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INTRODUCTION

Au cours du dernier siecle, les industries se sont montrées disposees a convertir les
déchets d'agrumes en produits commerciaux & haute valeur ajoutée. Des agrumes sont
utilisés pour la transformation du jus, ce qui géenere évidemment une quantité importante
de déchets, principalement des écorces. Cela reste un grave probléeme de pollution
environnementale. La récupération de ces déchets est devenue une recherche d'un grand
intérét avec des impacts énormes que ce soit pour la production de flavonoides, de pectine
ou d'huiles essentielles. Ces produits ont intéressé plusieurs domaines (agro-industrie,
cosmétique, aréme, pharmaceutique ...) dans lesquels leurs utilisations sont diverses telles

que les essences et les parfums aromathérapie et les arémes alimentaire (Allaf, 2013).

L’application des caroténoides comme pigments et additifs naturels a suscité un intérét
croissant de la part de I’industrie alimentaire. Parmi les colorants alimentaires de synthése
que I’on peut considérer comme toxiques pour I’homme et qui sont a éviter sont la
tartrazine (E102) et I’amarante (E123). Ces additifs sont entre autres, suspectés de jouer un
role dans le syndrome d’hyperactivité et pourraient contenir des substances cancérigenes.
IIs ne sont dangereux que lorsqu’ils sont consommeés a forte dose. Contrairement aux
colorants de synthése, ceux d’origine végétale comme les caroténoides, sont généralement
bénéfiques pour la santé. En effet, beaucoup d’études ont prouvé leurs effets antioxydants,

antimicrobiens et anti carcinogénes (Ben Mansour et Latrach, 2009)

La nouvelle orientation des consommateurs a incité 1’industrie alimentaire a adopter les
technologies de fabrication modernes pour enrichir les biscuits (Ansari et Kumar, 2012).
Au fil des années, des nombreuses études ont été réalisées afin d’améliorer la valeur
nutritionnelle des biscuits en intégrant des légumineuses et des graines oléagineuses
(Serrem, 2010; Hyun-Jung et al., 2014 ). Aussi en incorporant des fruits et des Iégumes
(Mukhtar et al., 2016;Olaitan et al., 2017).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des écorces d’orange par
I’extraction des caroténoides et essai d’incorporation dans les biscuits, les objectifs

principaux sont :

v’ Extraction des caroténoides a partir des écorces d’oranges ;
v Incorporation de I’extrait des caroténoides en tant que colorants et
antioxydants naturels dans les biscuits afin de I’enrichir et comparer

I’échantillon aux caroténoides a celui supplémenté par deux colorants



INTRODUCTION

synthétiques, le dioxyde detitanium et le glycérol (E171 & 422), ainsi qu’au
produit témoin ;

v Caractériser les biscuits fabriquées en déterminant les teneurs en
caroténoides, I’activité antioxydante, les parametres physicochimiques (pH,

acidité) et colorimétriques.

Notre travail est devisé en deux grandes sections : La premiére est une synthese
bibliographique constituée de chapitres, le premier chapitre concernant les agrumes, et le
deuxieme parle sue les caroténoides et le troisieme chapitre sur les biscuits et les colorants
alimentaires. La deuxiéme partie comprend 1’étude expérimentale qui est divisée en
matériel et méthodes et une partie qui englobe les résultats et discussions et enfin une

conclusion.
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AGRUMES



LES AGRUMES

1. Définition

A I’époque de I’antiquité latine "acrumen” faisait référence a des arbres produisant des
fruits acides. Ce mot a ensuite évolué pour devenir "agrume™ tel que nous le connaissons
aujourd’hui (Benedeste et al, 2002).Les oranges font partie des agrumes en raison de leurs
propriétés bénéfiques pour la santé. Telles que leurs teneurs élevés en vitamines, leur faible
apport calorique et possédent un potentiel antioxydant important. Ces avantages ont été

confirmés par plusieurs études scientifiques (Parle et Chaturvedi, 2012).

2. Classification botanique des oranges

La classification des oranges douce (citrus sinensis) est présentée comme suite
:(Manner et la., 2006 ; Nicolosi, 2007 ; Pena et al., 2007).

