
Monoterpenes hydrocarbonés 5148+6.5 392.8+32  4822+8.1 387.84+3.6
Monoterpeénes oxygenés 644+26 469.5+55 223.5+£2.2 560.7+6.5
Sequiterpénes hydrocarbonés 231.8+4.3 8.6x1.1 281.0£3.5 17.2+£22
Disequiterpénes oxygenés 106.8£1.8 66.7+1.5 13.2+53 342+1.1
Sequiterpenes oxygenés 8.7+1.0 14.4+1.0 - -
Classes chimiques(g kg™)

Alcools 557+1.6 349.0+6.1 60.3+2.5 238.8+7.5
Cétones - - 3.70£02  22.1+13
Aldehydes - - - 97.6+4.38
Esters - 15.6+2.1 - 152+£2.5
époxydes 110.1+5.0 181.7+6.2 172.8+5.5 215.6+6.5

RI?, RI": indice de rétention calculé respectivement sur une colonne apolaire (HP-5) et une colonne polaire

(HPInnowax); proportion de composés volatils calculés a partir de chromatogramme sur une colonne

HPInnowax. (*) Nombre de composés identifiés. NI: non identifié.
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Prés de 69 composés ont été identifiés pour I’ensemble des huiles analysées. L’huile de
graines de A. stipulatum contient 36 composés. Le [-pinéne (42,82 %) et
B-caryophylléne (9,17 %) sont les composés majoritaires. Cette huile est riche en
hydrocarbures monoterpéniques (51,48 %) et en sesquiterpéniques (23,18 %). Les alcools (5,6
%) et les époxydes (10,1 %) sont les seuls composés oxygénés présent dans cette huile
essentielle.

L’huile essentielle des graines de Aframomum giganteum est constitué de 26 composés ; les
composés majoritaires sont le -pinéne (34 %), a-selinéne (23 %) et le 1,8-cinéol (17 %). Les
hydrocarbures monoterpeniques représentent 48,22 % de la composition et leurs homoloques
oxygeénés 22,35 %. Les sesquiterpenes hydrocarbonés sont a 28,10 %.

L’huile de coques de Aframomum stipulatum est constitué majoritairement de pB-pinéne (34
%), de terpinéol-4 (15,16 %), de 1,8-cinéol (14,32 %) et de o-terpineol (12,21%). Les
monoterpenes oxygénés sont prédominants (46,95 %) suivi de leurs homoloques
hydrocarbonés (38,76 %) ;

Dans I’huile essentielle de coques de Aframomum giganteum, on a une riche en composés
monoterpenes oxygéneés (56%) et en monoterpenes hydrocarbonés (38,78 %). Les composés
majpritaires sont : le 1,8-cineol (20,45 %), linalol (18,89 %) et B-pinene (14,34 %). nous
avons identifi¢ 33 composés.

Cependant quelques différences ont été observées avec les compositions présentées par
Ouamba en 1991 sur la graine de Aframomum giganteum (K. Schum). Notre échantillon
prevenant de la localité de Owando présente une teneur en a-selinene (23 %) superieure par
rapport aux données de Ouamba (3,5 %). La graine de Aframomum stipulatum (K.Schum) a
une teneur de 3,5 % en 1,8-cineol alors que 1’é¢tude de Ouamba identifie ce composé a des

taux plus élevés (9,5-13,4 %) [6].

I11-4. Etudes de la fraction lipidique des graines et coques de fruits de Aframomum

stipulatum (gagnep) K. Schum et de Aframomum giganteum (Oliv&Hanb) K. Schum

I11-4.1. Rendements d’extraction des huiles de réserve de Aframomum giganteum et

Aframomum stipulatum

Les graines des deux especes de Aframomum montre une teneur modérée en lipides, allant de
8 a 10 % pour Aframomum stipulatum et de 16 a 21 % pour Aframomum giganteum. Ces

teneurs sont intéressants pour la valorisation de Aframomum giganteum. Les coques de ces
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fruits ont montré des teneurs en extrait lipidique faibles : 1 a 2% pour la coque de Aframomum
stipulatum et 2 a 3 % pour celle de Aframomum giganteum. La figure 11.4 montre les
différents taux d’extraction a ASE et au Soxhlet.

Les méthodes d’extraction a froid et celle de Bligh & Dyer, ont donné de faibles teneurs en
huile environ 5 % pour la graine de Aframomum stipulatum et 13 % pour la graine de
Aframomum giganteum.

On constate que les teneurs en lipides sont améliorées par la technologie d’extraction ASE.

25
20,43
f'ﬁ
20
16,5
M\ Soxhlet
O ASE
237 28 3,24
1,24
Graines A. Coques A. Graines A. coques A.
stipulatum stipulatum giganteum giganteum

Figure 11.4 : Rendement en huile végétale extrait des graines et coques de fruits
de Aframomum stipulatum (gagnep) K. Schum et de Aframomum giganteum
(Oliv.&Hanb.) K. Schum

En plus de la rapidité de la rapidité de sa mise en ceuvre, la méthode d’extraction ASE a été
retenue pour la suite des travaux d’extraction des lipides de réserve des organes des deux
Aframomum. Les lipides obtenus ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse afin
de déterminer leur composition en acides gras. Les phytostérols et tocophérols ont été de

préférence déterminés a partir des fractions de I’extraction a froid.

I11-4.2. Composition en acides gras

La composition en acides gras des différentes parties du fruit de Aframomum giganteum et
Aframomum stipulatum est présentée dans tableau V.4. Huit (8) principaux acides gras ont été

identifiés, I’acide olé¢ique (C18 :1) est I’acide gras majeur dans les graines et les coques de
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fruit de Aframomum giganteum et Aframomum stipulatum ; son taux varie de 59% a 67% dans
la graine, et de 16% a 27% dans les coques de fruits. Ces résultats indiquent que cet acide gras
s’accumule principalement dans la graine, 1'organe cible de sa biosynthése.

D’autres acides gras comme ’acide palmitique, stéarique, et linolé¢ique sont présents dans les
graines de ces especes a des taux respectifs de 16 a 25 %, 5 a 8 %, et 3 a 6 %. Dans les

coques de fruit, I'acide palmitique (30%) et acide linoléique (23-36 %) sont majoritaires.

Tableau 11.12 : Composition en (%) par rapport aux acides gras totaux des différentes
parties des fruits de Aframomum giganteum et Aframomum stipulatum.

Acides gras A stipulatum A giganteum
Grains coques graines cogues
Acide myristique (C14:0) 1,06 + 0,04 1,50+ 0,01 1,29 £0,09 1,49+£0,11
Acide palmitique (C16:0) 17,23 +£0,58 27,27 +£2,17 22,74 + 1,86 29,24 + 0,64
Acide palmitoléique (C16 :1n7) 0,71 +0,19 3,42 +2,52 1,71 £ 0,49 5,03+ 3,43
Acide stéarique (C18:0) 7,34+ 1,34 4,70+0,10 4,42 +1,02 481+0,11
Acide oleique (C18:1n-9) 66,8 + 1,4 16,23+ 1,53 59,46+ 3,64 27,30+ 0,21
Acide linoléique (C18:2n-6) 3,13+£0,13 32,69+ 3,29 4,39+ 1,89 24,224+ 1,42
Acide o-linolenique (C18:3n-3) 1,18 £ 0,23 6,18 +4,83 1,35+0,15 5,42 +£0,02
Acide arachidique (C20:0) 0,49 +0,02 4,18+0,78 0,44 +0,14 0,4+0,4
Acide gadolenique (C20 :1n9) 1,18 £0,48 0,8+ 0,01 1,22 +0,52 0,2+0,2
Acide behenique (C22:0) 0,1+0,01 1,20+ 0,01 0,10 +£0,01 0,5+0,5
Acide lignocerique (C24:0) 0,2+0,02 1,65+ 1,65 0,10 +£0,01 1,20+ 1,2
Acide érucique (C22:1) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Acide nervonique (C24:1) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Acides gras saturés 26,62 +0,92 39,15+ 0,16 32,08 +£2,38 41,72+ 2,62
Acides gras insaturés 73,34+ 0,87 5891 +2,11 67,62 +2,08 56,69 £ 1,02
Acides gras mono-insaturés (AGMI) 69,04 + 0,76 20,05 £ 3,65 61,89 +4,11 30,92+ 1,42
Acides gras poly-insaturés (AGPI) 4,30+0,11 38,86+ 1,54 5,73+2,03 25,77 +2,44
Ratio AGPI/AGMI 0,06 £ 0,002 2,02 £ 0,45 0,09 + 0,04 0,84 +0,11
Teneur acide gras totaux (g/100g) 35,8 12,3 25,2 13,7

Les résultats de cette étude, montrent que les graines des fruits sont une source précieuse
d'acides gras insaturés essentiels (figure II.5). Les acides gras poly-insaturés sont en
proportion faibles dans les graines (4 a 6 %) ; néanmoins, ils s’accumulent d’avantages dans
les extraits de coques de fruits (26 a 39 %), par un effet de concentration. Les acides gras
polyinsaturés, sont bien connus pour leur importance dans le domaine de la nutrition et les

usages en industrie pharmaceutique.
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Figure I1.5. : Teneur (%) en acide gras total des differentes parties du fruit
de Aframomum stipulatum K. Schum et Aframomum giganteum K. Schum.

L’apport en acide oléique de A. stipulatum et A. giganteum est aussi important que celui des
principaux oleagineux : olive 75% [7] ; avocat et noix de cajoux 70 % [8], colza et Gland 54
% [8, 9], arachide 47% [8], argan 45 % [10], pépin de courge 34 % [11], soja 26 % [7] et
tournesol 23 % [12].

Les huiles extraites des coques de ces deux especes présentent des teneurs €levées en acides
gras saturés en C16 et C18 (environ 40 %) ; Ce qui nous emmene a les rapprocher de la classe
des graisses végétales. Les graisses végétales forment un groupe particulier dont les
représentants typiques sont le beurre de cacao, le beurre d’illipé et le beurre de karité [13]. Ce
groupe de graisses, aussi appelé beurre végétal est caractérisé par une teneur €levée en acide

gras saturé (environ 50%) associée a un bas point de fusion.

Il est @ mentionner que I’analyse en chromatographie en phase gazeuse des extraits lipidiques
des graines ou coques de fruits de ces deux Aframomum a révélé la présence de certains
composés terpéniques tels que les pinenes, et le 1,8-cinéol). La présence de ces composés
serait responsable de la forte odeur aromatique et piquante caractéristique de ces extraits

lipidiques.
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111-4.3. Composition en phytostérol

La composition en phytostérols des différentes parties des fruits de A. giganteum et A.
stipulatum est présentée dans tableau 11.13. Des teneurs élevées en stérols sont obtenues dans
les graines et les coques, le B-Sitostérol (62%) étant le composé majoritaire dans toutes les
parties du fruit. Ce composé est intéressant pour ses effets bénéfiques et physiologiques sur la
santé [14].

La teneur en B-Sitostérol est comparable a celle dans l'huile d’arachide (62.3%), huile de
tournesol (61.9%), mais inférieure a celle dans I'huile d’olive (85.9%) et supérieure a celle de

soja (48,6%) [15].

Tableau 11.13 : Composition (%) en stérols des différentes parties des fruits de Aframomum
giganteum K. Schum et Aframomum stipulatum K. Schum.

Sterols ‘A. stipulatum ' A. giganteum
Graines Coques Graines Coques
Campesterol 10,89 £0,09 26,85+0,22 18,91 +1,60 14,06 + 0,92
Campesterol - 0,25 +0,35 - 0,31 £0,22
Stigmasterol 14,48 £0,69 9,84 +0,26 9,44 +0,22 15,68 +£ 0,52
B-Sitosterol 59,54 +1,43 5542+0,15 60,34 +4,84 62,44 + 1,57
Stigmasterol - 0,49 £ 0,37 1,89 +0,17 0,38 £0,27
A’-Avenasterol 10,34 +2,72 1,71 +£0,19 6,61 £0,18 1,81 £0, 20
Gramisterol - 1,17 £0,85 1,02 + 0,09 1,49 1,09
Citrostadienol 2,40 £0,02 - - 0,36 £ 0,17
Cycloartenol - 1,35+0,24 0,79 £ 0,07 2,54 £ 0,51
Methylene cycloartanol 2,34+ 0,03 2,92 +0,04 0,97 +£0,08 1,18 £ 0,83
Ratio B-sitosterol/campesterol 5,47 + 0,17 2,06 +0,02 3,19+0,01 4,44 £0,21
total Stérols (mgKg™" huile) 241,25+ 0,4 760,07 +£2,36 393,78 +3,54 849,40 £ 3,59

Les autres stérols majeurs dans les graines de fruit de A. stipulateum et A.giganteum sont le
Campesterol, Stigmastérol et A5-Avenasterol. Dans les coques, le campesterol et stigmastérol
sont a des teneurs respectives de 14-27% et 10-16%. En revanche nous n’avons pas relevé de
trace de cholestérol, lequel est spécifique aux lipides animaux, mais présent généralement a

des taux bas (1-2%) dans la plupart des huiles végétales.
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Par ailleurs, le ratio [-sitosterol/campesterol pourrait étre utilis¢é comme un index pour
identifier la pureté et authenticité des huiles comme dans le cas du coriandre et cumin noir
[16-18]. Dans I'é¢tude présente, le ratio du B-sitosterol/campesterol est respectivement de 5,5
dans huile de la graine de Aframomum stipulatum et 3,2 dans celle de Aframomum giganteum.
Dans I'huile des coques de fruit les ratios sont respectivement 2,0 et 4,4. Les phytostérols
sont d’un grand intérét du fait de leur activité antioxydante et de leur impact positif sur la
santé [19-22]. De plus, l'analyse de stérols fournit un outil puissant pour le contrdle de la

qualité des huiles végétales et pour la caractérisation des huiles adultérées [20, 22-24].

I11-4.4. Composition en tocophérols

Le tableau I1.14 fournit la composition en tocophérols des graines des deux Aframomum
étudiés.

Les teneurs en tocophérols totaux dans les huiles de graines sont 13,30 mg.Kg™" huile pour
Aframomum stipulatum K. Schum et de 523,20 mg.Kg" pour Aframomum giganteum K.
Schum. Dans I’extrait des graines de Aframomum giganteum, un fort taux en y-tocotrienol (84
%) a été observé. Cependant, dans I’huile de Aframomum stipulatum, le composé majoritaire
de la fraction tocophérol est le y-tocopherol (69%) suivi du 6-tocopherol (17 %) et du a-
tocopherol (13%). On note que les formes y- et 8- des tocophérols naturels sont les plus
importantes dans 1’huile de graines de Aframomum sitpulatum et Aframomum giganteum ;

I’absence de B-tocophérols dans la fraction tocophérol de I’huile de ces graines est remarquée.

Tableau 11.14 : Composition en tocopherols et tocotreienol (%) des graines
de Aframomum giganteum et de Aframomum stipulatum

. A. stipulatum A. giganteum
Tocopherol & tocotrienol p‘ gig -

Graines Graines
a-Tocopherol 13,35+ 0,08 0,57 0,10
v-Tocopherol 69,17 £0,15 14,46 £ 0,16
d-Tocopherol 17,29 +£ 0,37 0,83 £ 0,50
v-Tocotrienol - 84,14 £ 0,25
Ratio Tocopherol/Tocotrienol - 0,19
total tocopherols (mgKg'l huile) 13,30 £ 0,43 523,20 + 3,59
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La prédominance des formes y-, 3-tocophérols et y-tocotrienols dans les fractions tocopherols
des huiles de graines de ces Aframomum permet de conférer un pouvoir antioxydant a cette

fraction lipidique supérieur a son pouvoir vitaminique [25].

I11-5. Etude phytochimique du fruit de Spondias mombin L.

I11-5.1. Evaluation de la teneur en lipides totaux des différentes parties du fruit de
Spondias mombin L.

La caractérisation de la composition du fruit de Spondias mombin L. a donné lieu aux
observations suivantes : la peau (épicarpe) du fruit représente 16 % de la masse totale du
fruit, la pulpe a un poids situé entre 50 et 52 % du fruit sec et le noyau (endocarpe) représente
33 % du fruit sec. A I'intérieur du noyau, se trouvent des amandes qui sont difficiles a
extraire. Ces observations sont proches de celles présentées par Bora et coll. [26]

La figure I1.6 présente les teneurs en lipides de différentes parties de fruit de Spondias

mombin L.
8
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Figure 11.6. :  Teneurs en lipides des différentes parties du fruit de Spondias mombin L.

obtenues par les méthodes soxhlet et ASE

La teneur en lipides est plus élevée dans la peau du fruit (7 %) que dans les autres parties tels
que la pulpe (5,7 %) et le noyau (3 %). La teneur en lipides obtenue par I’extraction au
Soxhlet de la pulpe de fruit (5%) est nettement bien supérieure comparée aux données de la

littérature qui indiquent 2% selon les travaux de Adepoju [27].
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I11-5.2. Analyse de la fraction lipidique des différentes parties du fruit de Spondias

mombin L.

111-5.2.1. Composition en acides gras

Les acides gras libres constituent respectivement 19,1 ; 50,8 et 83,5 % de la fraction lipidique

de la peau, de la pulpe et du noyau de fruit de Spondias mombin L. (tableau I1.15).

Tableau 11.15 : Composition (%) en acides gras des différentes parties des fruits
de Spondias mombin L.

Acides gras Spondias mombin L.

Peau Pulpe Noyau
Acide laurique (C12:0) - 0,9 £0,21 2,7+0,16
Acide myristique (C14:0) 2,2+0,07 3,1 +0,17 1,3+0,11
Acide palmitique (C16:0) 18,8 + 0,45 22,9 +0,22 19,7+ 0,15
Acide palmitoléique (C16:1n7) 2,2+0,11 1,2 +0,07 0,4+0,17
Acide stéarique (C18:0) 3,4+ 0,07 4,5+0,12 4,7+0,09
Acide oleique (C18:1n-9) 35,6 £1,19 33,0 +£0,32 23,6 £0,27
Acide linoléique (C18:2n-6) 10,7 + 0,06 21,4+0,18 44,7+ 1,15
Acide a-linolenique (C18:3n-3) 10,7 £ 0,58 6,2+1,14 0,5+0,21
Acide arachidique (C20:0) 3,4 +0,89 0,7+0,2 0,5+0,17
Acide gadolenique (C20:1n9) 1,4 +0,03 1,1 £0,08 0,4+0,13
Acide behenique (C22:0) 4,2 +0,63 1,7+0,29 0,3+0,18
Acide érucique (C22:1) 0,2 +0,03 0,3+0,17 <0,1
Acide lignocerique (C24:0) 2,4+0,18 1,4 +0,21 0,3+0,14
Acide nervonique (C24:1) 2,0+0,03 0,5+0,2 <0,1
NI 27,92 +2.8 - -
Acides gras saturés 34,4 +£1,63 35,2 £ 1,87 29,5+ 0,69
Acides gras insaturés 62,8 £ 0,86 64,8 £ 2,68 70,5 £ 0,38
Acides gras mono-insaturés (AGMI) 41,4+ 1,25 36,1 £1,31 24,4+ 0,12
Acides gras poly-insaturés (AGPI) 21,4 £0,58 27,6 £0, 45 452+ 0,23
Ratio AGPI/AGMI 0,52 +0,18 0,76 £ 0,02 1,85+0,42
Acide gras totaux (%) 19,1 50,8 83,5




Les acides gras sont essentiellement des insaturés : peau : 63 % ; pulpe : 64 % ; noyau de
fruit : 71 %. Le compos¢ majeur dans la peau et la pulpe de fruit est I’acide olé¢ique a des
teneurs respectives de 35,6 et 33 %. Les acides gras saturés représentent 29 a 34 % ; ’acide
palmitique est le représentant avec une teneur variant de 18,8 a 22,9 %.

A I’exception de I’huile extraite du noyau de fruit qui présente un teneur élevée en acide gras
totaux, les autres organes du fruit donnent de faible valeur en acides gras totaux.

Il convient de mentionner dans la fraction lipidique la présence d’acides gras a longue chaine

tels que les C22 et C24.

Lors de I’analyse du profile d’acides gras de 1’extrait de la peau de fruits de Spondias mombin
L., on observe la présence d’un composé¢ non identifi¢ (NI) qui représente 25 a 33% des
acides gras. Des analyses supplémentaires en chromatographie phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse, nous ont permis d’identifier ce composé de masse moléculaire de 436
comme ¢€tant un hydrocarbure aliphatique saturé formule brute Cs;;Hegs. Le spectre de masse
de ce composé est présenté en annexe (Spectre.1). Cet alcane pourrait étre responsable de
cette consistance de I’extrait lipidique de la peau, la quelle se rapproche de celle d’une cire ou
d’une fraction concréte de matiéres grasses a température ambiante. La présence de cet
hydrocarbure hentriacontane (C;3;Hgs) a été signalé dans la cire de plusieurs especes de plantes

[29].

111-5.2.2. Détermination de la composition en phytostérols

L’identification des stérols par leurs temps de rétention relatif a été réalisée en prenant le
cholestanol comme référence et standard interne. La nature des stérols identifiés est présentée
dans le tableau VI-2. La teneur en stérols totaux est respectivement de 266,91 ; 161,63 et 64,6
mg/100g de matiére grasse de la peau, de la pulpe et du noyau de fruit.