Régne : Végétal

Ordre : Géraniales,
Sous-ordre : Géraniineae,
Classe : Dicotyledoneae,
Sous-classe : Archichalmydeae,
Division : Embryophyta,
Sous-division : Angiospermes
Famille : Rutaceae,

Sous famille : Aurantiodeae,
Tribu : Citreae,

Sous tribu : Citrinae,

Genre : Citrus

Espéce : Citrus sinensis

Selon cette classification, les agrumes appartiennent a la famille retaceae, tribu des
Citreae, classe des Dicotyledoneae. Il existe plusieurs genres d’agrumes tels que poncirus,

fortunelle et citrus. Parmi ces genres, citrusest le plus important, car il regroupe les



LES AGRUMES

principales especes cultivées. Les différentes especes de citrus incluent les oranges douce
(Citrus sinensis) ; les mandarines (Citrus reticulata); les clémentines (Citrus clementina);

les citronniers (Citruslimon); et les pomplemousses (Citrus paradis).(M’hiri, 2015).

Figure 1: Orange douce (C. sinensis).

3. Description botanique et morphologique
L’orange est un type d’agrumes qui peut étre aussi appelé hespéridium. Celui-Ci se
distingue des autres fruits, tels que la tomate ou le raisin car il posséde une peau épaisse et

résistante qui protege la pulpe comestible a I’intérieur (Davies et Albrigo, 1994).

Citrus sinensis est une espéce d’orange originaire d’Asie. C’est un arbre a feuilles
persistantes. Les arbres de cette espece ont une hauteur peut atteindre 10 meétres, avec de
grandes épines sur les branches.les feuilles peut varier de I’ellipse a 1’oblongue.les feuilles
dégagent une forte odeur caractéristique d’agrumes, en raison de la présence d’huile

essentielle (Goldhamer et al., 2012).

Les fruits de citrus sinensis sont globulaire ou ovale atteint son état de maturation

lorsque sa peau devient orange ou jaune (Han ., 2008 ; Goudeau et al., 2008).
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Tableau |:Caractéristiques de citrus sinensis : (Bénédicte et Michel, 2011 ; Bacheés, 2007)

Caractéristiques

Aspect générale Arbre au port h.armopieux\et de croissance
rapide 7 a 8 metres

Fleurs Blanches et immaculées, tres parfumées
Formule florale : 5s + 5p + (5+5) e + (2-5) ¢

Feuilles Vert profond, 1égérement ailées

Fruits Forme et coloration variables
Juteuse différe en couleur et en acidité selon

Pulpe I "

es variétés
Ecorce Lisse ou & peine réche

D’un point de vue botanique, la structure d’une orange est caractérisée par les

composants suivants :(Bachés, 2011)

v' La couche extérieure de ’orange est appelée le flavédo "flaveur”, également
connue sous le nom de Zeste, Est la partie colorée de 1’orange qui contient de
nombreuses glandes sécrétrice d’essence 'huile essentielle', ce qui lui donne son
odeur caractéristique.

v" La couche intérieure de 1’orange blanche et spongieuse est appelée 1’albédo ou le
mésocarpe. Cette partie est riche en pectine. I’endocarpe, est la partie comestible de
I’orange située a I’intérieur de la pulpe. Ils set recouvert d’un émail fin et rempli de

poils succulents qui renfermait I’intérieur des loges capillaires.

flavedo

segment /‘/ §
9 P8

peduncie
extremity

Figure 2: coupe transversale d’orange (Ouldyerou et al., 2016).
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4. Production mondiale et en Algérie de ’orange :

> Dans le monde

Chaque année, environ 63.5 millions de tonnes d’oranges sont récoltées dans le monde.
Le Brésil est le premier producteur, contribuant & 28% de ce volume, suivi par les Etats-
Unis a 12.5% et le Mexique a 6.5%. (Christian et al. 2002).