Les stérols majoritaires dans les différentes parties du fruit sont : B-sitosterol, A5-avenasterol,
campesterol, citrostadiénol, stigmasterol, A7-stigmastenol. Le B-sitostérol est majoritaire avec
des pourcentages respectifs de 65,3% ; 68,86 et 73,87 %.

Les traces de cholestérol ont été observées dans les différentes parties du fruit a des taux

inférieurs a 1%.
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Tableau 11.16 : Composition (%) en stérols de [ ’huile des différentes parties du fruit de

Spondias mombin L.

Stérols Spondias mombin L.

Peau Pulpe Noyau
Cholestérol 0,57+ 0,29 0,88 + 0,29 0,60 + 0,02
Campestérol 7,95 £1,72 6,46 £ 0,13 8,42 +0,23
Stigmaterol 1,44 £0,26 1,16 £0,01 7,67 £0,14
B-Sitostérol 65,29+229 68,86+0,30 73,87 +3,03
Stigmatanol - 1,11+ 0,06 0,37+ 0,38
A5 Avénastérol 11,43 £2.9 8,48 £ 0,01 1,01 £0,12
A7 Stigmasténol - 0,48 £ 0,04 0,29 +0,1
A7 Avénastérol - 0,52 + 0,07 0,17 £ 0,09
Citrostadiénol 6,88 £1,84 4,97 £0,82 2,29 £ 0,09
Cycloarténol 3,81 +£0,03 3,79 £ 0,04 6,26 + 2,15
Méthylene cycloarténol 2,58 £ 0,66 3,25+0,9 1,14+ 0,01
Ratio B-sitosterol/campesterol 8,21 £1,5 10,66 1,41 8,78 £0,53
total Sterols (mg/100g huile) 266,91 £8,89 161,63 +6,19 64,61+1,97

L’apport en phytostérol du fruit de Spondias mombin est plus élevé dans la peau de fruit que

dans la pulpe.

I11-5.2.3. Composition en tocophérols

La teneur de I’extrait lipidique de la peau et de la pulpe de fruit de Spondias mombin en
tocophérols est approximativement de 170 et 23 mg/kg, le majoritaire étant le a-tocophérol

suivi du y-tocophérol avec des teneurs respectives de 70,6% et 78,2% dans la peau et de

21,2% ; 21,79% dans la pulpe (tableau II.17).

En plus de leur réle indéniable dans la stabilisation de l’auto-oxydation, les tocophérols
constituent aussi une source alimentaire importante en vitamines. La présence du y-tocophérol
a des teneurs de 21% apporterait un pouvoir antioxydant [30] aux fractions lipidiques de ces

parties de fruits couramment consommeées par les populations.
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Tableau 11.17 : Composition en tocopherol (%) dans la peau et pulpe de fruit de Spondias
mombin

Tocophérol & tocoriénol =Rt Tne IR,

Peau Pulpe
a-Tocophérol 70,65 + 0,07 78,21 £ 1,23
B-Tocophérol 3,66 £0,21 -
v-Tocophérol 21,26 +£0,23 21,79 +£ 0,51
d-Tocophérol 4,43 + 0,37 -
Tocopherols totaux (mgKg™ huile) 178,20 + 0,43 23,4+£0,43

I11-5. 3. Conclusion

En comparaison avec les autres plantes oléagineuses a fort taux de bioaccumulation de lipides
de réserve, les trois parties du fruit explorées ont donnés de faibles teneurs en substances
lipidiques (3 % dans les noyaux du fruit, 6 % dans la pulpe 7 ; 8 % dans la peau en matiere
graisse). Le profil en acides gras de la peau et de la pulpe de fruit présente respectivement
I’acide oléique et palmitique comme composés majeurs de ces fractions, tandis que dans le
noyau du fruit, les acides linoléique et oléique sont en fortes proportions. Le dosage des
tocophérols de la peau et de la pulpe de Spondias mombin revele une prédominance en a-
tocophérol (70 %) laissant entrevoir un potentiel pouvoir vitaminique de ces parties. De plus,
la fraction lipidique de la peau de fruit de Spondias mombin contient une cire constituée d’un
hydrocarbure a longue chaine de formule brute C;;Hes. A notre connaissance, c’est la
premiere fois que cet hydrocarbure que la présence de cet hydrocarbure le untriacentane est

mise évidence dans le fruit de Spondias mombin L.
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I11-6. Etude phytochimique de I’amande de Nephelium lappaceum L.

111-6.1. Evaluation de la teneur en lipides totaux de I’amande de Nephelium lappaceum

La figure I1.7 présente les teneurs en huile de I’amande de Nephelium lappaceum L., obtenues
par les techniques d’extraction au Soxhlet et d’extraction accélérée par solvant (ASE). Au
terme de ’optimisation du procédé d’extraction de I’huile par ASE en utilisant le cyclohexane
(temps d’extraction nécessaire : 4 cycles de 10 min, pression: 100 bars, température :
105°C), la teneur en lipides totaux de la graine collectée a été de 36 %. L’extraction au
Soxhlet, nous donne des teneurs en huile de 35 % avec des temps d’extraction maximum de 6
a 7 heures.

Ces résultats sont en accord avec les valeurs obtenues dans la littérature [30-32] qui

annoncent une teneur en huile de 33 4 42 %.

Teneur (%)

36,8
36,6
36,4
36,2

36

35,8 OSoxhlet

35,6
35,4

B ASE

35,2
35
34,8

Amande Nephelium lappaceum

Figure 1.7 :  Teneur (%) en huile obteneur par les methodes au Soxhlet et par ASE

(extraction accélérée par solvant) de |’amande de Nephelium lappaceum L.

L’extraction par la méthode de Bligh & Dyer a conduit a des teneurs en huile autour de 30 %
alors que I’extraction a froid permet obtenir un rendement de 29 % par rapport a la maticre

seche de I’amande.

111-6.2. Analyse de la fraction lipidique des amandes de fruits de Nephelium

Lappaceum L.
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111-6.2.1. Composition en acides gras

Les lipides extraits des graines de Nephelium lappaceum sont constitués de triglycérides
riches en acides gras insaturés de la série des omega-9. Le profil en acide gras présenté dans
le tableau I1.18 est dominé par I’acide oléique C18:1 (44%), suivi de I’acide arichidique
C20:0 (29 %) ; ces résultats sont comparés avec ceux rencontrés dans la littérature [30, 32,
33]. Les graines de Thailande ont des teneurs €levées en acides ol€¢iques allant jusqu’a 55%.
Les graines de Mexique et du Congo ont une composition trés proche en constituants majeurs
(tableau II.18).

La présence de ’acide arachidique (C20 :0) et de I’acide gadolenique C20 :1 a des teneurs
¢levées dans cette fraction lipidique est d’autant plus intéressante que ces acides gras sont
rares dans le régne végétal. Dans la plupart des autres huiles du régne végétale, ces acides
sont des composés mineurs sauf dans trois plantes Aporrhiza nitida Gilg ; Litchi chinensis ;
Koelreuteria paniculata [33] ou leurs teneurs sont supérieures a 7%. De plus selon certains
auteurs [31] la présence, de ces acides confére a I’huile des propriétés physicochimiques et une
stabilité thermiques. C’est dans le régne animal que I’on rencontre des teneurs élevées en

acide gadolénique: sardine 17 % ; morue 19 %.

Tableau 11.18 :  Composition (%) en acides gras de Nephelium lappaceum du Congo

comparée a celles de graines de Thailande et du Mexique.

Néphelium lappaceum L.

Acides gras Ce travail Graines Gaines
Amande Thailande* Mexique**

Acide myristique (C14:0) <0,1 0,11 nd
Acide palmitique (C16:0) 4,9+0,13 8,77 6,1
Acide palmitoléique (C16 :1n7) 0,6 +0,18 0,96 1,5
Acide stéarique (C18:0) 6,3 +£0,26 7,25 7,1
Acide oleique (C18:1n-9) 447 + 0,47 55,25 40,3
Acide linoléique (C18:2n-6) 2,7+0,32 3,72 nd
Acide a-linolenic (C18:3n-3) 0,3+0,17 0,26 nd
Acide arachidique (C20:0) 28,6 £ 0,58 22,05 34,5
Acide gadolenique (C20 :1n9) 8,1+0,22 nd 6,3
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Acide behenique (C22:0) 2,6 0,03 1,23 2,9

Acide érucique (C22:1) 0,7+0,21 nd nd
Acide lignocerique (C24:0) 0,4+0,19 nd nd
Acide nervonique (C24:1) <0,41 nd nd
Acides gras saturés 42.8 39,41 50,7
Acides gras insaturés 57,2

Acides gras mono-insaturés (AGMI) 54,1 56,21 48,1
Acides gras poly-insaturés (AGPI) 3,0 3,98 -
Ratio AGS/AGMI 0,79 0,70 1,05
Teneur en Acide gras totaux (%) 92

Nd: non déterminer ; (*) : données de Winayanuwattikun [32] ; (*¥*) : données de Solis-Fuentes [33]

111-6.2.2. Composition en phytostérols

La teneur en stérols totaux dans la graine de Nephelium lappaceum est de 294 mg/kg d’huile.
Au total six (6) stérols a été identifiés. Leur composition est reportée dans le tableau I1.19. Le
7-stigmastérol et le 7-stigmastanol sont dominants avec des pourcentages respectifs de
71,61% et 12,86%. La graine de N. lappaceum est une source naturelle et spécifique des A7,
24a-¢éthyl-stérols, constituants mineurs non usuels parmi les stérols des graines des plantes.

On les rencontre plutot dans les extraits de peau de tissus de Curcubitapepo [34].

Tableau 11.19 : Composition (%) en stérols de |’amande de Néphelium lappaceum L.

Stérols Nephelium. lappaceum L.
Amande

Campestérol 2,62 +£0,34

Stigmastérol 71,61 +£10,2

B-Sitostérol 426=+0,14

Stigmastanol 12,86 +£2,29
AT7Avénastérol 1,70 £ 0,63

Citrostadiénol 7,01 £0,07

Ratio B-sitosterol/campesterol 1,62

total Sterols (mgKg™' huile) 294,6 £5,31
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111-6.2.3. Composition en tocophérols

Le dosage des tocophérols par chromatographie liquide a haute performance de I’extrait de
I’huile de Nephelium lappaceum a montré la présence exclusive de a-tocophérol a une teneur
¢gale a 108 mg/kg de matiere grasse. Le a-tocophérol confére a I'huile un fort pouvoir

vitaminique.

Tableau 11.20 : Composition en tocophérol (%) des graines de Nephelium lappaceum L.

Nephelium lappaceum L.

Tocopherol & tocotrienol
Amandes

a-Tocopherol 100
B-tocophérol -
v-Tocopherol -
d-Tocopherol -

total tocopherols (mgKg™ huile) 108 £2,7

111-6.2.4. Conclusion

L’amande de Nephelium lappaceum collecté au Congo présente des teneurs en huile de
I’ordre de 30 a 37%. Son profil acide gras montre trois (3) acides gras majeurs, 1’acide oléique
a 45 %, I’acide arachidique a 30 % et ’acide gadoléique a 8%, un profil quasi-simulaire avec
celui des graines du Mexique. Les stérols totaux constituent 29 % de la mati¢re grasse et le
stigmastérol et le stigmastenol étant les stérols majoritaires. La présence unique de ’alpha
tocophérol a une teneur égale a 108 mg/kg de matiere grasse, confere a 1’huile un pouvoir
vitaminique trés important. La stabilit¢ de cette huile releve du rapport acides gras
monoinsaturés/acides gras saturés en faveur des premiers. Ce rapport est de 'ordre de 1,26.
Nous pensons qu’il est meilleur sans la dégradation hydrolytique des TAG observée pendant
les différents stades de récolte, transport et stockage d’échantillons.

Le rendement élevé d’extraction et la forte teneur en acide arachidique comparés aux valeurs
obtenues pour d’autres huiles du régne végétal ou animal, font de la graine de N. lappaceum

une matiére intéressante pour son utilisation en tant que graine.
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IV- CONCLUSION

Les planches 1, 2, 3 présentent les fruits et graines saisonniers utilisés comme ressources
végétales pour établir la connaissance des constituants organiques majeurs et mineurs de leurs
organes de bioaccumulation des huiles essentielles et de lipides de réserve.

On note que les fruits des deux espéces de Aframomum sont des sources d’huiles essentielles
et de lipides de réserve et peuvent donc étre classé dans les "Aroma-tincto-oleo-crops".

Le fruit de Spondias mombin L. et ’lamande de Nephelium lappaceum L. sont des sources de
lipides de réserve. Les différentes parties du fruit de Spondias mombin présentent un profil
acide gras dominé par les acides palmitique, oléique et linoléique, avec une présence marquée
de I’hentriacontane dans I’huile de peaux de fruits. L’huile d’amande de Nephelium
lappaceum se distingue par sa richesse en acide arachidique C20:0 et acide 11-eicosénoique

C20:1.

O Les Aframomum
Famille de zingiberaceae,

Aframomum stipulatum Aframomum giganteum

&

Fruit
| | | | |
MW ¢ ou r
Peaux M;* m.;:“ Col’qc':x oo Srames
o s 8-1 48 - T 8-12% 40 - 45%
0,15 - 0,2% en HE LO-Z'M"M"E L 0,3 - 0,46% en HE L 1,5-2 % en HE
1 - 1,5% en Lipides 6 - 8% en Lipides 3 - 3,5% en Lipides 16 - 20% en Lipides

* Plantes a huiles essentielles
* Plantes a lipides de réserve ou a huile “"végétale”

#» Classe des Aroma-tincto-oleo-crops

PLANCHE 1 : Présentation des teneurs en huiles essentielles et en lipides de réserve

dans les graines et coques de fruit de Aframomum stipulatum K. Schum

et Aframomum giganteum K. Schum
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Cas: Graines de Aframomum giganteum

Lyophilisation
—> 24 h "“‘".

Hydro-distillation Soxhlet, ASE Soxhlet, ASE
éh 8 h/ 8 h/

1h, 105 °C, 100 ba 1h, 105 °C, 100 ba

Lipides de réserves 1

4-6 %
Soxhlet, ASE
8h/
1h, 105 °C, 100 ba

. /7 Tourteaux Hydro-distillation
délipidés 61

Ao : Huile essentielle 2
ipides de réserves 003 %
l6 - 20 % o

PLANCHE 2 : Schéma d’une libération séquencée de I’huile essentielle et de lipides de

réserve par extraction continue

Deux plantes riches en acides gras

«  Spondias monbin L. » Neéphelium lappaceum L.
Famille de Anacardiaceae Famille Sapindaceae

| 1 1 Amandes
L Pu|P¢ Peaux 37 - 40% en lipides

2,5 - 3% en
. 7-8% lipid
lipides en lipides
I S0 % en £€20:0: C20:1
35% en C18:1n%

4% C18:2n6 33% en £18:1n9 44 % en £18:119
= i 22% en C16:0

23% en Cl8:1n7 19% en C16:0

PLANCHE 3 : Teneur en lipide et en acides gras majoritaires de différentes parties du

fruit de Spondias mombin et de Nephelium lappaceum
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CHAPITRE 111 : Lipotransformation des lipides de
reserve de Néphelium lappaceum L.: etude des
propriétés physiques des binaires en acides gras, en
monoglycérides et diglycérides saturées C20:0 et
monoinsaturés C18:1, C20:1

I- INTRODUCTION

L’industrie oléochimique utilise de nombreuses voies et réactions chimiques de
transformation des huiles ou triglycérides en dérivés oléochimiques. Nous nous sommes
intéressés a ces transformations lipochimiques afin de valoriser la diversité de composition en
acides gras des especes non conventionnelles abordées dans ce travail. Cette étude porte sur
les transformations des lipides de réserve de I’espece N. Lappaceum qui constituera notre
modele d’étude exploratoire du passage des triglycérides natifs vers les triglycérides
homogenes. L’effet de la composition en acides gras avec dans les systémes binaires acides
gras saturés/acides gras insaturés, sur les propriétés physiques et physico-chimiques des
molécules d’acides gras et des monoglycérides sera particulierement étudié. Les acides gras
proviennent des triglycérides natifs et seront transformés en monoglycérides qui ouvrent la
voie de synthese des triglycérides homogenes.

La premiére étape dans la lipotransformation des lipides de réserve de N. Lappaceum est
I’hydrolyse des triglycérides natifs libres selon un procédé breveté par Mouloungui et
Mechling[1]. C’est la méthode par excellence de I’oléobioraffinerie que notre équipe applique
systématiquement aux lipides de réserve de graines enticres des plantes oléoprotéagineuses
industrielles, émergentes ou domestiques avec 1’avantage majeur de la séparation triphasique
des constituants lipidiques majeurs en émulsion. Appliquée aux huiles végétales brutes, semi-
brutes ou raffinées, la répétabilité et la reproductibilité ont toujours été montrées.

La deuxiéme étape est 1’étude de [D’estérification des acides gras natifs en conditions
catalytiques [2]. Les étapes sont menées en milieux organisés constitués de molécules
tensioactives natives (de phospholipides, de protéines membranaires)[3] ou des molécules
générées in situ (mono-, diglycérides) au fur et a mesure que leur concentration augmente [2].
Des formes organisées sont des micelles sphériques, des vésicules, des phases cubiques,

lamellaires, hexagonales... En génie de la réactivité lipochimique, ces structures sont utilisées
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comme des microréacteurs. Elles présentent ’avantage de réaliser les réactions réversibles
lipochimiques dans des conditions expérimentales d’autant moins énergivores que les réactifs
sont localisés et concentrés. La transformation efficace des triglycérides natifs ou libres peut

étre envisagée par couplage de voie bio-catalytique et voie chimio-catalytique.

II- HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES TRIGLYCERIDES NATIFS

Cette voie a été choisie pour libérer les acides gras constitutifs des triglycérides natifs de

I’espece N. lappaceum, premiére étape dans la lipotransformation des lipides de réserve.

[I-1. Etude bibliographique de la réaction d’hydrolyse enzymatique des triglycérides

La réaction d’hydrolyse des triglycérides correspond a la rupture des trois liaisons
carboxyesters €tablies entre les acides gras et la molécule de glycérol dans les triglycérides

(figure I11.1).

CH,0COR ¢H:OH
[] —P '

?HDCDR + HO 3 R'COOH + ?HOH

CH,OCOR' CH,OH

Figure 1. 1 : Réaction d’hydrolyse des triglycérides.

Les lipases sont des protéines qui posseédent une activité catalytique capable d'hydrolyser les
liaisons esters. D’aprés la classification numérique des enzymes, elles adoptent 'EC
3.1.1.314, qui correspond aux triacylglycérolacylhydrolases. Ces macromolécules
appartiennent a la famille des hydrolases (EC 3) qui réagissent au niveau des liaisons ester

(EC 3.1) du groupe carboxylique (EC 3.1.1) des triglycérides (EC 3.1.1.3) (figure I11.2).
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CH,OH

CH,OCOR' CH,OCOR' CH,OCOR'
‘ Lipase Lipase ‘ Lipase ‘ .
CHOCOR" H20 CHOCOR" + R"COOH CHOH + R'COOH ———~ CHOH + R'COOH
‘ ‘ * ‘ iy ‘ 1;20
CH,0COR" CH,OH 00 CH,OH H20 CH,OH
Triglycéride Diglycéride Monoglycéride Glycérol

Figure 1. 2: Mécanisme d’action général des lipases dans la transformation des lipides.

L’utilisation des lipases permet une économie d’énergie car les conditions de pression et
température sont modérées. De plus, les lipases sont des catalyseurs d’origine biologique et
présentent souvent une haute sélectivité.

L’activité catalytique d’une lipase est définie comme étant la vitesse initiale de la cinétique de
la réaction. Cela correspond au nombre de moles d’acides gras générés dans un temps
déterminé. Si la vitesse est divisée par la quantité de lipase introduite, nous parlerons d’une

activité spécifique (AS) exprimé en pmol/min-g ou UL/g (Unité Lipase) :

Anyg

AS ———
mg X At

ou:
Anyg représente la quantité de moles d’acides gras libérés dans un temps At ;
At est I’intervalle de temps dans lequel la vitesse de production du produit est constante ;

mg correspond a la quantité d’enzyme utilisée.

La lipase utilisée ici est issue de la levure Candida rugosa, et fait partie des
triacylglycérolacylhydrolases qui appartiennent a la famille des hydrolases et réagissent
spécifiquement sur la liaison ester du groupe carboxyester [4]. Il a ét¢ montré que cette lipase
présente une bonne activité catalytique [5]. De plus, sa structure tridimensionnelle adopte une
conformation particuliére qui la rend active en s’adsorbant aux interfaces huile/eau [6, 7].
Cette enzyme produite extra cellulairement par Candida rugosa ou Candida cylindracea, est
largement employée comme catalyseur de diverses réactions (hydrolyse, estérification,

transestérification, interestérification) en milieux aqueux ou organiques [8].
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Figure I11. 3: Structure tridimensionnelle de la lipase de Candida rugosa : en rouge [’hélice
a et en bleu les feuilles 5 [9].

Cette enzyme (Figure 3) consiste en une seule chaine polypeptidique de 543 acides aminés
d’une taille moléculaire de 60 kDa, avec une triade catalytique bien définie Ser209-His449-
Glu341. Cette triade est entourée principalement par des acides aminés avec un caractere
hydrophobe et enfermée par un couvercle composé d’une hélice a amphiphile. L’activation
interfaciale de cette enzyme est atteinte par I’ouverture de ce couvercle au-dessus de son site
actif. Il a déja été montré qu’une interface polaire/non polaire est nécessaire de fagon a ouvrir
ce couvercle et a permettre que le substrat soit en contact avec le site actif [10]. Ainsi,
I’activité de cette lipase augmente avec la concentration d’eau jusqu’a un seuil [11]. Ainsi,
travailler en milieu émulsifié¢ constitue un avantage pour la réalisation de ce type de synthese.
Nous avons utilis¢ I’enzyme commerciale Lipolyse CC. Il s’agit d’une préparation industrielle

de la levure Candida rugosa sous forme lyophilisée.

II-2. Partie expérimentale

L’hydrolyse se déroule dans un réacteur de 500 mL constitué d’un bécher en verre muni une
double enveloppe dans lequel circule de I’eau a 37°C. L’agitation mécanique est assurée par
un appareil Sylverson L4RT, 25 g d’huile (triglycérides) de N. lappaceum obtenu selon la
méthode ASE sont pesé directement dans le réacteur et on y ajoute 100 mL d’eau distillée; la
température du réacteur est maintenue a 37°C (température de consigne de la lipase), le
mélange eau — corps gras est mis sous agitation a 750 tr/min.

La lipase de Candida Rugosa est pesée a 1% de la masse de triglycérides et dissoute dans 25
mL d’eau. Aprés 15 min d’agitation, la solution d’enzyme est ajoutée au milieu. Un premier
prélevement est effectué a un instant (to) et la réaction est laissée sous agitation durant 6
heures pour un suivi cinétique. Les premiers prélévements sont effectués aux deux premieres

demi-heures. Les autres sont faites toutes les heures. A cet effet, 100 uL d'échantillon prélevé
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sont dissouts dans 1 mL de cyclohexane, puis 180 pl de cette solution sont silylés par 20 pl
de réactif de silylation (50 pl methyl imidazole dans ImL de Methyl-trimethylsilyl
heptaflurobutyramide).

Apres les 6 heures d’hydrolyse, le milieu réactionnel est refroidi a -4°C pendant 2 heures. 11
est ensuite réchauffé a 50°C puis centrifugé a 6°C pendant 10 minutes a 10000 tours/min pour
séparer la phase organique supérieure (acides gras) et la phase aqueuse (eau, glycérol, lipase).
Une filtration sur un tissu en nylon permet de récupérer la phase organique, qui est a nouveau
centrifugé pour une ¢limination maximale d’eau.

Nous avons utilis¢ de ’huile N. Lappaceum obtenu par extraction selon la méthode ASE.

La phase organique obtenu est analysée par la CPG dans les conditions suivantes : colonne
CP Sil 8CB low bleed MS de Varian (15 m x 0,32 mm x 0,25 um) ; le gaz vecteur est
I’hélium (15 psi en téte de colonne) ; le four : 55°C pendant 0,5 min, puis 45°C/min jusqu’a
80 °C, ensuite 10 °C/min jusqu’a 360 °c et on reste 360 °C pendant 26 min ; le détecteur FID

est fixé 360 °C. L’étalon interne utilisé est I’heptadodécane.

I1-3. Résultats

Les profils glycéridiques et en acides gras de 1’huile sont présentés par les figures I111.4, II1.5

et I11.6.
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Figure 111. 4: Profil glycéridique de I’huile de N. Lappaceum, obtenu par CPG/FID,
colonne CP Sil 8CB low bleed MS de Varian.
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Figure I11. 5: Profil en acides gras de I’huile de N. Lappaceum, obtenu par CPG/FID
colonne CP Sil 8CB low bleed MS de Varian.

=~ 0 W
o o o O
1 1 1 |

—&— Acides gras libres

£ U
o QO
1 1

== Monoglycérides

W
=]
1

Diglycérides

Composition relative (%)
(3%
o
1

—==Triglycérides

=
=]
1

N

0,5 1 2 3 4 6

Temps de réaction (h)

Figure 111. 6: Cinétique de [’hydrolyse de I’huile de N. Lappaceum.

Les résultats de I’hydrolyse enzymatique de I’huile de N. Lappaceum en réacteur en présence
de la lipase Candida rugosa montrent qu’au bout de 6 h, la teneur en acides gras libres atteint
78,9%. La courbe de cinétique de formation des acides gras montre que I’hydrolyse est
compléte en 2h. La concentration des intermédiaires de réaction (diglycérides et
monoglycérides) demeure faible. La teneur en diglycérides varie entre 16 et 12 %. Des

teneurs bien plus faibles en monoglycérides ont été aussi observées (4 a 7%). Des résultats
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similaires ont été obtenus par Ibrahim et coll. [12], sur I’hydrolyse de I’huile d’olive et de suif

en présence de la lipase de Candida rugosa. Les auteurs ont constaté que les di- et

monoglycerides se sont retrouvés a de faibles proportions approchant les 10 a 20 %.

La composition relative en acides gras libres du milieu est reportée dans le tableau III.1.

Tableau 1. 1:  Composition relative en acides gras de [’huile de N. Lappaceum,
composition en acides gras libres de [’huile de N. Lappaceum hydrolysée et
composition en acides gras des monoglycérides et diglycérides contenus
dans [’huile hydrolysée.

Huile de N. Lappaceum Huile de Hareng
Acides aras Huile de N. | Acides Gras Libres 78,9% | (Clupea harengus) [13]
g Lappaceum | Rapport AGI/AGS = 1,76 Rapport AGI/AGS = 3,69
Rapport AGMI/AGS = 1,54 | Rapport AGMI/AGS = 1,54
A. Palmitique (C16:0) 49+0,13 8,18 13,3
A. Stearique (C18:0) 6,3+0,26 0,12 1,1
A. Oléique (C18:1n9¢) 44,7+ 0,47 39,94 14,7
A. Linoléique (C18:2n6¢) | 2,7+0,32 7,65 1,1
A. Arachidique,
(A. eicosanoique) (C20:0) 28,6+0,58 26,63 i
A. Gagoléique
(A. 11-eicosénoique) 8,1 £0,22 16,13 17,9
(C20:1n9¢)
A. Behenique (C22:0) 2,6 £0,03 1,34 -

Monoglycérides 7,7%

Diglycérides 12,6%

PSS e Composition (%) Composition (%)
A. Palmitique (C16:0) 30,840 6,44
A. Stearique (C18:0) 0 0
A. Oléique (C18:1n9c¢) 21,3 70,54
A. Linoléique (C18:2n6c¢) 0 0
A. Arachidique,
(A. cicosanoique) (C20:0) 42,76 0
A. Gagoléique
(A. 11-eicosénoique) 1,62 23,02
(C20:1n9¢)
A. Behenique (C22:0) 3,48 0

Le profil en acides gras obtenus au cours de cette hydrolyse nous présente 2 familles

principales d’acides gras:

— les acides gras a chaines moyennes (I’acide oléique et I’acide linoléique)

— les acides gras a chaines longues (1’acide arachidique et ’acide gadoléique)
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Les acides oléique, arachidique et gadoléique sont les acides gras majeurs du produit
d’hydrolyse avec des teneurs respectives et 40%, 27% et 16%. La teneur en monoglycérides

est de 7,7% ; celle en diglycérides est de 12,6%.

L’originalité de nos travaux est que I’huile de N. Lappaceum hydrolysée est riche en acides
gras a longue chaine saturé (27 % en acide arachidique), et monoinsaturé (16% en acide
gadoleique ou 11-eicosénoique C20 :1). En comparant nos résultats aux données de la
littérature, il apparait que trés peu d’especes, hormis le jojoba, produisent des huiles avec de
fortes teneurs en acide arachidique (tableau II1.2). De plus, dans le cas du jojoba, il ne s’agit

pas de triglycérides mais d’esters d’acides gras et d’alcools gras.

Tableau Il1. 2 : Comparaison des teneurs en en acide arachidique (C20:0) et acide
gadoléique (C20 :1) entre [’huile de N. lappaceum hydrolysée et les huiles
d’autres especes décrites dans la littérature.

Teneur en acide | Teneur en acide
Nom commun Nom scientifique arachidique gadoléique Références
C20:0 (%) C20 :1 (%)
Huile de Nephelium
lappaceum Linn 28,0 16,13 Nos travaux
hydrolysée
28,6 8,1 Nos travaux
Rambutan 22,05 - [14]
Huile de Nephelium 34,32 0,66 [15]
lappaceum Linn 33,1 7,2 [16]
36,5 7,2 [17]
34,5 6,3 [18]
Arachide Arachis hypoga Linn 1,28 1,2 [14]
Noix de coco | Cocos nucifera 0,04 - [14]
Palme Elaeis guineensis 0,23 - [14]
Tournesol Helianthus annuus L. 0,15 0-0,2 [14]
Ricin Ricinus communis L 3,79 - [14]
Jojoba Simmondsia chinensis 28,0-31,0 - [19]
Kusum Schleicheratriguga 15,79 6,17 [20]

La teneur ¢élevée de I’acide 11-eicosénoique est observée dans le régne animal, notammant
chez les poissons : Hareng 17,9%, morue 19,0%. Cette teneur contribue énormément a élever
le rapport r (monoinsaturé/saturé) 1,76 dans I’huile de N. lappaceum en mieux par rapport a
I’huile d’arachide (r 1,5), I’huile de foie de morue (r 1,5), I’huile de sardine (r 1,45) et
I’huile d’olive (r  1,8) [13]. D’aprés les recommandations de la FAO, I’huile de N.
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lappaceum présente une composition en acides gras équilibrée en faveur des acides gras

monoinsaturés essentiels, elle est fonctionnelle voire bioactive.

De I’analyse des résultats, il découle que les mono et diglycérides résiduaires de la réaction de
I’hydrolyse des lipides de réserve sont trés intéressants parce que constitués par des acides
gras essentiels. Ce sont des molécules bioactives pour lesquelles il contient de favoriser leur
production par la voie de synthése chimique. Ceci est d’autant plus intéressant que
I’hydrolyse de I’huile de N. Lappaceum conduit a I’obtention d’un milieu organique plus riche
en acide gadoléique que I’huile de départ (tableau III.1 et tableau II1.2). La différence en
composition en acide gadoléique (C20 :1) avant et apres hydrolyse est probablement due a la
typosélectivité de la catalyse a base de la lipase de Candida rugosa. Cet argument renforce
cette nécessit¢ de production de molécules riches en acides gras essentiels par synthese

chimique.

I11- LES MONOGLYCERIDES, VALEUR AJOUTEE DES ACIDES GRAS EN
LIPOCHIMIE

I11-1. Etude bibliographique

Synthétisés pour la premicre fois en 1853, les monoglycérides sont produits industriellement
par glycérolyse des triglycérides deés 1960. Depuis lors, la synthése de monoglycérides par la
voie chimique a été développée en mettant en jeu différents substrats et réactifs, dont le
glycérol et ses dérivés.

Les procédés de synthese en corrélation avec un type de réaction donné, permettent d’obtenir

des monoglycérides.

On distingue :
— Destérification directe des acides gras par le glycérol (équation 1) ;
— la transestérification des triglycérides par le glycérol (réaction de glycérolyse
(équation 2) ;
— la transestérification des esters méthyliques d’acides gras par le glycérol (équation 3),

— T’hydrolyse de triglycérides ou d’huile ;
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— la condensation des acides gras avec le glycidol ou ses dérivés (équation 5).

1 - Estérfication directe

CH-OH CH;-OCOR  CHp-OCOR E::OHDCDR CH~OCOR
én—on*RcooH Si—on  + rIEw—ocoa o . + H0
~OH &t-ou CHp-OH CH-OCOR -OCOR

G-Irmrd Fatty acid 1-Monoglyceride 1,2-Diglycerde  13-Diglyceride  Triglyceride

2 - Glycérolyse

CHp-OH CH-OCOR CHy-OCOR -OCOR CH;-OCOR
H + R ] H—0OH + —0OCOR + —0OH

SHa-OH &Ha-0COR Hp~OH Crp-OH CH,-OCOR

Glycerol Triglyceride 1-Monoglyceride  1,2-Diglyceride  1,3-Diglyceride

3 - Tramseteérification
CHy=0OH CHy-0OCOR CH;-CCOR CH;-OCOR  CH;-OCOR
H + RCOOMe —> é‘,H-—OH (IJH—-OCCIR + é:H—-OH + OR + MeQOH
Hz=0H éHrGH éH:—OH é.ﬁa-OCGR R
Giycerol  Methyl ester 1-Monogiyceride  1,2-Diglyceride  1,3-Diglyceride  Triglyceride

4 - Hydrolyse
CH;-0COR CHy-0OCOR CH;-CCOR CH;-OCOR mlﬂ
+

CH—OCOR +M0 ==  CH—OH  + GH—OCOR + CH—OH H
J;I-b—OOOR éH:-DH (I:H:-Ol-l é:HrOOOR Ll.Hr-OH

Triglyceride 1.Monoglyceride  1,2-Diglyceride  1,3-Diglyceride Glycerol
5 - Condensation
CHy—OH CHy-OCOR CHy~OCOR CHy~0COR CH;-OCOR
tl;':' + RCOOH == JI:H—OH + I éH—OH éH-—occ
CHy=OH uh-o-H W CH;-OCOR
Glycidol Fatty acid 1-Monoglyceride  1,2-Diglyceride  1,3-Diglyceride Triglyceride

Figure 111. 7 : Différentes voies de synthése des monoglyceérides.

L’estérification directe des acides gras et la transestérification des triglycérides par le glycérol
sont les deux procédés largement préférés pour la production commerciale de
monoglycérides. Ces deux voies conduisent a I’obtention de mélange de mono-, di- et
triglycérides. Les a-monoglycérides sont obtenus avec une teneur entre 40 — 55 %. Pour
augmenter la pureté de ces monoglycérides, une étape supplémentaire de distillation
moléculaire permet d’avoisiner les 90 % en teneur en monoester d’acide gras et de glycérol.

Nous avons choisi dans ce travail de mettre en ceuvre la réaction d’estérification directe des

acides gras par le glycérol.
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Le choix de ces méthodes provient du savoir-faire de I’équipe « Réactivité des agromolécules-
Lipochimie » du laboratoire de Chimie Agro-Industrielle de 'ENSIACET de Toulouse.
L’équipe maitrise la synthése de monoglycérides par estérification des acides gras par le
glycérol [2, 21]. Cette réaction est mise en ceuvre en réacteur « bacth » et en réacteur continu.
La mise en contact des réactifs est favorisée par leur mise en émulsion par le catalyseur acide
qui joue a la fois le role de catalyseur et d’émulsifiant. Un tamis moléculaire permet de

déplacer I’équilibre de la réaction par piégeage de I’eau formée.

Dans ce travail, le choix de travailler avec des acides gras natifs issus de I’huile de N.
lappaceum contenant une haute teneur en acides gras a longues chaines riches en C20:0 et
C20:1 a été fait. L ’objectif est la synthese de monoglycérides purs avec de hautes teneurs en
monoglycérides en C20:0 et C20:1 afin d’en étudier les propriétés physico-chimiques et

physiques.

I11-2. Réaction d’estérification du glycérol par les acides gras de N. Lappaceum

111-2.1. Généralités

La voie de synthése choisie est la réaction d’estérification des acides gras avec le glycérol,
réalisée sans tiers solvant, en présence d’un catalyseur acide, I’acide dodécylbenzeéne
sulfonique.

Les réactifs en présence sont non-toxiques. La réaction est réversible. Elle conduit a la

formation d’eau et de produits glycéridiques (figure II1.8).

OCOR ——OCOR
HO ——OH OCOR
——OCOR
RCOOH * HO ) ’ ’ * * pb—ocor + H20
——OH ——OCOR
——OCOR
HO ——OCOR ——OH
Acides gras ——OH L—OCOR
Glycérol
Monoglycérides Diglycérides Triglycérides

Figure Il1. 8: Réaction d’estérification d’acides gras avec le glycérol.
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Le controle du rapport molaire des réactifs conditionne le rendement et la sélectivité de la
réaction.

Les acides gras et le glycérol sont immiscibles. Dans ces conditions, [’'utilisation de
catalyseurs possédant des propriétés d’agent émulsifiant, comme le DBSA, qui favorise a la

fois la catalyse acide et la mise en contact des réactifs, est une solution efficace [2].
111-2.2. Protocole opératoire
Le mélange réactionnel est placé dans un réacteur de 250 mL muni d’un agitateur mécanique ;

le réacteur est reli¢ a une pompe péristaltique qui communique avec un réacteur colonne

(hauteur = 240 mm, diamétre interne = 25 mm) en inox a double enveloppe (figure I11.9) [2].

Réacteur agité,

M¢lange Acides
gras,
Glyvcérol, Pompe
péristaltique i Produit
‘ \ réactionnel
1 ] L récupéré
-

\

Réacteur colonne

(Tamis moléculaire)

Figure I11. 9: Schéma du montage réactionnel.

Les acides gras proviennent de 1’hydrolyse de 1’huile N. Lappaceum, le glycérol (99,9% pur)
de chez Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). L’acide dodécylbenzéne sulfonique
(DBSA) de chez ACROS et le tamis moléculaire de type 3A extrudé de chez Prolabo - Subra.
Les réactifs sont introduits dans le réacteur agité dans les proportions suivantes : 0,2 mol.
d’acides gras (AG), 0,4 mol glycérol (Gly) et 0,025 mol d’acide dodecylbenzenesulfonique
(DBSA). La température est maintenue a 120°C. Le mélange est agité a 1’aide d’un ultraturax
(vitesse d’agitation en position 5). Une microémulsion monophasique est ainsi obtenue. La
pompe péristaltique est mise en action de fagon a ce que le temps de résidence des réactifs
dans le réacteur colonne (120°C) soit de 45 min et que la durée totale de la réaction de 1h.

Afin de vider enticrement le réacteur colonne, le milieu réactionnel est poussée avec du
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glycérol. Le milieu est récupéré et lavé avec une solution saturée de NaCl (3 fois 100 mL)

dans une ampoule a décanter pour éliminer le glycérol en excés.

111-2.3.  Cinétique d’estérification

Les résultats de la cinétique de 1’estérification des acides gras de N. lappaceum avec le
glycérol, présentés sur la figure I11.10, montrent que le maximum de conversion des acides
gras (80%) est atteint trés rapidement en 20 min, avant le passage dans le réacteur colonne

contenant le tamis moléculaire 3A.

100 -
> 80

> €0 - ==AQG libres

|-

é 40 4 =@=Monoglycérides
= 2 - ) . Diglcérides

(0]
0 S ——— == Triglycérides
0 20 40 60 80

Temps (min)

Figure I11. 10 :  Cinétique de la réaction d’estérification des acides gras de N. Lappaceum
avec le glycerol.

Le profil chromatographique est donné sur la figure III.11.

Acides gras + Monoglycérides

A
( \
mvoits | [ | g g Diglycérides

4004 ' § E:E ( \ Triglvxérides
300«l ' = a

| T s gig

& o 509 _ _

100— 3 g‘; DL}{ %ﬁ g g g

| h\@ : 18 _§1 Az 2 B &

|

40

¥
g

Minutes

106



Figure 111, 11: Profil glycéridique de fin de réaction d’estérification des acides gras de N.
Lappaceum avec le glycérol.

La composition en monoglycérides, diglycérides et triglycérides est alors constante et

maximale (tableau II1.3).

Tableau Il1. 3 : Composition relative en % du milieu réactionnel de [’estérification
des acides gras de N. Lappaceum avec le glycérol.

Composition relative (%) du milieu
TG DG MG AG
Prélévement temps initial 0,8 12,6 7.7 78.9
Prélévement 15 min 0,55 25,3 58,2 16,0
Prélevement 45 min 0,34 25,5 58,9 15,3
Prélevement 60 min 0,24 28,8 57,5 13,5

La réaction se déroule principalement dans le réacteur agité et conduit & un rendement en
monoglycéride supérieur au rendement décrit dans la littérature par Eychenne et coll. [2]. Ceci
est probablement li¢ a la qualité des microémulsions observées durant la réaction. Tout au
long de I’expérience, nous avons observé qu’une fois la température de réaction atteinte, le
milieu réactionnel est devenu homogeéne monophasique, alors que les constituants en
présence, glycérol et acides gras sont immiscibles. Ceci est dii a ’action conjuguée du
catalyseur tensioactif DBSA, des tensioactifs générés in situ et a la température. Ce systéme
réactionnel microémulsionné se comporte ainsi comme un systéme monophasique qui permet
une mise en contact optimale des réactifs. Les phénoménes de diffusion deviennent non
limitant. Le transfert de maticre est favoris¢ L’eau formée au cours de I’estérification
participe a ce systéme microémulsionné et semble étre « compartimenté » et isolé des réactifs.
Cela entraine alors un déplacement de I’équilibre favorisant la production de monoglycérides.