Selon les données de la FAO(Food and agriculture organisation of the United nations) et
de I’agriculture internationale, les agrumes représentent environ 20% de la production
mondiale de fruits. Au cour de la période allant de 1996 a 2005, La production annuelle
d’agrumes dans le monde varié entre 81.5 millions de tonnes en 1996, 89 millions en 2004
et 85.7 millions de tonnes en 2005.

Toutes les variétés d’orange, représentaient environ 72% de la production totale des

agrumes en 2005, la quantité d’orange produites au cour de cette année-la 61.8 millions de

tonnes (Al bitar et Al jabi, 2011).
» En Algérie

A partir des années 80, la production d’agrumes a connu une forte croissance,
notamment grace a 1’utilisation de techniques modernes de production et de transport, qui

ont permet de décrire les couts et d’améliorer la qualité.

Les oranges contient la majeur partie de la production d’agrumes (54%), suivi des
clémentines et mandarines (26%), des citrons (13%) et des pamplemousses (7%).
(Labdaoui, 2019).

En 2013, la superficie totale en agrumes était estimée a 55000 hectares. Le centre du
pays compte en grande partie, représentant 56% de cette superficie, tandis que 30% se
trouveraient a ’est et 14% a I’ouest. Parmi les principales Wilayas d’agrumes en Algérie

sont : Blida, Alger, Mostaganem, Chlef, Tipaza... (Houaoura, 2013).
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Figure 3: Les principales wilayas de production d’orange en Algérie.

L’ Algérie détient une collection variétale d’une valeur inestimable, qui comprend 178

variétés d’agrumes constituant un patrimoine génétique précieux (Kerboua, 2002).

5. Composition chimique de I’orange

5.1. Composition du fruit d’orange

En moyenne, 1’orange est composée de 85 a 90% d’eau, ce qui en fait I’un des fruits les
plus aqueux. Les principaux €léments nutritifs se trouvent sous forme dissoute dans cette
eau. L orange est une excellente source d’acide ascorbique (vitamine C), mais aussi des
vitamines du groupe B, notamment B12 et B9, et de provitamines A, principalement des
caroténes, dont la quantité varie en fonction de I’intensité¢ de la couleur de fruits (0.05 a

0.2mg/100g). (Vierling, 2008).

Le taux de sucre dans 1’orange peut varier selon la variété, mais en générale il se situe
entre 8.5 et 12% du fruit a maturité, dont 40% de saccharose. En plus du saccharose on
trouve également du fructose et du glucose, qui sont des glucides facilement
assimilables(ou des sucres rapides) et fournissent rapidement de 1’énergie a I’organisme.
L’orange fournit des quantités intéressantes de divers minéraux, notamment du calcium
(40mg/100g), du potassium et du magnésium. Elle contient également plusieurs oligo-

¢léments (fer 0.3 mg, le cuivre, le zinc, le manganése, 1’iode...). (Beton et al., 1993).

Les acides organiques représentent en moyenne de 0.5 a 1.4%de 1’orange,
principalement sous forme d’acide citrique et d’une petite quantité d’acide malique, qui

représentent a 1’orange son gout acidulé caractéristique. La teneur en fibre est de 1.8%.
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les agrumes contiennent egalement des substances aromatiques, des pigments végétaux

(tels que les caroténoides) (Vierling, 2008).

5.2. Composition de I’écorce d’orange

L’écorce d’orange est principalement constituée de cellulose, d’hémicellulose, de
substances pectiques, de pigments (flavonoides, anthocyanines et caroténoides) ainsi que
d’huiles essentielles. Elle contient également d’autres composés tels que des glucides, des
minéraux et une faible quantité de lipides et de protéines (Lu et al., 2009). L’amidon est

présent dans 1’albédo, aussi présent dans le flavédo quand il est vert (Ladaniya, 2008).