La composition en monoglycérides est donnée dans le tableau 11.4.

Nous remarquons que la proportion en monooléate de glycérol est de 45% et celle en
monoarachidate de glycérol de 26%, valeurs qui sont trés proches de la composition en acides

gras correspondants de départ.
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Tableau I11. 4:  Composition relative (%) en monoglycerides du milieu réactionnel de
estérification des acides gras de N. Lappaceum avec le glycérol.

Temps de o Composition relative
retention (min) Monoglycerides (%) en monoglycérides

16,74 C16:0 43

17,34 C18:2 4,6

17,62 C18:1 449

17,79 C18:0 4,9

18,96 C20:1 12,2

19,16 C20:0 26,4

20,41 C22:0 2,7

La teneur en monoglycéride C20 :1 est légérement inférieure a celle de départ. Elle passe de
16% a 12,2%. 11 est possible que cette différence soit causée par une réactivité légerement
plus élevée de I’acide gadol€ique, acide gras monoinsaturé qui pourrait se retrouver sous
forme de di- et triglycérides en proportion supérieure. La quantification de la teneur en acides
gras dans les triglycérides formés n’a pas ¢été réalisée. La teneur en C20 :1 dans les
monoglycérides est toutefois élevée et digne d’intérét pour I’évaluation des propriétés
physico-chimiques. La présence de ces composés a été confirmée en CPG-SM, dont les

spectres de masse sont consignés en annexes.

I11- ETUDES PHYSICO-CHIMIQUES DES MONOGLYCERIDES DE N.
LAPPACEUM

La plupart des composés a longues chaines hydrocarbonées présentent des formes cristallines
polymorphes qui peuvent varier en fonction de leur nature chimique, de leur environnement et
des conditions de solidification. La notion de polymorphisme indique la possibilité qu’une
substance puisse cristalliser sous différentes formes cristallines pouvant étre plus ou moins

stables.
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IV-1. Monoglycérides et paramétres de formulation

Les monoglycérides sont des esters d’acides gras et de glycérol. Les monoglycérides
constituent 75 % du total des émulsifiants alimentaires. Ce sont des agents de surface
(tensioactif ou surfactifs) composés d’une partic a caractére hydrophobe et d’une partie

polaire a caractére hydrophile (figure I11.12).

OM\/\/\/’“\

TETE HYDROFEILE QUEUE HYDROPHORE
Figure I11. 12 : Schéma simplifié d 'une molécule amphiphile.

Les surfactifs sont des substances dont la molécule posseéde a la fois un groupe polaire et un
groupe apolaire. Le groupe polaire est un groupe fonctionnel qui comporte des hétéroatomes
d'oxygene.

Ce sont ces hétéroatomes qui produisent une forte interaction avec les solvants polaires,
particulierement l'eau. En ce qui concerne le groupe apolaire, il s'agit ici d'une chaine
hydrocarbonée ancrée directement sur le groupe polaire. C'est la dualité polaire-apolaire qui
confére aux surfactifs le caractére amphiphile. Ce terme a été introduit par Winsor [22] a
partir des racines "amphi" et "philos" et signifie textuellement "qui possede une affinité de
deux cotés", c'est-a-dire, vis a vis des substances polaires et apolaires. La plupart des
amphiphiles sont surfactifs parce qu'ils se localisent de préférence a la surface ou a l'interface.
La figure III.13 montre la position par laquelle la molécule amphiphile peut satisfaire sa

double affinité.

INTERFACE huile

-

Partie apolaire

Partie polaire
Figure 111. 13: Modéle d 'une molécule de surfactif et son placement a l’interface.
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La formulation des systémes eau/huile/tensioactif a suscité de nombreuses études au cours du
vingtiéme si¢cle. Bancroft, en 1913, énonce une régle empirique selon laquelle la phase
continue de I’émulsion est celle ou le tensioactif est le plus soluble. I dit spécifiquement que
si la tension de surface entre le liquide A et I’agent émulsifiant est plus faible que la tension
de surface entre le liquide B et ’agent émulsifiant, le liquide A sera le dispersant et le liquide
B la phase dispersée. En 1949, Griffin [23, 24] propose la notion de balance hydrophile-
lipophile (ou méthode HLB, de I’anglais Hydrophilic-Lipophilic Balance). C’est la premicre
méthode numérique qui permet de quantifier 1’affinité du tensioactif pour les phases aqueuses
et huileuses.

Des valeurs de HLB 1 et HLB 20 ont été arbitrairement attribuées a I’acide oléique et a
I’oléate de potassium, respectivement. La méthode consiste a déterminer un nombre HLB au
tensioactif en accord avec une échelle. Cette valeur de HLB dépend essentiellement du
tensioactif et ne prend pas en compte les autres variables de formulation physico-chimique.

Pour calculer les valeurs de HBL des tensioactifs non ioniques, Griffin propose la relation

HEL = H x 10
H+L

Avec H= masse moléculaire de la partie hydrophile. L= masse moléculaire de la partie

suivante :

hydrophobe.

Une autre méthode empirique de calcul de HLB a été proposée par Davies [25]. Dans cette
méthode, on attribue a chaque motif constituant le tensioactif, un nombre caractérisant son
hydrophilie. Le HLB est alors donné par la formule suivante :

HLB=7 + X des nombres des groupes hydrophiles - £ des nombres des groupes hydrophobes.
Les propriétés et les applications sont classées en fonction des valeurs de HLB comme le

montre le tableau I11.5[26].

Tableau I11. 5: Applications des tensioactifs en fonction de la HLB.

HLB Applications

15-3 Anti-mousse

3-6 Emulsifiant (eau/huile)
7-9 Agent mouillant

8-18 Emulsifiant (huile/eau)
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13- 16 Détergent
15-18 Solubilisant

Dans nos travaux, nous nous sommes intéressés aux calculs des valeurs du HLB des acides
gras majoritaires et des monoglycérides correspondants. Ces résultats sont consignés dans le

Tableau I11.6.

Tableau Il1. 6 : HLB calculé d’aprés la méthode de Davies [25].

Composés HLB
Acide oléique (C18:1) 1
Acide arachidique (C20:0) <1
Acide eicosénoique (C20:1) <1
Monoglycéride - C18:1 3,4
Monoglycéride - C20:0 2,8
Monoglycéride - C20 :1 2,8

Ces calculs montrent que les acides gras et monoglycérides obtenus a partie de I’huile de N.
Lappaceum présentent des valeurs de HLB faibles, leur domaine d’utilisation concerne les
anti-mousses et les agents émulsifiants eau dans huile. Toutefois, cette méthode de calcul tres
empirique ne permet pas de différencier et de mettre en évidence les différentes propriétés

physico-chimiques de molécules étudiées.

IV-Coefficient de partage

Le coefficient de partage octanol/eau, appelé LogP ou Kow, est une mesure de la solubilité
différentielle de composés chimiques dans deux solvants. LogP est égal au logarithme du
rapport des concentrations de la substance étudiée dans l'octanol et dans l'eau. LogP =
Log(Coct/Ceau). Cette valeur permet d'appréhender le caracteére hydrophile ou hydrophobe
(lipophile) d'une molécule. En effet, si LogP est positif et tres élevé, cela exprime le fait que
la molécule considérée est bien plus soluble dans I'octanol que dans I'eau ; ce qui refléte son
caractere lipophile, et inversement. Une valeur de LogP = 0 signifie que la molécule est aussi

soluble aussi dans un solvant que dans I’autre.
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Nous avons déterminé les coefficients de partage n-octanol/ eau des acides gras et des a-
monoglycérides correspondants et majoritaires dans I’huile de N. Lappaceum. La méthode

utilisée est une « QSAR » réalisée grace au logiciel Hyperchem™ version.7.01 (tableau IIL.7).

Tableau I11. 7 : Coefficients de partage eau/octanol.

Composés logP
Acide oléique 6,14
Acide arachidique 7.2

Acide eicosénoique 6,94
Monooléate de glycérol 5,36
Monoarachidate de glycérol 6,41
Monoeicosénoate de glycérol 6,15

En comparant les valeurs de logP de acides gras (tableau II1.7), I’acide oléique, I’acide
arachidique et ’acide eicosénoique, a celle des monoglycérides correspondants, a savoir le
monooléate de glycérol, le monoarachidate de glycérol et le monoeicosénoate de glycérol, il
apparait clairement que I'insertion d’un acide gras en position 1 du glycérol conduit a la
formation d’un monoglycéride qui possedent un logP plus faible. L’affinit¢ du monoglycéride
pour les solvants polaires est supérieure a celle de 1’acide gras correspondant. Contrairement
au HLB, le logP est un parameétre qui permet significativement de différencier des molécules
aux caractéristiques proches. Les monoglycérides et acides gras qui sont des molécules
hydrophobes avec des longueurs de chaine alkyles proches peuvent étre discriminés et ainsi
classé par ce parametre logP. Ceci est primordial d’un point du point de vue des applications
visées. C’est un parametre déterminant en formulation d’émulsions contenant des principes

actifs par exemple.

V- CARACTERISATIONS ET PROPRIETES PHYSIQUES

Les industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques utilisent largement les glycérides
en mélanges et exploitent leur polymorphisme afin de protéger ou de libérer des principes
actifs de natures diverses [27, 28] . Par conséquent, une description des différentes structures
formées en fonction du temps et des variations de température ainsi qu’une compréhension

plus générale des comportements thermiques et structurels des mélanges de glycérides est
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nécessaire. Il convient de rappeler que les glycérides sont des molécules naturellement
abondantes utilisées pour le stockage de I'énergie ainsi que pour construire des molécules
dans les systémes vivants. Le mono-, di-, triglycérides sont naturellement en mélanges qui
résultent de I’action des lipases endogenes, action de grande importance biologique. Par
conséquent, les mélanges solides obtenus avec un acide gras a longue chaine tel I’acide
arachidique sont des candidats particulierement intéressants, notamment pour la protection et
la libération contrdlées de molécules d’intérét. La quantité de monoglycérides qui sont des
molécules lyotropes doit souvent étre ajustée dans les mélanges GRAS (Generally
Recognized As Safe) pour obtenir I’effet attendu. L’étude de la cristallisation de glycérides a
fait I'objet d'une abondante littérature qui a permis d'exploiter une grande variété d'outils
expérimentaux [29-33]. Une telle abondance de sources est lice a la large gamme de
glycérides obtenus a partir d'acides saturés ou insaturés, les acides a chaine courte ou longue,

ou méme au nombre de carbones pair ou impair des chaines alkyles.

Le polymorphisme des monoglycérides est dii aux nombreuses possibilités d’empilement des
chaines latérales des acides gras. Différentes formes d’organisation correspondant chacune a
un arrangement particulier des chaines latérales, coexistent. La plus stable est la forme 3. Elle
peut étre déterminée en chauffant 1I’échantillon ; la température caractéristique de sa mise en
évidence correspond a la température de fusion de I’échantillon. Enfin, la conséquence de la
diversité¢ des structures possibles formées est que des mélanges de glycérides peuvent
présenter un comportement complexe et polymorphe vis-a-vis de la température ou du temps.

Ce comportement reste encore inconnu.

Dans ce travail, I’étude physico-chimique du polymorphisme des mélanges d’acides gras et
des monoglycérides riches en acide gras a longue chaine (acide arachidique et acide 11-
eicosénoique) a été menée par microscopie optique a polarisation croisée et par analyse

enthalpique différentielle (DSC).

V-1. Matériels et méthodes

V-1.1. Microscopie optique

Les observations ont été réalisées avec un microscope optique Nikon Eclipse E600 (Nikon

Corporation, Japon) équipé de filtres polarisés et muni d’une platine chauffante Mettler
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Toledo FP82HT géré par une unité centrale FP90. Les images ont été acquises par une caméra
couleur haute résolution a faible bruit CCD Nikon DXM-1200 et analysées en utilisant le
logiciel LUCIA G version 4,8. Les points de fusion des échantillons ont été déterminés en
utilisant le programme de chauffage suivant : Chauffage de 30 °C a 80 °C a 5 °C/min. Des

clichés sont réalisés toutes les 24 secondes, soit une image par degré.

V-1.2. Analyse enthalpique différentielle

Les points de fusion sont mesurés avec appareil DSC Pyris 1 (Perkin Elmer, USA), équipé
d'un systéeme de refroidissement IntraCooler. Le gaz de purge est de I'azote a un débit de 20
mL/min. L’Indium (Tf 156,6 °C) et de l'eau distillée (Tf 0 °C) sont utilisés pour
|'étalonnage de la température. Les données ont €té analysées a l'aide du logiciel Pyris (Perkin
Elmer). Des capsules en acier inoxydable équipés de joints toriques sont utilisées.

L’analyse enthalpique différentielle permet la mesure des variations d’énergie thermique
fournies a 1’échantillon a analyser, par rapport a un creuset vide appelé référence. 11 est donc
nécessaire de disposer de deux creusets identiques régulés en température, contenant
I’échantillon a analyser et le t¢émoin. L’échantillon est placé dans un dispositif dont le principe

est schématisé sur la figure I11.14 :

Four —p
Creuset contenant —
I’échantillon > “ Creuset vide
Echantillon référence
Thermocouples
Ordinateur

Figure I11. 14: Principe de mesure par analyse enthalpique différentielle.

Les deux récipients se trouvent dans un four a température régulé grace a un thermocouple
reli¢ a un ordinateur et controlé par logiciel. La différence entre la température de

'échantillon et celle de la référence, est convertie en flux de chaleur. Dans ce cas, les flux de
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chaleur transmis a 1’échantillon et au récipient de référence sont identiques. L’échantillon
représente de la matiere supplémentaire dans le récipient témoin par rapport au récipient de
référence. La présence de cette matiere supplémentaire et son "inertie thermique" (plus il y a
de maticre, plus il faut de temps pour que I’équilibre thermique se fasse) font que le récipient
témoin ne sera pas a la méme température que le récipient de référence. Le résultat de la
mesure DSC est donc la quantité de chaleur (variations d’enthalpie (AH)) supplémentaire a

fournir au récipient témoin.

La programmation de la température est la suivante : de +25 a -50 °C a raison de 20 °C/min.

Isotherme a -50 °C pendant Smin ; puis chauffage de -50 °C a 80°C a raison de 20 °C/min.

V-1.3. Détermination des points de fusion

Les températures de fusion des composés ont été déterminées par DSC et par microscopie
optique en utilisant une platine chauffante.

En DSC, la température de fusion correspond a la température a laquelle le pic endothermique
de fusion est maximal.

En microscopie, la température de fusion correspond a la température a laquelle le produit

observé entre le porte-lame et la lamelle d’observation a totalement fondu.

V-1.4. Méthode de séparation et purification par chromatographie flash

Afin de disposer d’échantillon de haute pureté en monoglycérides et diglycérides, le milieu
réactionnel obtenu par estérification des acides gras de N. lappaceum a été purifié par
chromatographie flash (Combiflashretrieve, serlabo, Entraigues sur la Sorgue, France). Deux
grammes du mélange sont déposés sur une cartouche de 12 g de silice (diameétre du mm,
200mm de haut). L ¢élution est réalisée avec de I’éther diéthylique au débit de 6 mL/min. Les
fractions de 3 mL sont récupérées en sortie du systeme dans des tubes et le solvant est
évaporé. Les fractions de méme nature sont rassemblées et conservé a I’abri de la lumiére. Le
DBSA tres polaire, donc n’est pas ¢élué et reste en téte de colonne, Il est entrainé en fin
d’analyse par élution avec d’éthanol. La pureté des produits a été vérifi¢e par GPG. Les

résultats sont présentés dans le tableau I11.8.
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V-2. Résultats et discussion

Les compositions de 3 fractions purifiées par chromatographie flash sont reportées dans le
tableau II1.8. Ce tableau donne la composition en acides gras libres, en monoglycérides, en
diglycérides et triglycérides. La fraction diglycérides €¢luée contient 92% de diglycérides et
6,8% d’acides gras. Deux fractions de monoglycérides obtenues 1’état pur (100% de
monoglycérides) présentent des compositions différentes.

La température de fusion est une des plus importantes propriétés physiques d’une substance.
Elle joue un role majeur dans la détermination de la pertinence et l'applicabilité¢ d'une

substance dans des domaines alimentaires et non alimentaires innombrables.

Tableau Il1. 8: Pourcentages molaires des fractions mono et di-glycerides apres
purification par chromatographie flash.

Fraction diglycérides Fraction monoglycéride
(% molaires) (% molaires)

Acides Gras libres 6,8 0,0 0,0
C16:0 0,2 0,0 0,0
C18:2n6c¢ 2,5 0,0 0,0
C18:1n9c 2,0 0,0 0,0
C18:0 0,4 0,0 0,0
C20:1n9c 0,5 0,0 0,0
C20:0 1,2 0,0 0,0
C22:0 0,0 0,0 0,0
Monoglycérides 0,0 100,0 100,0
C16:0 0,0 8,1 5,34
C18:2n6c¢ 0,0 3,2 51
C18:1n9c 0,0 34,5 47,2
C18:0 0,0 0,89 5,2
C20:1n9c 0,0 6,6 10,9
C20:0 0,0 46,7 26,3
C22:0 0,0 0,0 0,0
Diglycérides [ 026 | 0,0 0,0
C16:0 37,4 0,0 0,0
C18:2n6¢ 0,0 0,0 0,0
C18:1n9c 45,7 0,0 0,0
C18:0 0,0 0,0 0,0
C20:1n9c 0,0 0,0 0,0
C20:0 9,5 0,0 0,0
C22:0 0,0 0,0 0,0
Triglycérides 0,6 0,0 0,0
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De nombreux ¢léments structuraux influencent la température de fusion d'un composé
organique. Il s’agit notamment de : la masse moléculaire, le nombre et la configuration des
doubles liaisons, la ramification, la stéréochimie, la présence d'un ou plusieurs groupes
polaires tels que les fonctions hydroxyles.

Les températures de fusion obtenues en fonction des différentes transformations et des
caractéristiques des échantillons sont comparées a certains valeurs trouvées dans la littérature

[34] (tableau IIL.9).

Tableau I11. 9: Caractéristiques et propriétés physiques des différents échantillons.

Echantillons T° fusion (°C) | % C18:1 | % C20:0 |% C20 :1
Huile N. lapaceum (triglycérides) 20 39,9 26,6 8,1
Acide gras N. lapaceum 98,9% 63 39,6 28,3 16,13
Acide oléique * 16 100,0 0,0 0,0
Acide arachidique * 75 0,0 100,0 0,0
Acide eicosénoique * 23 0,0 0 100
Monoglycéride 100% 56 34,4 46,7 6,6
Monoglycéride 100% 51 47,2 26,3 10,9
Monooléate de glycérol 100% * 35 100,0 0,0
Monoarachidate de glycérol 100% * 84 0,0 100,0
Diglycéride 92,6% 65 45,7 9,5
Reconstitution du mélange d'acides gras 28 39,6 28,3
Reconstltu’tl'on du mélange de 51 34,4 46.7
monoglycérides 1
Reconstltu’tl'on du mélange de 19 472 263
monoglycérides 2

(*) : Valeurs selon A. Thomas [34].

Le point de fusion de I’huile de N. lappaceum est de 20 °C. Son hydrolyse conduit a
I’obtention d’un mélange d’acides gras présentant une température de fusion tres élevée de
63°C. Le procédé de synthése par estérification permet I'obtention de mélanges d’a-
monoglycérides de haute pureté, riches en monoarachidate de glycérol et monooléate de
glycérol. Nous avons alors montré, par purification des différentes fractions contenues dans le
mélange réactionnel, que la composition en monoglycérides est un parametre trés important
qui influence la température de fusion. Deux fractions pures a 100 % en monoglycérides, mais

contenant des proportions différentes en monoglycérides (Tableau III.8) possédent des
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températures de fusion différentes. Celle contenant le plus de monoarachidate de glycérol
présente le point de fusion le plus élevé (56 °C). En calculant le point de fusion d’un mélange
de monoglycérides en pondérant les températures de fusion par rapport a la composition
théorique du mélange (températures de fusion du MG-C18 :1 et MG-C20 :0, la température de
fusion du MG-C20 :1 étant indisponible dans la littérature) nous retrouvons les résultats
expérimentaux. Ces résultats ont été obtenus pour les mélanges de « monoglycérides 100% ».
Ainsi la « reconstitution du mélange de monoglycérides 1 » conduit & une température de
fusion de 51°C tres proches des 56°C obtenus expérimentalement, et la « reconstitution du
mélange de mongolycérides 2 » conduit a une température de fusion de 39°C également
proche de 51°C déterminés expérimentalement. Les différences peuvent étre dues au fait que
les propriétés physiques de ces molécules ne sont pas additives et également au fait que le
MG-C20:1 n’est pas pris en compte et joue probablement une influence notable.

Le phénomene est totalement différent en ce qui concerne les acides gras. En effet, si I’on
effectue le méme type de calcul, on trouve des valeurs de température de fusion tres éloignées
des résultats expérimentaux : 28 °C calculé contre 63 °C mesurés pour le mélange d’acides
gras pur a 98 %. Dans ce cas, ’organisation des acides gras est telle que 1’acide gras
possédant le point de fusion le plus €leve, alors qu’il n’est pas majoritaire dans le mélange
(28,3 % pour I’acide arachidique, T°r= 75 °C) stabilise physiquement les acides gras de point
de fusion moins élevé tels que 1’acide oléique (39,6% dans le mélange, T°; 16 °C) et ’acide
eicosénoique (16,3 % dans le mélange, T°= 30 °C).

On remarque que 1’échantillon riche en diglycérides possede une température de fusion tres

proche du mélange riche en acides gras.

I1 est reporté dans la littérature [35] que les températures de fusion des mono- et di-glycérides
qui sont produits a partir des graisses sont en général supérieures de 10 a 20 °C a celle de la
source d’huile Les points de fusion augmentent dans 1’ordre tri-, di-, monoglycérides. Ceci
n’est valable que pour une méme chaine hydrocarbonée de monoglycérides. En effet, dans
notre étude, il s’agit de mélanges de tri-, di-, monoglycérides constitués d’acides gras saturés
(acide arachidique) et insaturés (acide oléique et acide eicosénoique). Ceci rend difficile la
compréhension de phénomenes physiques. Le tableau III.9 montre clairement [’ordre
croissant suivant des températures de fusion : triglycérides < monoglycérides < diglycérides <
acides gras. La différence des températures de fusion entre la source d’huile (considérée
comme mélange de triglycérides) est tres élevée (de 1'ordre de 30 °C) et supérieure aux

tendances décrites dans la littérature [35].
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V-3. Etude du polymorphisme

Graisses et les lipides sont employés dans les denrées alimentaires, cosmétiques, produits
pharmaceutiques, etc... comme la base principale des produits finis, ou en tant que matrices
dans lesquelles les produits cosmétiques, pharmaceutiques et autres produits chimiques sont
dispersés [28]. Les acides gras, et glycérides sont des espéces moléculaires constituantes des
graisses et des lipides qui sont classées en tant que composés a longue chaine [36]. La
cristallisation des graisses et des lipides entraine des implications industrielles d’importance.
Par exemple le traitement des produits finis constitués de cristaux de matieres grasses,
comme le chocolat, la margarine la créme a fouetter, etc., la séparation des maticres grasses
spécifiques provenant des ressources naturelles. Pour diverses utilisations, il ya une nécessité
croissante de développement de technologies permettant I’obtention de graisses de haute et de
basse température de fusion. L’objectif est d’éviter la production de produits trans issus de
I’hydrogénation, ce qui permet de faire face aux nouvelles normes réglementaires mais
¢galement de maintenir une meilleure fonctionnalité par rapport aux produits conventionnels
[37]. Si T'utilisation d’huiles issues du régne animal comme les huiles de poisson est
recommandée grace a la teneur ¢levée en acides gras monoinsaturés essentiels, la production
d’huiles végétales riches en acides gras monoinsaturés potentiellement plus stables
physiquement et chimiquement par la faible teneur en acides polyinsaturés est une voie
originale et intéressante.

Il n’existe aucun composé a longue chaine qui n’est pas polymorphe ; et cette propriété est
plus étendue dans les graisses et les lipides. Par exemple, un triacylglycérol (TAG), un ester
d'acide gras de glycérol, posséde généralement trois polymorphes. Le comportement de
cristallisation du TAG comme la vitesse de cristallisation, la taille de cristaux et de leur
réseau, la morphologie des cristaux et la cristallinité sont directement influencés par le
polymorphisme qui dépend de la structure moléculaire elle-méme, et par plusieurs facteurs
externes comme la température, la pression, le solvant, la vitesse de cristallisation, les

impuretés, etc....

La fusion et la cristallisation différent d'un polymorphe a l'autre puisque chaque structure
cristalline possede une énergie libre de Gibbs différente [38, 39]. La cristallisation et la
transformation des triglycérides polymorphes sont en premier lieu déterminées par la stabilité

thermodynamique, exprimée par 1'énergie libre de Gibbs (G) en fonction de la température. I1
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en résulte que les formes polymorphes avec une valeur élevée de G ont une grande solubilité
et de faibles points de fusion. I y a deux types de polymorphisme chez les glycérides :
énantiotrope et monotrope. Dans plusieurs des cas, le polymorphisme des triglycérides est
monotrope, c'est-a-dire que certaines variétés cristallines sont métastables par rapport a

d'autres, comme le montre a la figure I11.15.

'G?

Liquide

Ta Te Ta T (°C)

Figure I11. 15: Diagramme représentant le monotropisme en terme de variations
d'enthalpies libres des trois variétés polymorphes o, S’ et S (et) du liquide
dont les températures de fusion sont T,, Tget Tz[40].

Ainsi chaque polymorphe montre un unique point de fusion. Les aspects critiques de la
cristallisation a la transformation sont influencés par ces conditions thermodynamiques. A
cause de sa nature monotrope, la transformation polymorphe de la forme la moins stable vers

la plus stable est irréversible en fonction du temps et de la température.
Les transformations qui s'effectuent de la forme métastable a vers la forme instable ' puis

vers la forme thermodynamiquement stable B sont irréversibles [41, 42]. Les transitions de

phase d'un triglycéride simple peuvent étre décrites par le schéma suivant :

iquide

71\

a—a fF —B
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La barriere d'énergie de transformation des triglycérides est relativement faible et les
transitions se produisent dans toutes les phases.

L'existence de polymorphisme complexe résulte directement des différentes possibilités
d'empilement des chaines hydrocarbonées. Dans leur état de plus basse énergie, ces dernicres
sont en forme de zigzag plangire, tous les groupements étant en position trans les uns par
rapport aux autres. Les interactions entre chaines qui résultent des forces de dispersion
s'exercant a petite distance provoquent leur empilement paralléle qui résulte, au niveau du
cristal, en la formation de strates. Les modes d'empilements paralleles sont multiples, ce qui

est a l'origine du polymorphisme des lipides.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude calorimétrique des systémes
réactionnels issus de la transformation de I’huile de N. Lappaceum. La figure III.16 montre le
thermogramme de ’huile constituée de triglycérides dont la composition en acides gras est
dominée par le mélange ternaire acide oléique /acide arachidique / acide 11-eicosénoique.

Les échantillons sont a I’état solide a température ambiante. Ils ont été refroidis a -50°C a
20°C/min, afin de comparer leur comportement physique en les soumettant a un traitement

thermique identique.

Température (°C)

g5 J 8

90 4

95

19,4°C

Figure I11. 16 : Thermogramme de [’huile de N. Lappecaeum.

Les triglycérides présentent 4 pics endothermiques: -34°C, -13°C, 8°C et 19,4°C.
L’hydrolyse de ces triglycérides conduit au mélange d’acides gras dont le thermogramme est

représentée par la figure I11.17.

121



Température (°C)

o T T T T T T T T T T T 1
l -40 -30 -20 -10 [} 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figure l11. 17:  Thermogramme du mélange d’acides gras 98% de N. Lappaceum (39,6%
C18:1;28,3% C20:0; 16,13% C20:1)

Ici, les principaux pics de changement de phase sont différents de ceux obtenus pour le
mélange de triglycérides : -5,4°C, 4°C, 55°C, 59°C, 60°C, 62°C. Le polymorphisme semble
étre ici plus complexe que pour les triglycérides alors que la composition en acides gras est la
méme. La complexité polymorphique du systéme est encore exacerbée en analysant le

mélange de monoglycérides synthétisés (figure I11.18).

W/g

Figure I11. 18 : Thermogramme du mélange de monoglycérides (47,2% MG-C18:1 ; 26,3%
MG-C20:0 ; 10,9% MG-C20 :1) de N. Lappaceum.
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Les pics endothermiques de changement de phase sont encore plus nombreux. Les principaux
sont a -14,9 °C, 2,5 °C, 29,3 °C, 40,7 °C, 49,5 °C, 50,5 °C, 51,7 °C, 53,2 °C, 54,1 °C, 58,7
°C.

Ces analyses montrent que la complexité du polymorphisme croit dans 1’ordre triglycérides —
acides gras — monoglycérides. La longueur et la nature des chaines grasses lipophiles peuvent
étre considérées comme constante car de méme origine. La composition en acides gras est tres
proche pour les trois échantillons. Ces résultats montrent que ’influence de la nature de la
partie hydrophile joue un role prépondérant dans 1’organisation des ces systémes lipidiques.
Le tableau III.10 résume les caractéristiques physiques et chimiques des échantillons étudiés

suivant les compositions et les principaux pics de transition de phase.

Tableau I11. 10: Composition en acides gras majoritaires et caractéristiques thermiques
des échantillons étudiés.

| Compositions (% molaires)

Acides gras Huile N. Acides Gras | Monoglycérides
Lappaceum TG 98% 100%

A. Palmitique (C16:0) 4,9 8,2 53

A.Stearique (C18:0) 6,3 0,1 5,2

A. ORique (C18:1n9c¢) 44,7 39,9 47,2

A. Linoléique (C18:2n6¢) 2,7 7,7 5,1
A.Arachidique (C20:0) 28,6 26,6 26,3
A.Gadol¢ique (C20:1n9c¢) 8,1 16,1 10,9

Rapport acides gras

. L. . 0,72 0,55 0,58
insaturés/acides gras saturés

14,9°C, 2,5°C,

-5,4°C, 4°C, [29,3°C, 40,7°C,
55°C, 59°C, [49,5°C, 50,5°C,
60°C, 62°C |51,7°C, 53,2°C,
54,1°C, 58,7°C

-34°C, -13°C, 8°C

Pics de transition de phase et 19,4°C

Les pics apparaissant aux plus hautes températures pour chaque échantillon sont
caractéristiques de la forme la plus stable de la molécule a ’état solide [43]. Cela correspond
trés souvent a des valeurs trés proches des températures de fusion [44]. En observant les
données des tableaux III.10 et III.11, il apparait que la proportion d’acides gras saturés et

insaturés est proches pour les 3 échantillons.
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Tableau Ill. 11 : Températures de fusion de composés isolés d’apres les données de la

littérature.

Température 2

de fusion (°C) références
Acide oléique 16 [34]
Acide arachidique 75 [34]
monooléate de glycérol 35 [34]
monoarachidate de glycérol 84 [34]
Monoeicosénoate de glycérol Nd
trioléate de glycérol 5,5 [34]
triarachidate de glycérol 78 [43]

Nd : non déterminé

Cependant, I’influence de ces derniers varie en fonction de la nature chimique des
échantillons. Pour les triglycérides (huile de N. Lappaceum), les transitions de phase sont peu
nombreuses et se situe a des températures basses, proches de celles présentées pour les acides
gras monoinsaturés comme I’acide oléique. Au contraire, pour les échantillons d’acides gras
98 % et de monoglycérides 100 %, les transitions de phase sont nombreuses, et se situent a
des températures ¢élevées. L’influence des acides gras a chaines saturées, a plus haut point de
fusion tels que les acides gras monoisaturés, est prépondérante. Il semble donc que la nature
chimique de la partie polaire détermine I’influence physique des monolécules.

L’organisation cristalline des acides gras et des monoglycérides de N. Lappaceum est

confirmée comme I’illustrent les clichés de microscopie a polarisation croisée sur les figures

III.19 et II1.20.

Figure 1. 19 :  Cliché de microscopie optique a polarisation croisée d'un échantillon
d’acides gras 98% de N. Lappaceum, Grossissement x 100.
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Figure 111. 20 : Cliché de microscopie optique d polarisation croisée d’un échantillon de
monoglycérides 100%. Grossissement x 100.

VI-  CONCLUSION

L’hydrolyse enzymatique de I’huile de N. lappaceum révéle une composition en acides gras
insaturés/acides gras saturés = 1,75. La composition de cette huile riche en acides gras
essentiels posséde les qualités requises en alimention et présente une stabilité physique et
chimique ¢levée. Lors de I’estérification des acides gras libérés par hydrolyse enzymatique, le
rendement en monoglycérides C20 :0 et C20 :1 refléte la composition en acide gras de 1’huile
de N. Lappaceum avec un léger enrichissement en acide gras C20 :1. Une réaction est menée
en présence d’eau sans apport de tiers solvant, pour laquelle le contact des réactifs est favorisé
par ’organisation du systéme sous forme d’émulsions et microémulsion. La présence des
composés a longue chaine (C20:0 et C20:1) dans le mélange a de haute concentration pourrait
influer sur les propriétés physiques notamment les températures de fusion qui vont étre assez
¢levées (environ 60°C et méme au deld). L’avantage d’un tel mélange de monoglycérides
obtenu va présenter un faible caractére polaire pour ’ensemble des monoglycérides avec de
faibles valeurs de HLB, et une faible protection a la coalescence, de I’émulsion formée par ce
type de tensioactifs. En outre, le mélange de monoglycérides obtenu offre une stabilité
chimique de la double liaison des monoglycérides C18:1 et C20 :1 vis-a-vis de I’oxydation ou
d’autre type de contraintes physico-chimiques (pH, lumiere, température). Cette protection
physico-chimique serait apportée par la conformation d’monoglycéride C. et la transition
des phases issues d’un tel mélange, observée en DSC. Par ailleurs, le suivi du ratio
insaturé/saturé en synthése du mélange de monoglycérides a longue chaine de carbone permet

de contrdler les structures des mélanges obtenus, et par conséquent controler les propriétés

125



physico-chimiques, en particulier, les propriétés émulsifiantes en vue de I’application visée
notamment dans le domaine agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

Ce travail de lipochimie nous a permis de montrer aussi ’influence des acides gras purs isolés
des huiles végétales pour la synthése des monoglycérides a haute pureté. Leurs propriétés
cristallines révelent un mélange complexe des états cristallins. Des structures polymorphes
sont engendrées par la présence des individus et de leur mélange. L’ originalité du végétal. N.
lappaceum est qu’elle produit une huile a teneur en acide arachidique la plus élevée (supérieur
a celle du Jojoba) et qu’elle présente une teneur en acide monoinsaturé (acide eicosénoique)

comparable a celle du hareng mais plus stable thermiquement a I’oxydation.
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CHAPITRES 1V : Etudes des effets synergiques

Ce chapitre est subdivisé en deux parties :

— Partie 1 : Evaluation de I’activité antioxydante des matrices biologiques natives et de
leurs mélanges homogeénes et hétérogenes (effet du synergisme ou d’antagonisme sur

[’activité antioxydante totale)
— Partie 2 : Evaluation des activités antimicrobienne, antifongique, antiplasmodiale, et

anticancéreuse des matrices biologiques natives et de leurs combinaisons binaires

(effet du synergisme ou d’antagonisme sur certaines activités biologiques)
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PARTIE 1 : EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES

MATRICES BIOLOGIQUES NATIVES ET DE LEURS MELANGES HOMOGENES
ET HETEROGENES (EFFET DU SYNERGISME OU D’ANTAGONISME SUR
L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE TOTALE)

I- INTRODUCTION

A T’issue du chapitre II portant sur la mobilisation, le transfert et la libération séquencée des
huiles essentielles (HE) et des lipides de réserve (LR) a partir d’'un méme organe (coques,
pulpes ouamandes), des questions stratégiques d’ordre scientifique, technologique, et de mise
en formulation se posent telles que la synergie, la propriété biologique, la protection des
huiles vis-a-vis des contraintes physico-chimiques. Faut-il privilégier la formulation de
mélanges des deux familles chimiques HE et LR ou cibler des synergies d’effets biologiques
par structure chimique, fonctionnalité¢ entre les individus a I’intérieur et a ’extérieur de
chaque famille ? Les résultats attendus devraient permettre d’¢largir le spectre d’études des
relations structures chimiques/propriétés/performances biologiques et contribuer a formuler
ces matrices pour un usage alimentaire (graines de bouche), thérapeutique (pommade), ou
simplement pour le stockage de ces matrices huileuses et leur conservation vis-a-vis des
contraintes physico-chimiques.

Les résultats précédents (chapitre II) révélent que les différentes parties (graines et coques)
des espéces A. stipulatum et A. giganteum co-générent a la fois des espéces chimiques
fonctionnelles tel que les monoterpénes, les sesquiterpenes d’une part, les tocophérols et les
tocotriénols d’autre part confirmant que ces matrices ou organes sont des sites par excellence
de bioaccumulation des métabolites secondaires fonctionnels. C’est pourquoi, ces especes
feront I’objet de choix pour 1’étude synergique chimique et biologique.

Deux approches visant a évaluer les effets de synergie des HE et des LR sont entreprises. La
premicre approche vise a préparer et a tester séparément les différentes matrices générées afin
d’identifier les parameétres structuraux favorables a une organisation et a une manifestation
d’activités biologiques. La seconde consiste a préparer des formulations a partir de ces
matrices natives afin de montrer le synergisme ou I’antagonisme de leur activité biologique
dans des systemes émulsionnants générés a base des émulsifiants hydroxylés, des huiles

natives, d’eau et d’autres composés liposolubles conventionnels (minéraux et vitamines).
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Dans cette partie de notre travail, nous étudierons ’activité biologique, en particulier I’activité
antioxydante des matrices natives seules et formulées. Afin d’évaluer cette activité, nous
avons choisi le test avec le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle DPPH pour la simplicité¢ de la

méthode et sa compatibilité avec les matrices biologiques a étudier.

II- SYNERGISME, ADDITIVITE ET ANTAGONISME BIOLOGIQUE : ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE

Le terme synergie signifie "travailler ensemble" en ce sens que [’effet total du mélange
dépasse la somme des effets des composés individuels. L’additivité signifie "travailler ['un
plus 'autre” en ce sens que [’effet total du mélange n’est que la somme des effets des
composés individuels. L'antagonisme signifie "travailler |'un contre l'autre".

Les plantes, les fruits et les 1égumes peuvent différer entre eux notamment par la nature des
composés bioactifs (fig.1) qu’ils contiennent et par les propriétés antioxydantes de ces
composé€s. Souvent, lorsque ce type d’aliments sont consommeés en méme temps, la capacité
antioxydante totale du mélange peut étre modifiée par des interactions synergiques, additives
ou antagonistes entre leurs composantes, ce qui peut en modifier ’action physiologique. Sun
wang et al. (2011) ont montré que lors de la combinaison d’extraits de mires et de haricots
adzuki, des interactions synergiques ont été mises en évidence par différentes techniques
d’analyses a sovoir: FRAP, DPPH, et ORAC[1]. Cependant, aucun changement de

composition n’a semblé se produire dans le mélange.
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Figure IV.1: Structure chimique des principaux polyphénols responsables de [’activité
antioxydante chez les plantes, les fruits, et les légumes.

Les résultats de ces travaux laissent supposer qu’il est important d’exercer un choix
stratégique en sélectionnant des aliments ou en privilégiant une alimentation favorisant les
synergies et en défavorisant les antagonismes au point de vue de I’activité antioxydante.
Depuis la découverte des divers effets synergiques et antagonistes et leur importance dans le
domaine thérapeutique, les interactions entre les agents biologiquement actifs sont devenues
un sujet important pour la recherche scientifique.

Les huiles essentielles des plantes médicinales sont des mélanges complexes par
leur nature. Etant un mélange cela représente un potentiel pour le développement
d’interactions synergiques, additives ou antagonistes.

Les plantes produisent des composés phénoliques pour agir comme des molécules de
signalisation cellulaire, des antioxydants ou des toxines nuisibles a l'invasion. En étudiant les
composants des fruits, l'accent est mis sur les composés phénoliques en raison de leur capacité

antioxydante élevée [2-4]. Il y a un écart entre la capacité antioxydante d'un composé
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phénolique individuel a la concentration dans les fruits et la capacité antioxydante du fruit
entier [5, 6]; car, on a constaté que la capacité antioxydante du fruit entier est supérieur. Les
explications possibles a une telle différence peuvent étre liées aux composés non identifiés
dans le fruit ou a la somme totale de nombreux composés présents dans le fruit a faibles
concentrations, ou encore aux interactions synergiques entre les composés phénoliques.

Lila et Raskin ont étudi¢ 1’additivité ou la potentialisation synergique en termes d’endo-
interactions ou interactions au sein de la plante, les quelles peuvent modifier les effets
pharmacologiques et en termes d’exo-interactions, interactions entre les composants et/ou les
principes actifs non li€s au sein de la plante [7]. Le synergisme des antioxydants grace a des
exo-interactions a connu une certaine attention. Yang et Liu ont rapporté que la combinaison
d'un extrait de pomme et de quercétine 3-B-D-glucoside présente une activité antiproliférative
synergique vis-a-vis des cellules cancéreuses du sein [8]. La combinaison d'extraits de soja,
de luzerne phytoestrogéne et d’extraits d’acérola de cerise, fonctionne en synergie pour
inhiber l'oxydation des LDL in vitro [9]. Liao et Yin ont démontré que les combinaisons
d'acide alpha-tocophérol et/ou ascorbique avec l'acide caféique, la catéchine, I’épicatéchine, la
myricétine, 1'acide gallique, la quercétine et la rutine ont une activité antioxydante plus élevée
que chacun des ces composés pris isolement pour 1’oxydation des lipides [10]. Parker et al.
ont montré des interactions synergiques entre certains mélanges de rutine, d’acide p-
coumarique, d'acide abscissique, d'acide ascorbique et un mélange de sucre en utilisant la
résonance paramagnétique ¢lectronique (RPE) et la technique ORAC [11]. Le synergisme des
antioxydants semble se produire entre une grande variété de composés ou d'extraits ; d’ou la
nécessité d’une recherche supplémentaire pour explorer les endo-interactions au sein d’un
aliment spécifique.