L’écorce d’orange riche en hydrates de carbone, contient des taux élevés en sucre
solubles : glucose, saccharose et fructose (Grohmann et al., 1995 ; Bieu et Mustata,
2011). Riche aussi en composés phénoliques tels que les flavonoides (Garg et al., 2001 ;
Benavente-Garcia et Castillo, 2008). La plupart des acides phénoliques, possédent un
caractére antioxydant (Berset, 2006).se sont des composés qui ont une fonction acide plus

la fonction phénol (Hennebelle et al., 2004).
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1. Généralités sur les caroténoides

Les caroténoides représentent une grande famille de pigments naturels trés répandus
dans la nature(Britton et al., 2004), sont des pigments liposolubles qui se trouvent dans
une grande variété d’aliments, notamment les fruits, les I€égumes, les algues et les fruits de
mer (Rissanenet et al.,2000).En effet les aliments méditerranéens sont souvent riches en
caroténoides qui sont responsables de leur couleur jaune, orange et rouge(Giordano et al.,
2012).

Il existe plus de six cents types différents de caroténoide sont présents dans la nature, et
parmi ceux-ci 66 se trouvent dans les aliments (Jacyntheet al., 2018).Les caroténoides ont
généralement une structure chimique composée de 40 atome de carbone organisés en huit
unités isoprenique disposées en une chaine hydrocarbonée acyclique ils peuvent également
étre présents sous forme d’esters d’acide gras, les caroténoides sont utilisés comme additifs
dans I’industrie alimentaires et pharmaceutique en raison de leurs propriétés antioxydants

et de leur potentiel en tant que précurseurs de la vitamine A (Nicol et Maudet,2000).

Chez les plantes et les algues qui contiennent des caroténoides, ceux-ci se trouvent dans
les chloroplastes et les chromoplastes. Ils ont deux roles principaux : 1’absorption de
I’énergie lumineuse pour la photosynthése et la protection de la chlorophylle contre les
dommages causés par la lumiéere. Chez les animaux, les caroténoides ne peuvent pas étre
synthétisés, ils sont simplement absorbés par 1’alimentation méme quand ils conférent la
couleur a I’animal comme c’est le cas de certains crustacés, insectes, poissons et oiseaux

(Mueller et al., 2011 ; Stephenson et al., 2021).

Parmi les caroténoides, le lycopéne et le B-caroténe, pigments de couleur rouge et
orange, sont trés abondants dans les plantes et les fruits. Ils sont également absorbés par le
corps humain depuis I’alimentation et possédent pour celui-Ci des propriétés avantageuses
(Pierce et al., 2006 ; Amorim-Carilho et al., 2014).

2. Sources des caroténoides

2.1. B-carotene

Le B-caroténe représente environ 80% des caroténoides présents dans la spiruline, une
algue comestible. On peut trouver entre 700 et 1700 mg de béta-carotene par kilogramme
de spiruline séche. Ce compose peut-étre obtenu soit par synthése chimique, soit par

extraction a partir de souches naturelles. Cependant, I’extraction a partir de la spiruline est
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souvent privilégiée car elle permet d’obtenir un produit naturel sans résidus chimique et
avec une meilleure biodisponibilité. Le béta-caroténe est largement utilise dans I’industrie
alimentaires et des compléments alimentaires pour ses propriétés antioxydants et sa

capacité a prévenir les carences en vitamine A (Andriniaina, 2007).

2.1.1. Propriéteés physico-chimiques

Le B-caroténe est une molécule qui se présente sous forme d’une poudre cristalline de
couleur rouge. Elle ne se dissout ni dans 1’eau, ni 1’éthanol, mais est facilement soluble
dans le chloroforme. Il est important de noter que la béta -carotene est sensible a plusieurs
facteurs, tels que I’air, la chaleur et la lumiére. Dans le chloroforme, il présente une

longueur d’onde d’absorption de 466 nm et 496 nm.

2.2. Lycopeéne

Le lycopéne est un pigment rouge présent dans plusieurs fruits et légumes.il est
également connu pour étre plus bio disponible dans les produit de tomate crus ou
transformes (cuits).Les fruits murs riches en lycopéne ont généralement une couleur rouge,
tels que la tomate, la carotte, la citrouille, la pasteque, le pamplemousse rose,le melon
d’eau (Andriniaina, 2007).

La majorité du lycopene dans la tomate se trouve dans la peau et les graines, qui sont les
parties les plus colorées de la tomate. En revanche, la chair de la tomate. contient moins de
lycopene, mais reste tout de méme une source intéressante de ce pigment (Brigitte et al.,
2011).

2.2.1. Propriétés physico-chimiques

Le lycopéne est un pigment caroténoide qui se présente sous forme de cristaux en
aiguilles longues de couleur rouge fonce, il est insoluble dans le méthanol et 1’éthanol,
mais soluble dans le chloroforme et le benzéne. Principalement présent dans les tomates,
ou il existe sous deux formes isométrique : Trans et cis. La forme trans est la plus courante
dans les tomates, mais les tissus des tomates contiennent également plus de 50%
d’isomeéres cis, il se concentre principalement dans les tissus adipeux, la peau et le plasma.
(Andriniaina, 2007).

2.3. Lutéine
La lutéine est extraite des fruits, des plantes comestibles, des herbes du souci et de la

luzerne en utilisant une méthode d’extraction par solvant volatil. Elle fait partie des

10
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caroténoides est composes principalement de lutéine et de ses esters d’acide gras, qui sont
responsables de la couleur jaune orangée de certaine plante.(Andriniaina, 2007).La lutéine

est le caroténoide prédominant dans la macula qui est la partie centrale de la rétine de I’ceil.

2.3.1. Propriétés physico-chimiques
La lutéine présentent une polarité plus élevée que les caroténes ce qui facilité leur

incorporation dans les micelles mixtes intestinales lors de la digestion. De plus la lutéine
est également plus stable a la chaleur, a la lumiére et aux traitements de conservation tels
que ’utilisation de SO2, ce qui la rend plus adaptée a une utilisation dans les aliments et

les compléments alimentaires.

2.4. Zéaxanthine

La zéaxanthine est un caroténoides jaune présent dans différents aliments tels que les
I[égumes verts foncés comme les épinards, le chou vert, les brocolis, ainsi que dans les
fruits et légumes jaunes tels que les courges, les oranges et le mais. Elle est également
présente dans les jaunes d’ceufs et les produits laitiers. Connue pour ses propriétés

antioxydants et protectrices pour la santé de la rétine (Andriniaina, 2007).

2.5. B,8-apocarotenal

Peut étre synthétise naturellement dans certaines plantes, notamment les agrumes et les
herbes.(Andriniaina, 2007).

2.5.1. Propriété physico-chimique

La poudre fine cristalline violette de ce composés est insoluble dans I’eau, mais
légerement soluble dans 1’éthanol et 1’huile, il peut se mélanger avec du chloroforme, mais
il sensibles a la lumicre, a la chaleur, a I’air et a ’humidité. En particulier il est plus

vulnérable a la lumiére que le béta- carotene.

2.6. Bixine

Le rocou est en effet un colorant naturel de couleur rouge orange a jaune, également
connu sous le nom d’annatto .1l est obtenu a partir de I’enveloppe des graines du rocouyer,
un arbre tropical originaire d’Amérique du sud, mais également cultivé dans d’autres
régions tropicales du monde. Le rocou est utilise comme colorant alimentaire, mais aussi

pour ses propriétés médicinales et cosmétiques (Andriniaina, 2007).

11
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2.6.1. Propriété physico-chimique

La bixine est soluble dans les solvants apolaires tels que le chloroforme et les huiles, et
sa solubilité est activée par la polarité du solvant utilisé. Elle est également soluble dans
des solvants polaires tels que la pyridine et I’acide acétique glacial, mais dans une moindre

mesure.

3. Classification des caroténoides

Caroténoides sont classés selon la structure suivante :

v’ Les caroténoides hydrocarbonés : Connus sous le nom de caroténes ne contienne pas

d’oxygéne par exemple : B-caroténe et alpha-caroténe, lycopéne. (Eldahshan et Singab,
2013).

v'Les caroténoides oxygénés : sont des dérives des hydrocarbures caroténoides, mais

contiennent également des atomes d’oxygene dans leur noyau cyclique terminal. Ces
composés sont également appelés xanthophylles en raison de leur couleur jaune
caractéristique. Parmi les caroténoides oxygénés, on peut citer la lutéine, la zéaxanthine
et la cryptoxanthine.(Eldahshan et Singab, 2013).

v" Les apocaroténoides : Caroténoides dont les structures contiennent un nombre de

carbone inférieure a 40Tels que la bixine et B, 8-apocarotenal. (Andriniaina, 2007).