Aujourd’hui, il y a un intérét a I'¢laboration ou a la découverte des agents de conservation
naturels et efficaces[12]. Les approches incluent l'utilisation des extraits [13, 14], des
composés phénoliques [15], ou des mélanges de composés [16] comme des agents
antimicrobiens. Comprendre les mécanismes derricre la fonctionnalit¢é des mélanges
d'antioxydants potentiels est important pour leur potentiel de développement en tant que
conservateurs.

De ce qui précede, on constate que les études de la littérature déja réalisées ont fait I’approche
a partir d’un antioxydant individuel, ce qui n’est pas de nature a accéder aux effets bénéfiques
des mélanges d’aliments, puisque les constituants bioactifs dans les plantes, légumes ou fruits

comestibles sont toujours ingérés sous forme de mélanges naturels [17].
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Dans cette partie du travail, I'approche proposée consiste a partir des matrices natives
constituées de mélanges homogenes ou croisés (huiles essentielles et/ou huiles de réserves)
des fruits sélectionnés et de rechercher la synergie éventuelle en processus exo-interactions
tout en essayant de remonter au synergisme des endo-interactions par I’intermédiaire d’un
antagonisme issu de la formulation de matrices natives. En particulier, ’activité antioxydante
entre les mélanges homogenes et hétérogeénes a partir des différents organes (coques ou
graines) des fruits de Aframomum qui sera évaluée. Un modele d’antagonisme sera étudié

pour tenter d’expliquer la nature des interactions mises en jeu.

I11- PARTIE EXPERIMENTALE

I11-1. Evaluation de ’activité antioxydante : test avec le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle
(DPPH)

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (capteur de proton) est un radical libre, stable au cours du
temps et largement utilisé pour évaluer 1’activité antioxydante d’un composé quelconque [18,
19]. Le radical DPPH en solution est coloré en violet, en présence d’antioxydant (donneurs de
proton) ; le radical DPPH est réduit en formant une liaison moléculaire stable. Le produit
réduit présente une coloration qui tire vers le jaune. On mesure par la méthode
spectrométrique UV a 517 nm, la diminution de coloration de la solution qui est
proportionnelle a la quantité d’antioxydant.

L’¢évaluation de cette activité qui mesure le pourcentage d’inhibition de 1’échantillon vis-a-vis
du DPPH, s’est fait sur les extraits non volatils (lipidiques) et les huiles essentielles. Le

protocole utilisé est celui de Masuda et Dina [20, 21].

I11-1.1. Test des extraits non volatils (lipides)

Dans un tube en plastique, 2,5 mL d’extrait de concentration 50 pg/mL sont mélangés a 950
pL d’une solution méthanolique de DPPH (5 mM). Le mélange réactionnel est agité
vigoureusement a 1’aide d’un vortex (agitateur mécanique) et abandonné pendant 30 minutes
dans I’obscurité. Le contenu est ensuite transféré dans un microtube en quartz. L’absorbance
est mesurée a 517 nm a ’aide d’un spectrophotometre UV-Visible. L’absorbance du blanc est

obtenue en remplagant la solution a tester par une solution méthanolique a égal volume.
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111-1.2. Test des extraits d’huiles essentielles

La méthode est pratiquement la méme que celle utilisée pour les extraits non volatils, sauf
qu’ici, nous avons utilisé 50 pl d’huile essentielle diluée a 1’éthanol mélangés a 2,5 mL d’une
solution méthanolique de DPPH (5 mM). Chaque échantillon d'huile est préparé a différentes
concentrations allant de 10 mg/mL & 200 mg/mL dans I'éthanol.

Le pourcentage d’inhibition (I %) est calculé comme suit :

{ Absorbance du temoin — Absorbance de l'echantillon)x 100

1% =
Absorbance du temoin

L’activité antiradicalaire est aussi exprimée en concentration efficace a 50% (Clsp). La Clsy
est la concentration de I’extrait ou de I’huile essentielle en pg/mL de DPPH, pour laquelle la
diminution d’absorbance atteint 50 % de I’absorbance d’un blanc. La Clsy permet de
comparer 1’activité¢ des différents composés antioxydants. 11 est a noter que plus la Clsy est
petite, plus I’antioxydant a une activité importante. La valeur de Clsy est obtenue par

extrapolation linéaire.

Masse de composé testé (en pg. mL — 1 de DPPH)

I 50 = -
% d inhibition

I11-2. Matrices natives et méthodes de libération

Les graines et les coques des espéces A. stipulatum et A. giganteum ont été sélectionnés pour
I’¢tude de la synergie de leurs huiles essenticlles et celles de lipides de réserve comme
matrices biologiques natives. Plusieurs méthodes de libération ont été testées pour 1’obtention
des huiles essentielles (Hydrodistillation) et des lipides de réserve (ASE et Soxhlet). Le
principe des techniques de libération et les conditions opératoires ont été décrites et détaillées

précédemment (voir chapitre II).

I11-3. Formulation des matrices biologiques natives

L’huile essentielle est mélangée et homogénéisée avec la phase lipophile (émulsifiant).
Ensuite le mélange est ajouté lentement a la phase aqueuse (eau déminéralisée) dans laquelle
le sulfate de zinc (ZnSO4.7H,0), I’ascorbate de sodium (CsH;NaOg) et I’acide brassilique

(C13H2404) sont préalablement dissouts ou mélangés. L’ensemble est homogénéisé avec un
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Ultra-turrax (11000 trs/min) pendant 10 min a température ambiante et pression
atmosphérique. Le laurate de sodium (solide cristallin a température ambiante) est fondu a 34
°C (température de fusion) avant le mélange avec la phase aqueuse. Dans toutes les
préparations, 1’huile essentielle constitue 5% en masse de la formulation finale. La figure 2

schématise les différentes étapes du protocole opératoire [22].
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Figure 1V.2: Schéma illustrant le protocole opératoire de la formulation [22].

IV- RESULTATS ET DISCUSSION

IV- 1. Evaluation de I’activité antioxydante (test DPPH)

IV-1.1. Matrices natives individuelles

Les résultats relatifs a I’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits lipidiques
des deux especes sélectionnées a partir des différents organes sont présentés dans le tableau 1
et comparés a deux molécules antioxydantes de référence : le trolox, un antioxydant
synthétique et 1’acide caféique, un antioxydant naturel.

Les huiles essentielles et les extraits lipidiques obtenus des graines d’A. stipulatum présentent
des valeurs de ICsy respectivement 135 et 116 mg/L, alors que a partir des coques les 1Csg
sont de 721 mg/L pour I’huile essentielle et de 110 mg/L pour I’extrait lipidique.

Les extraits des graines de A. giganteum présentent des ICso de 763 mg/L pour ’extrait

lipidique et de 49 mg/L pour I’huile essentielle. Les valeurs ICs des extraits de la coque de A.
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giganteum sont 284 et 620 mg/L respectivement pour 1’huile essentielle et 1’extrait lipidique.
Les extraits lipidiques de graines et coques de A. stipulatum montrent des valeurs ICsg
inférieures a celles des extraits lipidiques de A. giganteum. Quant aux activités des huiles
essentielles des graines et coques de A. giganteum, les valeurs ICsy sont supérieures a celles

de A. stipulatum (tableau IV.1).

Tableau IV.1: Activité antioxydante des matrices natives des especes
A. stipulatum et A. giganteum avec le DPPH.

Référence ICso mg/L
Trolox 16
Acide caféique 9
Espéces Organe | Extrait lipidique Huile essentielle

A. stipulatum | Graines 116 135
Coques 110 721
A. giganteur Graines 763 49
Coques 620 284

Par ailleurs, les activités obtenues avec les huiles essentielles de coques de fruits de chaque
espece ¢étudiée restent trés faibles par rapport aux références. L’huile essentielle extraite a
partir des graines d’A. giganteum présente une activité remarquable 3 fois moins que le
Trolox et 5,4 fois moins que I’acide café¢ique. Cette activité pourrait étre expliquée par la
présence d’alloaromadendrene, B-Eudesmol ou du mélange d’autre composé sesquiterpene
hydrocarboné non présent dans le profil chimique des autres matrices (voir Tableau II.11,
Chapitre II).

Etant donné que I’huile essentielle est un mélange des composés appartenant & des familles
chimiques diverses, la variation des valeurs moyennes de ICsy des différentes huiles
essentielles des Aframomum serait due a leur composition chimique. En général, les huiles
essentielles riches en composés oxygénées présentent une activité anti radicalaire plus
marquée que celles a terpénes hydrocarbonés [23]. En effet, les huiles essentielles d’A.
giganteum sont plus riches en composés mono- et diterpénes oxygénées (graines 23,66 % et
coques 59,49 %) que celles de A. stipulatum (graines 17,99 % et coques 58,05 %).
Néanmoins, la manifestation de ces activités n’est pas cohérente avec I’hypothese ci-dessus et

peut étre due a la présence de certains composés particuliers ou a leurs effets de synergie.
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L’activité antioxydante des extraits lipidiques pourrait s’expliquer par la présence des
composés terpéniques oxygénés identifiés (voir chapitre II) et aussi par la présence des
constituants mineurs tels que les polyphénols (tocophérols), qui bloquent la production des
radicaux libres [24]. mais les faibles valeurs de ICsy pourraient étre due a la teneur respective

de ces composés dans les extraits [25, 26].

I11-1.2. Mélanges croisés

L’activité antioxydante des extraits lipidiques des graines et des coques de deux especes de

Aframomum est présentée dans le tableau IV.2.

Tableau IV. 2: Evaluation de [’activité antioxydante totale des mélanges croisés d’extraits
lipidiques des graines et coques de A. stipulatum et de A. giganteum
compareés avec celle des matrices natives individuelles.

Irjlélange Extraits lipidiques ou mélange d’extraits lipidiques | ICso (mg/L)
Coques A. giganteum 874
Graines A. giganteum 845
Coques A. stipulatum 862
Graines A. stipulatum 853
1 Coques A. stipulatum + Coques A. giganteum 996
2 Graines A. stipulatum + Coques A. giganteum 1187
3 Coques A. stipulatum + Graines A. stipulatum 1218
4 Coques A. giganteum + graines A. giganteum 1589

Des activités antioxydantes antagonistes ont ét€¢ observées aprés le mélange des différents
extraits.

Pour une concentration fixée a 1,5 mg/mL d’extrait huile dans le méthanol, tous les extraits
d’huile nous ont présenté une activit¢ moyenne de 886 mg/L face a une solution de DPPH
5mM. L’extrait de I’huile de graine d’A. stipulatum associ¢ aux extraits de coques d’A.
stupilatum présente une activité (1187mg/L) similaire a son association avec I’extrait de
coques de I’espéce A. giganteum (1218mg/L). La combinaison des huiles extraites des graines
et coques de I’espéce A. giganteum présente la plus faible inhibition (1985 mg/L) du radical
DPPH. Ce résultat significatif d’extraits lipidiques de A. giganteum pourrait étre expliqué par

un effet d’antagonisme entre les différents constituants biologiques mineurs de la coque et

140



celles de la graine, issus de métabolite secondaire, puisque les extraits lipidiques présentent
individuellement une meilleure activité antioxydante (tableau IV.1 et IV.2).

Un léger antagonisme est aussi observé pour le mélange n°l. Dans tous les cas, on constate
d’aprés I’activité antioxydante totale mesurée que les mélanges possédent un effet antagoniste
plus ou moins marqué que les matrices individuelles. Il est important de ne noter qu’aucun
effet de synergisme est observé pour les mélanges préparés. Ces résultats in vitro confirment
que I’approche traditionnelle (consommation de ces fruits sans la coque et les graines) est
satisfaisante, puisque le mélange des huiles natives des chaque partie (coque et graines)
renferme des composés bioactifs (voir chapitre II) dont le mélange favorise I’effet

d’antagonisme montré¢ par I’activité antioxydante totale des mélanges préparés.

I11-1.3. Mélanges hétérogenes

A l'issu de ce criblage biologique, I’huile essentielle extraite des graines de A. giganteum a
réveélé D'activité antioxydante la plus intéressante ; c’est ainsi que [I’huile essentielle des
graines de A. giganteum est retenue comme candidat pour étudier les interactions
d’antagonisme a travers des essais de formulation.

La formulation consiste a fabriquer des mélanges hétérogenes stables possédant des propriétés
spécifiques, en mélangeant différentes matiéres premieres. La formulation comprend
généralement un ou plusieurs composés actifs et différents additifs (vitamines, colorants,
aromes, eau, solvants, adjuvants, minéraux, charges, conservateurs...). Selon la nature
chimique, la polarit¢ et la structure des ingrédients de la formulation, on distingue les
systemes de séquestration ou d’encapsulation des huiles essentielles a base d’émulsions. Ces
systemes émulsionnants basés sur 1’assemblage moléculaire hydrophobe/hydrophile réduisent
les interactions physico-chimiques entre les divers ingrédients limitant ainsi leur mobilité dans
le mélange. Cependant, elle est réversible sous l’action d’une contrainte physique (T°C,
lumiére, humidité) ou chimique (pH, oxydation, enzyme), permettant ainsi la libération des
composés actifs et par suite leur action biologique.

Le développement de formulations permettant d’obtenir 1’absorption contrdlée et ciblée de
substances actives est toujours d’un grand intérét. Depuis quelques années, un des axes
principaux de la recherche dans le domaine de la microencapsulation concerne les vecteurs
nano et microparticulaires de nature polymérique ou lipidique. Les systemes de formulations

sont nombreux et variés [27, 28] aussi bien dans leur composition que dans leur mode
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d’obtention. Les paramétres qui gouvernent leurs propriétés physicochimiques sont tout aussi
nombreux.
Trois types de formulation a base de trois émulsifiants (figure IV.3) ont été préparés et leur

activité antioxydante a été testée [22].

a) formulations a base de tensioactif neutre (ricinoléate de glycérol éthoxylé ou Bredol 696
nom commercial, grade alimentaire),
b) formulations a base de tensioactif amphotére (phosphatidylcholine ou Iécithine),

c) formulations a base de tensioactif anionique (laurate de sodium).

Ricinoélate

Ricinoléate de glycérol ethoxyle (Bredol 6968)

Phosphate || Choline
Acide gras insature o
Oleoyl o o v

M.
L : O,F' ~o_lIL/ ;t\
Palmitol Acide gras saturé Glycerol
Phosphatidylcholine (lécithine)

/\/\/\/\/\)\O_ Na+

C,_H__NaO,
(Laurate de Na)

Figure 1V.3 : Structures chimiques des trois émulsifiants mis en ceuvre dans la préparation
des formulations [22].

Figure 1V.4 : Photos de quelques formulations préparées avec [’huile essentielle extraite
des graines de |’espece A. giganteum
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Tableau IV.3 : Différentes mélanges hétérogenes (formulations) préparés avec [’huile essentielle extraite des graines

de [’espéce A. giganteum. (% massique).

Formulation

Ingrédients (%) F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
Bredol 25 - - 24 30 30 30 10 30
Lécithine - 25 - - - - - 10 -
Laurate de Na - - 25 - 20 - 20 10 20
Acide brassilique - - 8 - - - 8 -
Huile essentielle 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Eau 70 70 70 53 37 55 37 47 37
Ascorbate de Na - - - 6 8 6 - 6 8
ZnS04.7H,0 - - - 4 - 4 8 4 -
Observations
Aspect physique hl}a; (iitr:f’;l pate tritil(il;)il(in ¢ pate hztrtlérgiel hydrogel | hydrogel creme hydrogel
Odeur masqueée p artiellen,lent non. masquée | masquée | masquee | masquée bien . masquée

masquée masquée masquée

Couleur blanche jaunatre incolore | blanche beige blanche | blanche | jaunatre Beige claire
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L’aspect physique ainsi que la texture des trois systémes de formulation sont différents. Un
hydrogel laiteux est observé avec le ricinoléate de glycérol éthoxylé (Bredol), une émulsion
lipidique jaunatre dans le cas de la lecithine, et une microémulsion translucide dans le cas du
laurate de sodium (figure 4).

Du point de vue olfactif, ’odeur de I’huile essentielle était masquée dans la préparation avec
la 1écithine, moins masquée dans celle avec le Bredol, forte flagrance dans la préparation avec
le laurate de sodium. Ces différents aspects physiques et olfactifs sont relativement dus aux
types d’interactions physico-chimiques générées dans chaque meélange. En effet, le Bredol est
un polymere qui en présence de 1’eau forme des liaisons d’hydrogénes produisant ainsi un
hydrogel visqueux (figure IV.4). D’autre part, sa structure amphiphile lui permet de tisser des
liaisons d’hydrogénes avec les composés (principalement hydroxylés) volatils de 1’huile
essentielle réduisant ainsi leur odeur dans le mélange. Dans le cas de la lécithine, une
émulsion huile dans eau (H/E) est formée en présence d’eau et I’huile essentielle, par la
séquestration de I’huile au sein d’une double couche lipidique organisée autour d’un coeur
hydrophobe (ici, I’huile essentielle) avec l’eau comme phase continue. Ce systéme
émulsionnant d’encapsulation (H/E) permet le masquage d’odeur de I’huile essentielle. Quant
au laurate de soduim, sa structure anionique (fig.3) ne lui permet pas de créer des liaisons
d’hydrogenes, pourtant il entraine la formation des cristaux liquides a organisation lamellaire

en présence d’eau (figure IV.5) ce qui est confirmé par les analyses microscopiques par la

présence des croix de malt en 2D.

Croix de Malt

Figure IV.5: Cliché de microscope optique en polarisation croisée de la formulation F3
montrant [’organisation lamellaire (crois de Malt) du laurate de sodium dans
une émulsion huile/eau. Grossissement x 100.

L’activité antioxydante de certaines formulations a été évaluée face au DPPH et les résultats

consignés dans le tableau I'V.4 sont ceux pour lesquelles la valeur de ICsy a pu étre calculée.
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Notons que, la valeur ICsy de I’activité antioxydante de certaines formulations n’était pas
exploitable vu I’aspect et la complexité du mélange d’une part, et la possible synergie de
certains ingrédients de la formulation avec le DPPH d’autre part. Des valeurs d’absorbance
supérieures a celle du DPPH seul ont été obtenues, et a cet effet, le calcul des ICs, était
impossible.

La formulation F4 montre une activité antioxydante nettement plus faible comparée avec
I’huile essentielle native. En effet, cette formulation contient en plus de I’huile essentielle de
I’ascorbate de sodium (tableau 3) un antioxydant puissant. Cependant, sa valeur antioxydante
est 12 fois moins faible que I’huile essentielle seule. Aussi, cette formulation contienne un
diacide (acide brassilique) et un minéral chargé (Zn”"), qui participeront a la complexation des
composé€s oxygénés de I’huile (monoterpenes et sesquiterpénes oxygénés) par des liaisons
hydrogenes et électroniques respectivement. Ce caractére complexant diminue la mobilité et
I’effet biologique des composés actifs présents dans 1’huile essentielle d’A. giganteum sans
oublier le role du Bredol cité ci-dessus. Ce résultat confirme I’antagonisme entre I’huile et les
divers constituants de la formulation. Dans le cas de la formulation F6, la valeur de 1’activité
antioxydante est presque 2 et 23 fois plus faible que la formulation F4 et I’huile essentielle
native respectivement (tableau IV.4). En effet, I’absence du diacide dans le mélange augmente
I’antagonisme entre les divers constituants de la formulation conduisant a la diminution de la

valeur de I’ICsy.

Tableau IV.4 : Activité antioxydante des antioxydants de références, de I’huile essentielle
de A. giganteum, et des différentes formulations réalisées avec le test DPPH.

Echantillon ICso (mg/L)
Trolox 16
Acide caféique 9
Catéchine 17

HE A. giganteum 49

F4 597

F6 1149

D’apres les résultats obtenus sur les trois types de mélanges ci-dessus, un ordre décroissant de
’activité antioxydante totale pourra étre établi comme suivant: matrices natives individuelles

> mélanges hétérogeénes > mélanges homogenes. Ce classement montre bien que les mélanges
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homogenes ou hétérogénes conduisent & une diminution de D’activité antioxydante totale
comparée a celle des matrices individuelles. Cependant, ’antagonisme antioxydant dans le
cas des mélanges hétérogenes (formulations) est 1égerement inférieur a celui des mélanges

homogenes.

Il faut noter que les polyphénols (non analysés dans cette étude) des huiles natives sont les
responsables majeurs de I’activité antioxydante des plantes, des fruits, des légumes et autres
types d’aliments [29, 30]. La corrélation positive entre les composés phénoliques totaux et
I’activité antioxydante des huiles essentielles et les aliments a été reportée [31].
L’antagonisme antioxydant apparent des mélanges hétérogenes est probablement dii a un
changement de profil des composés phénoliques grace aux systemes complexes mis en jeu

telles que I’émulsification et la complexation.

a) Modeéle des emulsions

Une émulsion est une dispersion colloidale de deux liquides non miscibles 1'un dans ’autre
tels que I’eau et I'huile, a laquelle on ajoute généralement un agent de surface (tensioactif ou
émulsifiant). Le processus de dispersion consiste a cisailler 'une des phases dans 1’autre de
maniere a former des gouttes dont la taille peut varier de 0,1 pm a environ 10 pm. Les
émulsions simples sont formées de gouttes liquides dispersées dans une phase continue.

Les émulsions doubles (appelées aussi multiples) sont des émulsions particuliéres, dans le
sens ou la phase dispersée est elle aussi une émulsion. Ces émulsions (simples ou doubles)
(figure 6) sont qualifiées de « directes » ou « inverses », selon la nature aqueuse ou huileuse
de la phase continue [28]. Il est important de noter que les mélanges hétérogeénes préparés

dans ce travail sont des émulsions de type huile dans eau.

EMULSIONS SIMPLES EMULSIONS DOUBLES

) ® O O o © .
OO @ @ [ b
25
ON0 @ e
Dharecte Inverse Dhrecte Inverse

[ ]| Huile I:I Eaun

comme phase continue.

Figure IV.6 : Schéma simplifié des émulsions simples et doubles avec I’huile ou I’eau
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Il est connu que les émulsions sont des systémes de séquestration et de protection qui
réduisent fortement les interactions physiquo-chimiques et les échanges de la phase non
continue avec le milieu exterieur limitant ainsi tout type de synergisme de la phase séquestrée.
Ce mode¢le d’antagonisme est encohérent avec le masquage observé de 1’odeur et la baisse de
I’activité antioxydante de I’huile essentielle extraite des graines de I’espéce A. giganteum

apres sa formulation.

b) Modéle de complexation

La complexation des composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, flavonols,
vitamines, etc.) vis-a-vis des métaux bi ou trivalents a ét¢ largement étudiée dans la littérature
[32-37]. En effet, en présence de cations les composés phénoliques des huiles essentielles et
lipidiques des plantes, des fruits, et légumes joueront le role des agents chélateurs ou ligands.
Leur force de chélation dépend des parameétres physico-chimiques, en particulier du pH, de la
température et de leur solubilité. Dans ce travail, un antioxydant exogene, I’ascorbate de
sodium (sel de I’acide ascorbique ou de la vitamine C) a été apporté dans certains mélanges
hétérogénes afin d’augmenter I’activité antioxydante de 1’huile essentielle d’A. giganteum par
synergie. Pourtant, ’activité de ces mélanges hétérogénes s’est vue diminuée au lieu
d’augmenter. Ce phénomene est expliqué par les exo-interactions issues de la complexation
de I’ascorbate de sodium avec le zinc (oligo-¢lément exogene a la formulation). En outre, les
composés phénoliques présents dans 1’huile essentielle d’A. giganteum ont subi le méme sort
que I’ascorbate de sodium. Ce modéle de complexation au sein des mélanges hétérogenes vis-

a-vis des molécules antioxydantes a fait chuter 1’activité antioxydante totale (Tableau 4).

I
0O
I
T Q)
o W
Zn | ©

o

@]

Figure IV.7 : Modéle de complexation de [’acide ascorbique avec le zinc suggeéré

par Obaleye et Orjiekwe (1998) [38].
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V- CONCLUSION

Dans cette premiére partie de ce chapitre, nous avons mis en évidence par le test DPPH
I’antagonisme antioxydant de I’extrait lipidique ou d’huile essentielle des différentes parties
(graines et coques) du fruit du genre Aframamom. Cependant, I’ajout des antioxydants
exogenes ne crée pas toujours des effets positifs mais aussi peut produire des effets négatifs
sur ’activité antioxydante totale. Il semble que ces effets négatifs sont fortement liés a
I’environnement physico-chimique des molécules antioxydantes présentes dans les extraits
huileuses (HE et LR), en particulier, a celui des composés phénoliques. Aussi, cette étude
montre que I’antagonisme est dii @ des endo-interactions entre les composés phénoliques de
chaque matrice biologique (cas des mélanges homogenes) et a des exo-interactions avec les
différents ingrédients de la formulation (cas des mélanges hexogenes). Les résultats de
I’activité antioxydante obtenus permettent de suggérer une application alimentaire (graines de
bouches) pour les matrices natives individuelles, soit une application de stockage et de
libération pour les mélanges hétérogenes (formulations). Pour les mélanges homogenes, il est
possible d’étudier I’effet du ratio des huiles sur I’activité antioxydante totale. Enfin, cette
¢tude in vitro nécessite une confirmation par une étude in vivo puisque les interactions
physiologiques font appel a des phénoménes de synergisme et d’antagonisme encore plus

complexes.
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PARTIE 2 : EVALUATION DES ACTIVITES ANTIMICROBIENNE,

ANTIFONGIQUE, ANTIPLASMODIALE, ET ANTICANCEREUSE DES MATRICES
BIOLOGIQUES NATIVES ET DE LEURS COMBINAISONS BINAIRES (EFFET DU
SYNERGISME OU D’ANTAGONISME SUR CERTAINES ACTIVITES
BIOLOGIQUES)

I- INTRODUCTION

Le terme "huile essentielle" a été utilisé pour la premiére fois au 16°™ siécle par Paracelse
von Hohenheim, qui s'est référé a la composante efficace d'un médicament comme "Quinta
essentiel" [1]. La premiere référence portant sur les usages des huiles essentielles pour des
fins thérapeutiques a été trouvé dans le papyrus d'Ebers. Ce document décrit en détail les
remedes et les traitements de plus de 800 huiles essentielles et montre que la myrrhe était un
ingrédient favori, souvent mélangée avec du miel et d'autres herbes, en raison de sa capacité a
inhiber la croissance bactérienne. La premiere expérience bactéricide des huiles essentielles
est dit avoir été effectuée par de la Croix en 1881 [2]. Toutefois, depuis cette époque
l'utilisation des huiles essentielles en médecine n’a pas cessé d’augmenter [3].

Les huiles essentielles, ¢galement connus sous le nom des huiles volatiles, sont des mélanges
complexes de constituants volatils biosynthétisés par les plantes, qui comprennent
principalement deux groupes bio-synthétiquement liés [4]. Ces principaux groupes
comprennent les terpenes, les terpénoides et les constituants aromatiques et aliphatiques, tous
caractérisés par un faible poids moléculaire.

La plupart de l'activit¢ antimicrobienne dans les huiles essentielles se trouve dans les
terpénoides oxygénés (par exemple, les alcools et les terpenes phénoliques), tandis que
certains hydrocarbures présentent également des effets antimicrobiens [5-7]. Les interactions
entre ces composants peuvent entralner des effets antagonistes, additifs ou synergiques.
Certaines études ont démontré que l'ensemble des huiles essentielles ont généralement une
plus grande activité antibactérienne que les mélanges de leurs principaux composants, ce qui
suggere que les composants mineurs sont essentiels a l'activité synergique. Cependant, des
effets antagonistes et additifs ont été également observés [8, 9]. Habituellement, les

combinaisons sont des mélanges simples des huiles essentielles ou des mélanges combinés
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des principaux composants purifiés, qui affectent de multiples processus biochimiques dans
les bactéries, produisant une multitude d’effets antibactériens interactifs [7, 10].

Ces derni¢res années, il a eu un intérét accru dans l'utilisation des agents antimicrobiens
naturels puisque l'utilisation de ces combinaisons est stratégique pour contrdler les bactéries
d'origine alimentaire et d'autres microorganismes pathogenes [7, 11-13].

Compte tenu de ce qui précéde, I'objectif de cette seconde partie est d’examiner et mettre en
¢vidence l'efficacité potentielle antimicrobienne, antifongique, antiplasmodiale et
anticancéreuse des huiles des matrices natives individuelles des espéces Aframomums, aussi
celles issues de la combinaison de leurs huiles (HE et HL), et de comprendre le type

d'interactions et les mécanismes impliqués dans les activités biologiques de ces combinaisons.

II- PARTIE EXPERIMENTALE

11-1. Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique

11-1.1.0rigine et identification des bacteéries

Trois souches bactériennes et une fongique ont été sélectionnées comme candidates pour la
réalisation des tests antimicrobiens [14].
— Bactéries : Staphylocoques aureus, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli. (souches
sauvages).
— Champignons : Candida albicans (souche sauvage).

Ces germes pathogénes proviennent du Laboratoire national de santé publique de Brazzaville.

Tableau 1V.5 : Identification des bactéries.

Bactérie Coloration de Gram Type de Gram

Souche sauvage (prélevement)

Escherichia coli Rose Bacille Gram (-)
Klebsiella pneumonia Bacille Gram (-)
Staphylococus aureus Violette Cocci Gram (+)
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I1-1.2.Préparation des milieux de culture

a) Gélose de Mueller Hinton

38 g de poudre ont été dissous dans un litre d’eau distillée puis chauffés jusqu’a la dissolution
compléte. La solution obtenue est stérilisée a 1’autoclave a 121° C pendant 15 minutes. Aprées
refroidissement, la solution est transférée dans des boites de pétri.

b) Gélose Mannitol Salt

Le milieu est préparé avec 111 g de poudre de gélose dans 1 litre d’eau distillée. Le mélange
est agité jusqu’a I’obtention d’une suspension homogene et chauffé sous agitation jusqu’a
dissolution complete. Le milieu ainsi préparé est stérilisé a ’autoclave a la température de
121° C pendant 15 mn. Apres refroidissement, la solution est transférée dans des boites de
Pétri.

c) Gélose Eosin Méthylene Bleue

37,5 g de poudre sont dissous dans un litre d’eau distillée. Le mélange est porté a ¢bullition
avec agitation pour mieux dissoudre la gélose, puis stérilisé a I’autoclave a la température de
121° C. Apres refroidissement, la solution est transférée dans les boites de Pétri.

d) Gélose Sabouraud

65 g de poudre de gélose Sabouraud sont dissous dans 1 litre d’eau distillée. Le mélange est
successivement laiss€ 5 mn au repos, agité afin d’obtenir une suspension homogene, puis
Chauffé avec agitation jusqu’a dissolution compléte. Le milieu ainsi préparé est stérilisé a
I’autoclave a la température de 121° C pendant 15 mn.

e) Isolement des colonies

Pour I’isolement des colonies, nous avons utilis¢ les milieux de culture suivants : la gélose
Mannitol Salt pour les staphylocoques aureus (colonies jaunes), la gélose Eosin Méthylene
Bleue pour les Escherichia coli (colonies brillants) et gélose Mueller Hinton (MH) pour

I’antibiogramme, la gélose Sabouraud pour les levures (Candida albicans).

11-1.3.Préparation de la suspension bactérienne
Des colonies bien isolées issues des cultures sont mises chacune en suspension dans 10 ml
d’eau distillée. 2 ml de chaque suspension sont coulés sur de la gélose de Mueller Hinton et

sur la gélose de Sabouraud.
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I1-1.4.Préparation des solutions a tester

Le matériel végétal est constitué des extraits d’huile essentielle de graines et coques des fruits
A. stipulatum et A. giganteum.

Les médicaments de références sont : La gentamicine- CN (10 pg), la Lincomycine (MY), la
Préfloxacine- PEF (10 pg), la Cephazoline- KZ (30 pg), le Chloramphénicol- C (30 pg) et la
Streptomycine- S (10 pg).

11-1.5.Antibiogramme

Pour évaluer I’activité antimicrobienne, nous avons utilisé la technique de diffusion en milieu
solide [15]. On dépose a la surface sur les milieux de gélose (Mueller Hinton (MH) et
Sabouraud) préalablement ensemencée de germe-tests, des disques de papier filtre de 6 mm
imprégnés des extraits de différentes concentrations (5 uL. de dépot de la solution préparée),
soit une dose de 200 pg des extraits par disque.

Apres 24 heures d’incubation a 37° C a I’étuve, on observe 1’apparition d’une zone claire
autour des disques n’ayant pas de colonies microbiennes, appelée zone d’inhibition. L’effet

antimicrobien recherché est proportionnel au diametre d’inhibition mesurg.

11-2. Evaluation de I’activité antiplasmodiale et cytotoxicité

11-2.1.Evaluation de I'activité antimalarique in vitro

Une souche de Plasmodium falciparum est utilisée dans ce travail ; la FcB1-Colombie, qui
est chloroquino-résistante, a une valeur de Clsy (concentration qui inhibe de 50% la croissance
parasitaire) de la chloroquine de 186 nM. Le seuil de résistance a la chloroquine est de 100
nM. Le maintien en culture s'est fait suivant la technique de culture in vitro [16] avec
quelques modifications [17-19]. Les parasites ont ét¢ maintenus in vitro dans les globules
rouges humains (O+; EFS; Toulouse, France), les solutions méres d'extraits sont diluées avec
4% d’hematocrite dans le milieu de culture RPMI 1640 additionné avec 25 mM Hepes et du
NaHCOs3 a 30 M et complété avec 7% sérum AB+ humain (EFS) [20].
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Les tests sont réalisés sur des plaques a 96 puits remplis d’un volume fixe d’hématies
parasitées (parasitémie de 1 % et hématocrite de 1,5 %). Les fractions a tester (a différentes
concentrations) sont alors additionnées en triplicat dans les puits [20]. Aprés 24 heures
d’incubation a 37 °C, I’hypoxanthine tritiée est ajoutée a raison de 0,25 pCie/puits (Perkin-
Elmer a 1 mCi/ml, France), et les plaques sont remises dans 1’incubateur pendant 24 heures. A
la fin du cycle, les plaques sont congelées a -20°C pour provoquer I’hémolyse des
érythrocytes. Aprés décongélation, les acides nucléiques sont collectés sur un filtre a 1’aide
d’un collecteur de cellules automatique (Perkin Elmer, France). La radioactivité déposée sur
le filtre (séché au micro-onde et enveloppé dans un plastique dans lequel sont ajoutés 4 mL de
liquide de scintillation) (Betaplate Scint, Perkin Elmer) est alors mesurée par un compteur 3
(Microbeta Trilux, Perkin Elmer). L’activité antiplasmodiale de chaque extrait est représenté
par la concentration a laquelle 50% de la croissance parasitaire est inhibée ; cette
concentration est appelée CI50 (concentration inhibant 50% de la croissance parasitaire).
D'apres la littérature, 1’activité antiplasmodiale d’un échantillon (extrait ou compos€) est treés
actif si ICso <5 mg/L, actif si ICsg entre 5 et 50 mg/L, faiblement actif si ICsy entre 50 et 100
mg/L et inactif si ICsp> 100 mg/L.

11-2.2.Test de cytotoxicité

La cytotoxicité des extraits a été estimée sur les cellules humaines du cancer du sein (MCF-7).
Les cellules ont ¢été cultivées dans les mémes conditions comme ceux utilisés pour
Plasmodium falciparum, a l'exception que les 10% du sérum humain ont été remplacé par
10% sérum de veau foetal (Lonza). La culture est ensemencée dans une plaque 96 puits a
raison de 30 000 cellules par puits dans 100 pL. de milieu. Les plaques sont mises dans
I’incubateur (24 h a 37°C, a saturation de vapeur d’eau, 5% CO,) [20]. L*hypoxantine triti¢e
est ajoutée a raison de 0,25 pCi/puits (Perkin Elmer a 1 mCi/mL, France), et les plaques sont
remises dans I’incubateur pendant 24 heures de plus. A la fin du cycle, les plaques sont
congelées a -20°C pour provoquer la lyse cellulaire. Aprés décongélation, les acides
nucléiques sont collectés sur des filtres a I’aide d’un collecteur de cellules automatique
(Perkin Elmer, France). La radioactivit¢ déposée sur le filtre (séché au micro-onde et

enveloppé dans un plastique dans lequel sont ajoutés 4 mL de liquide de scintillation)
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(Betaplate Scint, Perkin Elmer) est alors mesurée par un compteur [ (Microbeta Trilux,

Perkin Elmer) [20, 21]. La Clsg est déterminée comme précédemment pour P. falciparum.

I1l- RESULTATS ET DISCUSSIONS

I11-1. Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique des huiles essentielles

L’¢évaluation des activités microbiennes n’a €té menée que sur les huiles essentielles des

graines et coques de fruits des deux espeéces A. stipilatum et A. giganteum. Les huiles

essentielles des ces coques et graines ont été testées sur quatre souches cliniques. Les

diametres des zones d’inhibition ont été mesurés pour chaque disque imprégné. Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau IV.6.

Tableau IV.6 :  Activité antibactérienne et antifongique des huiles essentielles de coques
de fruits et graines des fruits de A. stipilatum et de A. giganteum sur les
souches cliniques.

Eschirichia  Klebsiella ~ Staphylococcus Candida
Huiles essentielles i ;zl:ie(pl) coli pneumoniae aureus albicans
Diamétre d’inhibition (mm)

Graines A. stipulatum 5 - 11,0£2,0 - 9,04+2.0
Coques A. stipulatum 5 16,5+ 1,5 17,543,5 - 9,5+2.5
Graines A. giganteum 5 - 11,544,5 - 8,5+1,5
Coques A. giganteum 5 9,0£1,0 11,542,5 - 8,5+1,5
Antibiotiques
Péfloxacine (PEF10) 19 (S) 25 (S) -
Cephazoline (KZ30) 13 (R) 25 (S) 15 (S)
Lincomycine 10 (R) - -
Stréptomycine (S10) 15 (S) 12 (R) -
Chloramphénicol (C30) 25(S) 22 (S) -
Gentamicine (CN10) 23 (R) 20 (R) 14 (R)

S : sensible ; R: résistant ; - : pas d’activité.
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Les huiles essentielles des graines des deux espéces Aframomums ont été inactives sur la
souche de Escherichia coli ; tandis que, les huiles essentielles de coques ont présenté des
zones d’inhibition avec un diamétre compris entre 15 et 18 mm pour A. stipulatum et des
entre 8 et 10 mm pour les huiles de coques de A. giganteum.

Les huiles essentielles des graines et coques de ces espéces sont actives sur les souches de K.
pneumoniae. Les diamétres d’inhibitions sont compris entre 9 et 21 mm pour A. stipulatum :
celles des huiles essentielles de graines se situant entre 9 a 13 mm et celles des huiles
essentielles des coques se situent entre 14 a 21 mm. Les zones d’inhibition des huiles
essentielles d’A. giganteum sont, quand a elles, comprises entre 7 et 16 mm avec une zone
d’activité pour les huiles essentielles de coques se situant entre 9 et 14 mm. Les huiles
essentielles de coques des fruits A. stipulatum et A. giganteum ont une activité supérieure a
celle des graines sur la souche de K. pneumoniae.

Les diamétres d’inhibition de I’huile essentielle de coques du fruit A. stipulatum ont été bien
supérieur a celle de I’huile essentielle de coques du fruit A. giganteum sur les deux souches de
bactéries E. coli et K. pneumoniae.

Par contre, sur la souche clinique de Staphylococcus aureus toutes les huiles essentielles ont
¢été inactives.

Les effets de I’huile de graines et coques des fruits A. stipulatum et A. giganteum sur K.
pneumoniae et S. aureus sont similaire a ceux des huiles essenticlles des feuilles de 1’espéce
A. stipulatum [22].

L’examen du tableau IV.6 montre que, pour le test antifongique, les huiles essentielles de
graines et coques des fruits A. stipulatum et A. giganteum présente une activité sur Candida
albicans avec des zones d’inhibition comprises entre 7et 12 mm.

Il ressort de ces études menées sur les deux espéces que les huiles essentielles des coques de
fruits ont une activité bactérienne et une activité antifongique supérieures a celles extraites des
graines. Les huiles essentielles de coques de fruits des espéces du genre Aframomum
présentent une inhibition supérieure aux composés de références (streptomycine, péfloxacine
et le chloramphénicol), bien que I’ensemble des résultats soit du méme ordre de grandeur.
Les activités antibactériennes et antifongiques observées pour les huiles essentielles de deux
especes pourraient étre attribuées aux composés monoterpéniques hydrocarbonés et oxygénés
[23]. I faut souligner que les huiles essentielles des deux organes ont des proportions assez
élevées en 1,8-cinéole et B-pinene et a la présence de quelques composés minoritaires qui

peuvent influencer cette activité biologique.
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I11-2. Activité antiplasmodiale des huiles essentielles et extraits lipidiques

Les résultats de cette premiere évaluation de I’activité anti-paludique par 1’équipe partenaire
de la Facult¢ de Pharmacie de Toulouse sont présentés dans le tableau IV.7. Des résultats
intéressants ont été obtenus avec les extraits d’huiles essentielles de graines des fruits A.
stipulatum et A. giganteum. Les valeurs de ICsg sont respectivement égales a 4,2 ug/mL et 3,5
pg/mkL alors que les valeurs modérées de 1Csg se situent a 30 pg/mL pour Pextrait lipidique de

graines du fruit A. giganteum et a 33 mg/L pour I’extrait lipidique du fruit A. stipulatum.

Tableau IV.7 : Résultats de [’activité anti-malariale des extraits lipidiques et des huiles
essentielles des graines du fruit A. stipulatum et A. giganteum.