3.1. Structure chimique des caroténoides

Les caroténoides constituent une classe de composés chimiques qui comprend a la fois
les carotenes et les xanthophylles. Ils sont caractérisés par la présence d’une chaine de huit
unités isoprenoiques C5H8 qui forment la structure de base C40H56.Représentée dans la
figure (4), la structure de base acyclique des caroténoides peut subi plusieurs
modifications pour donner naissance a une grande variété de composes différents. Ces
modifications peuvent inclure I’hydrogénation, la déshydrogénation, la cyclisation,

I’oxydation ou tout autre combinaison de ces réaction.(Morais et al., 2002).

12
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Figure 4: Structure chimique générale des caroténoides (Britton et al., 2008).

4. Propriétés physico-chimiques des caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels présents dans de nombreux aliments, tels
que les fruits et légumes colores, et sont responsables de leurs couleur vives. lls sont
insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants apolaires et les graisses alimentaires.
Le spectre d’absorption des caroténoides présente trois maxima, dont les longueurs d’onde
dépendent du nombre de liaisons doubles conjuguées dans la molécule. Absorbent les
longueurs d’onde de la lumiére visible dans la plage de 4002700 nm. Contrairement aux
colorants artificiels, les colorants naturels tels que les caroténoides sont trés sensibles a

I’oxygéné, la lumicre et la chaleur (Andriniaina, 2007).

4.1. Dégradation des caroténoides

Les caroténoides sont présents d’un grand nombre de doubles liaison conjuguées dans
leur structure explique leur couleur jaune ou orange, ainsi que leur grande sensibilité a
I’oxydation (Andriniaina, 2007).

Exemple : la dégradation des caroténoides dans le jus d’orange lors du chauffage par
micro-onde. En effet, La sensibilité des caroténoides a la température et a d’autre facteurs
de stress peuvent influencer leur stabilité et leur teneur dans les aliments (Fratianni et al.,
2010).

Cette instabilité est liée a la longue chaine carbonée insaturée dans leur structure.de
plus, les caroténoides sont sensibles au PH et aux ions métalliques, qui peuvent accélérer

leur dégradation et entrainer une perte de couleur (Frigaard, 2008).

Donc la déshydratation peut perturber le systeme cellulaire des fruits et légumes, ce qui
peut accélérer la dégradation des caroténoides pour minimiser cette dégradation, il est
recommandé d’utiliser des techniques de déshydratation a basse température. Les

méthodes de déshydratation thermique, telles que le séchage au four et aux micro-ondes

13
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peuvent entrainer une degradation thermique et une isomerisation des caroténoides en
raison de la chaleur. Cela peut entrainer une perte de la teneur en caroténoides (Saini &
Keum, 2018).
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1. Genéralités sur les biscuits

Le mot biscuit désigne la pratique de cuire un aliment deux fois (Broutain., 2001).Le
processus d’origine impliquait la cuisson des biscuits dans un four a haute température
pour definir la structure, suivi de leur séchage dans un autre four a une température plus

basse pour réduire la teneur en humidité (Serrem, 2010; Zhou, 2014).

Le terme biscuit désigne des produits de boulangerie cuits au four, qui contiennent
principalement trois ingrédients : de la farine de blé tendre, du sucre et de la matiere
grasse, ainsi que d’autres ingrédients tels que du lait, du sel, des agents aromatisants et des
agents d’aération (mamat et hill, 2014 ;devi et khatkar, 2016) pour une meilleure

conservation, ce mélange était cuit deux fois (manley, 2000).

Les biscuits sont populaires en raison de leur cout abordable, de leur gout sucre, de leur
valeur nutritionnelle et de leur longue durée de conservation (Sudha et al., 2007; Vujic et
al., 2014).