ICso ]J.g/l’l‘]L
Graines FceB1

Lipides de réserves | Huiles essentielles
A. stipulatum 32,7+0,7 4,2+0,8
A. giganteum 31,7+0,7 3,5+0,6

Compose de référence

chloroquine 0,1 +0,09

La littérature fait état de 1’'usage de certains organes (feuilles, tiges) de plantes du genre
Aframomum (Aframomum melegueta, Aframomum latifolium, Aframomum sceptrum et
Aframomum zambesiacum) dans la composition des recettes traditionnelles pour le traitement
de la malaria [24, 25]. Au Cameroun par exemple, la tige des Aframomum serait utilisée en
infusion pour traiter la malaria [25]. Les ¢études récentes montrent que l'activité
antiplasmodique de certains Aframomum serait due a la présence des composés de la famille
de Labdanes (diterpenoides) [26, 27]. Les valeurs de ICsy liées a 1’évaluation de ’activité
antipaludique sont comprises entre 4 mg/L et 60 mg/L ; c’est ainsi que les composés tels que
I’intermédeol, neo-intermedeol, identifiés dans les extraits d’huiles essentielles de la présence

étude, sont a I’origine de cette activité.
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Certains composés de référence utilisés comme la chloroquine présentent une 1Csy de 0,02
mg/L [24, 28]. La quinine, I’artémisinine, la chloroquine ont des valeurs de ICsy respectives
de 0,55 mg/L 0,01 mg/L et 0,03 mg/L [27].

Les résultats obtenus avec les extraits lipidiques des graines des fruits A. stipulatum et A.
giganteum pour I’évaluation de I’activité anti-plasmodiale ou anti-malariale, sont intéressants
et peuvent positionner ces plantes dans la médecine traditionnelle comme une alternative au

traitement de la malaria clinique.

I11-3. Evaluation de I’activité antiplasmodiale des extraits lipidiques

Les résultats de cette premicre évaluation de D’activité anti-paludisme par I’équipe de la

Faculté de Pharmacie de Toulouse sont présentés dans le tableau IV.8.

Tableau I1V.8 : Evaluation de [’activité anti-plasmodiale de [’huile du fruit N. lappaceum.

ICso ug/mL
Extraits lipidiques
FcB1
Huile N. lappaceum > 100
Acides gras de I’huile N. lappaceum 83

Les échantillons des extraits d’huile (mélange triglycérides) et mélange d’acides gras de
N. lappaceum obtenue par hydrolyse, présentent des valeurs de ICsy faiblement supéricure
80 ug/mL et qui traduisent leur inefficacité pour lutter contre les souches sélectionnées pour

le test anti-plasmodial.

I11-4. Evaluation de I’activité antiplasmodiale des mélanges hétérogenes

Un mélange hétérogene (formulation) a été retenu et a fait I’objet d’une évaluation de
I’activité antiplasmodiale. Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau IV.9. Cette
activité a été menée dans les mémes conditions que I’extrait d’huile essentielle seule sur une

souche de P. falciparum (FcB1).
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Tableau 1.9 : Evaluation des activités antiplasmodiale du mélange hétérogene a base de
["huile essentielle de graines du fruit A. giganteum. FCB1 : souche de
chloroquinoresistante de Plasmodium falciparum.

IC /mL
Echantillons 0 (ug )
FcB1
Huile essentielle de graines A. giganteum 3,5
Formulation F4 40
Cette formulation

réalisée a base d’extrait d’huile essentielle de graine du fruit A. giganteum a présenté des
valeurs de ICsg entre 40 et 60 pg/mL. La formulation F4 présente une activité modérée sur la
souche chloroquinoresistante de P. falciparum pour une valeur de ICsy de 40 pg/mL. Cette
faible valeur de ICsp comparée a celle de I’huile essentielle individuelle est 11 fois moins
efficace. Ce résultat peut étre expliqué par les exo-interactions entre I’huile essentielle et les
autres constituants de la formulation conduisant ainsi a un antagonisme ce qui est en
cohérence avec la faible activité antioxydante totale de cette formulation (F4) observée dans

le cas des mélanges hétérogenes (voir partie 1).

I11-5. Activité anticancéreuse des huiles essentielles

Le potentiel anticancéreux ou cytotoxique des extraits lipidiques et des huiles essentielles des
graines des fruits de A. stipulatum et de A. giganteum a été évalué selon la méthode expliquée
précédemment. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau IV.10 et comparés a
quelques composés ou molécules de références : le taxol (ICsp 1,27 ng/mL) et 1’étoposide

(ICso 47,6 pg/mL) [29].

Tableau IVV.10 : Activité anticancereuse des extraits lipidiques et huiles essentielles
des graines des fruits A. stipulatum et A. gigantum.

ICso pg/mL
Graines MCEF-7
Lipides de réserves Huiles essentielles
A. stipulatum 2,9 24
A. giganteum 7,6 19
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D'apres les critéres d'activité du NCI (National Cancer Institute), pour un extrait, une valeur
de ICso comprise entre 50 et 100 pg/mL est considérée comme faiblement active ;
modérément active s'il elle est comprise entre 49 et 10 u.g/mL et active lorsque les IC50 sont
inferieures a 10 pg/mL [29]. Il apparait donc que les valeurs de ICsy obtenus, respectivement
2,9 ug/mL et 7,6 pg /mL pour les extraits lipidiques des graines des fruits A. stipulatum et A.
giganteum, révelent une activité anticancéreuse trés efficace, alors que cette activité est plus
modérée pour l'huile essentielle de graines du fruit A. stipulatum (24 ug/mL) par rapport a
celle de A. giganteum (19 ug/mL) sur la lignée MCF-7.

L’activité anticancéreuse des extraits lipidiques peuvent s’expliquer par un apport des
fractions de phytostérols et de tocophérols. Des récentes études signalent que, outre les effets
sur les maladies cardiovasculaires et leur pouvoir hypocholestérolémiant, les phytostérols
auraient une action anticancéreuse [30].

L'activité anticancéreuse de ces huiles essentielles et des extraits lipidiques des graines de ces
deux espéces du genre Aframomum n'a, a notre connaissance, jamais fait 1’objet d’une étude.
Il serait donc intéressant de poursuivre les recherches sur 1’isolement et 1’identification des
constituants des extraits de lipides de réserves et des huiles essentielles de ces deux matrices,
en vue de déterminer les fractions ou les composés responsables de 1’activité anticancéreuse

globale des extraits lipidiques (ICsg entre 2 et 7 ug/mL contre MCF-7).

V- CONCLUSION

Les tests biologiques effectués ont confirmé 1’activité antibactérienne des huiles essentielles
et des extraits lipidiques de ces deux espéces du genre Aframomum : A. stipulatum et A.
giganteum. Tous les extraits aqueux et hydroéthanoliques des plantes sélectionnées présentent
¢galement une activité antioxydante.

Les résultats concernant les activités biologiques des huiles de graines de ces Aframomums
ont révélés des effets tres intéressants de par leurs activités antimalariale et anticancéreuse.

La richesse en composés mineurs (tocophérols, phytostérols et composés volatils ou
aromatiques) des extraits lipidiques des graines et coques de fruits de ces especes apporte a
cette fraction de lipides de réserves un intérét nutritionnel supplémentaire.

L’évaluation de I’activité anti-plasmodiale de 1’huile du fruit N. lappaceum a montré que ces

matrices n’ont pas grand influence sur cette activité.

163



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

10.
1.

12.

13.

14.

15.

Guenther E., The Essential Oils. van Nostrand Co ed. 1950, NY, USA: Inc.: New York.
Boyle W., Spices and essential oils as preservatives. Am. Perfum. Essent. Oil Rev, 1955.
66: p. 25-28.

Guenther E., The Essential Oils. D. van Nostrand ed. 1948, NY, USA: Inc.: New York.
Pichersky E., Noel J.P., Dudareva N., Biosynthesis of plant volatiles: Nature’s diversity
and ingenuity. Science, 2006. 311: p. 808-811.

Koroch A., Juliani H.R., Zygadlo J.A., Bioactivity of Essential Oils and Their
Components, in Flavours and Fragrances Chemistry, Bioprocessing and Sustainability,
B. R.G., Editor. 2007, Springer Verlag: Berlin, Germany. p. 87-115.

Burt S., Essential oils: Their antimicrobial properties and potential applications in
foods: A review. Int. J. Food Microbiol, 2004. 94: p. 223-253.

Delaquis P.J., Stanich K., Girard B., Mazza G., Antimicrobial activity of individual and
mixed fractions of dill, cilantro, coriander and eucalyptus essential oils. Int. J. Food
Microbiol., 2002. 74: p. 101-109.

Davidson P.M., Parish M.E., Methods for testing the efficacy of food antimicrobials.
Food Technol., 1989. 43: p. 148-155.

Mourey A., Canillac N., Anti-Listeria monocytogenes activity of essential oils
components of conifers. Food Control, 2002. 13: p. 289-292.

Harris R., Synergism in the essential oil world. Int. J. Aromather, 2003. 12: p. 179-186.
Karatzas A.K., Kets E.P.W., Smid E.J., Bennik M.H.J., The combined action of carvacrol
and high hydrostatic pressure on Listeria monocytogenes. J. Appl. Microbiol, 2001. 90:
p. 463-469.

Santiesteban-Lopez A., Palou E., Lopez-Malo A., Susceptibility of food-borne bacteria to
binary combinations of antimicrobials at selected a(w) and pH. J. Appl. Microbiol.,
2007. 102: p. 486-497.

Gutierrez J., Barry-Ryan C., Bourke P., The antimicrobial efficacy of plant essential oil
combinations and interactions with food ingredients. Int. J. Food Microbiol, 2008. 124: p.
91-97.

Sanou D.B., Etude de !’activité antifongique sur le Candida albicans de cing plantes
médicinales du Mali, in Pharmacie. 1997: Bamako. p. 84.

Vincent J.G., Vincent V.N., Filter paper disk modifications of the Oxford cup penicillin
determination. Proc. soc. Exp. Biol. Med., 1944. 55: p. 162 -164.

164



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Trager W., Jensen J.B., Human malarial parasites in continuous culture. Science, 1976.
193: p. 673 - 675.

Ndounga M., Fliniaux M.A., Carme B., Activité Antipaludique d'extraits de feuilles de
Cassia spectabilis et Entandrophragma angolense. Pharm. Méd. Trad. Afr. , 1997. 9: p.
109-121.

Desoubzdanne D., Marcourt L., Raux R., Chevalley S., Dorin D., Doerig C., Valentin A.,
Ausseil F., Debitus C., Alisiaquinones and Alisiaquinol, Dual Inhibitors of Plasmodium
falciparum Enzyme Targets from a New Caledonian Deep Water Sponge. J. Nat. Prod.,
2008. 71: p. 1189 - 1192.

Valentin A., Benoit-Vical F., Moulis C., Stanislas E., Mallie M., Fouraste 1., Bastide J.
M., In Vitro Antimalarial Activity of Penduline, a Bisbenzylisoquinoline from Isopyrum
thalictroides. Antimicrob. Agents Chemother, 1997. 41: p. 2305 - 2307.

Afoulous S., Ferhout H., Raoelison E.G., Alexis Valentin A., Moukarzel B., Couderc F.,
Jalloul Bouajila J., Helichrysum gymnocephalum Essential Oil: Chemical Composition
and Cytotoxic, Antimalarial and Antioxidant Activities, Attribution of the Activity Origin
by Correlations. Molecules 2011. 16: p. 8273 - 8291.

Cachet N., Hoakwie F., Bertani S., Bourdy G., Deharo E., Stien D.,Houel E., Gornitzka
H., Fillaux J., Chevalley S.,Valentin A., Jullian V., Antimalarial Activity of
Simalikalactone E, a New Quassinoid from Quassia amara L. (Simaroubaceae).
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2009. 53(10): p. 4393 - 4398.

Cimanga K., Kambu K., Tona L., Apers S., De BruyneT., N. Hermans, Totte" J., Pieters
L., Vlietinck A.J., Correlation between chemical composition and antibacterial activity
of essential oils of some aromatic medicinal plants growing in the Democratic Republic
of Congo. J. Ethnopharmacology, 2002. 79: p. 213-220.

Zakarya D., Fkih-Tetouani S., Hajji F., Chemical composition- Antimicrobial activity
relationship of Eucalyptus essential oils. Plantes Médicinales et Phytothérapie, 1993. 26:
p. 331-339.

Ngemenya M.N., Akam T.M., Yong J.N., Tane P., Fanso-Free S.N.Y., Berzins K., Titanji
V.P.K., Antiplasmodial activities of some products from Turreanthus africanus
(Meliaceae). African Journal of Health Sciences, 2006. 13(1-2): p. 33-39.
Lekane-Tsobgou D., Aframomum au service de la diversité naturelle et culturelle des
terroirs Grassfields du Cameroun: enjeux de valorisation des produits culturels et

gestion durable des bas-fonds et interfluves. 2009: Paris. p. Colloque international.

165



26.

27.

28.

29.

30.

Duker-Eshun G., J.J.W., Asomaning W.A., Oppong-Boachie F., Olsen C.E., Christensen
S.B., Antiplasmodial activity of labdanes from Aframomum latifolium and Aframomum
sceptrum. Planta Med, 2002. 68(7): p. 642-644.

Kenmogne M., Prost E., Harakat D., Jacquier M.-J., Frédérich M., Sondengam L.B.,
Zéches M., Waffo-Téguo P., Five labdane diterpenoids from the seeds of Aframomum
zambesiacum. Phytochemistry, 2006. 67: p. 433-438.

Valdés A.F.-C., Martinez J.M., Lizama R.S., Gaiten Y.G., Rodriguez D.A., Payrol
Jual.A., In vitro Antimalarial activity and cytoxicity of some selected cuban médicinal
plants. Revista do Instituto de Medicina Tropical Sao Paulo, 2010. 52(4): p. 197-201.
Boyd M.R., The NCI in vitro anticancer drug discovery screen; concept, implementation
and operation 1985-1995., in Cancer Drug Discovery and Development, T. Teicher BA
(Humana Press, NJ), 2, Editor. 1997, Drug Development: Preclinical Screening, Clinical
Trial and Approval. p. 23-42.

Ayerdi-Gotor A., Etude des variations des teneurs et de la variabilité des compositions
en tocophérols et en phytostérols dans les akenes et I'huile de tournesol (Helianthus
annuus L.), in Sciences des Agroressources. 2008, Institut National Polytechnique de

Toulouse: Toulouse. p. 196.

166



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les travaux de recherche entrepris dans le cadre de ce projet ont permis, dans un premier
temps, de compléter les connaissances sur le potentiel phytochimique des graines et fruits de
4 plantes saisonnieres de notre étude.

— Dans un deuxiéme temps, une mise en oeuvre des techniques chromatographiques a
conduit: a I’identification des constituants des huiles essenticlles des différentes parties
des fruits de Aframomum giganteum et de Aframomum stipulatum. Les composants
majeurs sont des monoterpenes (B-pinene, 1,8-cinéol, B-caryophilleéne) dans les graines et
les monoterpenoides (B-pinene, 1,8-cieneol, linalool, limonene, a-terpineol) dans les
coques de fruits ;

— a la détermination de la composition en acides gras des fruits des quatre plantes ; les
composants majeurs étant les acides palmitique, ol€ique, linoléique et a linolénique ;

— a l’identification des constituants mineurs (phytostérols et tocopherols) de la fraction
insaponifiable des extraits lipidiques.

L’analyse biochimique des fruits de Nephelium lappaceum L. du Congo a fait ressortir leur

richesse en lipides, notamment en acide arachidique C20 :0 et acide 11-eicosénoique C20:1 et

les phytostérols. Ce sont des constituants fonctionnels d’intérét nutritionnel et diététique. La
peau du fruit de S. mombin présente une forte teneur en phytostérol par rapport a la pulpe et
aux noyaux. La composition en phytostérols des différentes parties du fruit est marquée par le

B-sitostérol. La présence d’un alcane Cs;Hgs dans I’épicarpe du fruit a un fort taux confere a la

fraction lipidique des caractéristiques de graisse ou de cire, ce qui peut offrir des possibilités

pour une exploitation rationnelle pour son utilisation dans d’autres domaines.

Une autre partie importante de ce projet a été la synthése des monoglycérides d’acides gras a

longues chaines de la série en C20 :0 et C20 :1 fournis par I’huile d’amande de Nephellium

lappaceum L. L’originalité de la composition chimique résultante réside en la richesse en
monoglycérides et diglycérides. La lipo-transformation offre la possibilité de générer de
nouvelles matrices composées de mélanges de fortes teneurs en monoglycérides purs ou en

diglycérides purs. De ce fait, une valeur ajoutée de cette matrice lipidique recomposée a été
révélée au laboratoire par les études de leurs propriétés physico-chimiques bien meilleures

que les acides gras et les triglycérides.
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L’huile de Nephellium lappaceum L. présente aussi des teneurs en phytostérols autour de

295 mg.kg™. Elle est caractérisée par la présence de A7-stigmastérol et A7-stigmastanol.
D’autre part, le potentiel pharmacologique des huiles essentielles de fruits de Aframomum
giganteum et de Aframomum stipulatum, a été mis en évidence. Lors du criblage biologique
réalisé sur les huiles essentielles de ces Aframomum, celle issue des graines de Aframomum
giganteum s'est distinguée par son activité anti-plasmodiale et son activité cytotoxique sur les
lignées cancéreuses (CMF-7). Ces activités sur ces huiles essentielles de graine et coques de
fruits de ces Aframomum n'avaient jamais jusque la fait l'objet d'étude bien que Ia
composition chimique des huiles essentielles des graines de ces deux Aframomum soit déja
connue.

Enfin, le criblage biologique a également permis de mettre en évidence l'activité
antiplasmodiale et anticancéreuse des extraits lipidiques des graines de Aframomum
stipulatum et Aframomum giganteum. Ces huiles fixes n'avaient auparavant fait l'objet
d'aucune étude chimique et pharmacologique. Ces résultats obtenus sur les effets biologiques
en relation avec les composants majeurs et mineurs de ces différentes matrices végétales
natives ou reconstitués feront l'objet de publications scientifiques.

Les résultats obtenus mettent bien en évidence un apport en synergie du potentiel chimique
des lipides de réserves et des huiles essenticlles issus des fruits des espéces Aframomum
stipulatum et Aframomum giganteum dont la phytochimie et le potentiel pharmacologique ne
sont encore pas bien clairement établis. Ils ouvrent d'intéressantes perspectives de recherche
pour les années a venir sur leur connaissance structurale, formulation et utilisation.

En ce qui concerne les études de synergie, ces résultats préliminaires ont été acquis par des
tests biologiques réalisés a partir des extraits de source des huiles essentielles et des lipides de
réserve. Nous avons tenté¢ d’étudier les matrices seules ou en mélange dans chacune des
familles des huiles essentielles des lipides de réserve. La synergie des effets chimiques et
biologiques est révélée dans le « bulk ». Nous observons par ailleurs, un effet antagoniste
lorsque les extraits a activité biologique (activités antioxydantes) sont formulés en présence
des agents de complexation. Nous pensons que cette approche confirme la preuve du concept
c'est-a-dire la synergie des effets chimiques et biologiques. En perspective, il serait
souhaitable de confronter ces résultats de cette approche d’études d’effets chimiques et
biologiques « dans la masse » par rapport a une approche moléculaire qui ciblerait les
constituants majeurs et mineurs fractionnés afin d’étudier leur activit¢ biologique

individuellement.
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La complexation des huiles essenticlles de graines de Aframomum giganteum apparait comme
un moyen pour préserver les ardmes de cette graine et faciliter son incorporation dans les
produits alimentaires, cosmétiques et méme pharmaceutiques.

Nous valorisons ainsi la biodiversité des lipides de réserve découverts chez ces végétaux les «
Aroma-Tincto-Oils Crops Resources ». Ce sont des agroressources pour les sciences de la vie
fournissant a la fois des huiles de réserve et des métabolites secondaires que sont les huiles
essentielles. Ce ne sont pas des sources de lipides industriels. Nous revendiquons des lipides
de réserves inhabituels de haute fonctionnalité biologique. Ce qui augure l'exploitation des
«graines de bouche » bioactives en nutrition et santé, aromathérapie et bienétre et en
traitement des maladies endémiques (paludisme).

A l'issue de cette premicre ¢étude, des questions stratégiques d’ordre scientifique,
technologique et de mise en formulation se posent. Il est Iégitime de se demander comment
réaliser la mobilisation, le transfert et la libération séquencés de ces deux familles (les huiles
essentielles et les lipides de réserve) a partir du méme organe. Faut-il privilégier la
formulation de mélanges des deux familles chimiques ou cribler des synergies d’effets
biologiques par structure chimique, fonctionnalité entre les individus de chaque famille ou par
croisement des individus a I’intérieur et a I’extérieur de chaque famille. Les résultats attendus
devraient permettre d’¢largir le spectre d'études des relations structures chimiques/ propriétés/

performances biologiques et contribuer a formuler et & consommer ces matrices alimentaires.
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Lire
la seconde partie
de la these


http://ethesis.inp-toulouse.fr/archive/00001928/02/ngakegni_limbili_partie_2_sur_3.pdf
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