2. Classification des biscuits

Les biscuits peuvent étre classés suivant la consistance de leur pate :

» Les pates dures ou semi dures (biscuit sec).

» Les pates molles (patisseries industrielles : génoise, madeleines et les macarons),
ces biscuits se distinguent par leur teneur élevée en ceufs et en matiére grasses.

> Les pates a gaufrettes se distinguent par leur forte teneur en lait et en eau et leur
faible teneur en matiére grasses.(Kiger et Kiger, 1967; Mohtedji-Lambalais,
1989; Manoharr et Rao, 2002).

Plusieurs facteurs peuvent avoir une incidence sur la qualité des biscuits, comme la
quantité et la qualité des ingrédients utilisés. La technique de préparation, les conditions de
fabrication comme le pétrissage, repos et moulage de la pate ainsi que la cuisson et le

refroidissement des biscuits (Maache-rezzoug et al., 1998 ; Manoharr et Rao, 2002).

3. Composition chimiques des biscuits
La composition des biscuits devient plus en plus complexe, ce qui rend I’étude des
maticres premicre est intéressant, car chacune d’elles peut avoir une influence sur la qualité

finale du produit (Ait Ameur, 2006). Les ingrédients de base sont la farine, matiere grasse,
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sucre et 1’eau.et d’autres ingrédients mineurs sont souvent présents tels que les ceufs, le

lait, chocolat, fruits secs... (Feillet, 2000).

Plusieurs auteures on tenté de décrire 1’effet des ingrédients de la pate et 1’équilibre de

sa formule sur la structure finale des biscuits (Saadoudi, 2019).

4. Principaux ingrédients de biscuit :

4.1. La farine
La farine est I’ingrédient principal de la plupart des biscuits. Les caractéristiques

physiques et chimiques des farines peuvent affecter leurs fonctionnalités dans la

préparation des biscuits (Mamatet et Hill, 2018).

L’utilisation de la farine dans la préparation de la pate des biscuits est due a ca capacité
a retenir le gaz. Permettant ainsi I’expansion de la pate lors de la cuisson.les constituants
de la farine telles que les protéines, les lipides les glucides... jouent un réle dans la

structuration et I’aération de la pate (Ndangui, 2015).

Pour obtenir la farine adaptée aux biscuits, la teneur en protéines doit étre comprise
entre 7.5 et 10%.si1 la farine est trop riche en protéines, 1’¢lasticité élevée de la pate peut
entrainer un rétrécissement de pate pendant le moulage et la cuisson dans le four, ce qui
peut donner des biscuits petits et épais (Menard et al., 1992 ; Colas, 1998 ; Feillet, 2000).
Cependant, dans le cas des recettes de biscuits riche en matiére grasse et en sucre (avec un
teneure en sucre de 40% et une teneure en gras de 10 a 25%). Il est possible d’utiliser des
farines plus riche en protéines, car le sucre et le gras vont agir pour doucir la pate et réduire
son élasticité (Menard et al., 1992).

4.2. L’eau
L’eau est un ingrédient essentiel dans la formation de la pate des biscuits. Elle permet
d’hydrater la farine et fournit de la mobilité nécessaire aux constituants de la farine pour la

réalisation des réactions chimiques (Ndangui, 2015).

La présence de 1’eau est essentielle dans le processus de pétrissage des biscuits, car elle

intervient a trois niveaux :

e Elle permet la dissolution des composés solubles.
e Elle détermine en grande parties les propriétés rhéologiques de la pate.

e Elle influe sur la rétention gazeuse de la pate (Lassoued-Oualdi, 2005).
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4.3. La matiere grasse

Les matiéres grasses utilisées en biscuiterie sont généralement des matieres grasse
d’origine végétale (Mohtedji-lambalais, 1989 ; Feillet, 2000).

Celles-ci permettent d’accomplir un certain nombre de fonction, telles que : (Kiger et
Kiger, 1967; Stauffer, 1998).

La contribution structurale
La plasticité
L’incorporation et la stabilisation de I’air

Le transfert de chaleur

NN

L’amélioration des qualités organoleptiques et nutritionnelles du produit finale

Du point de vue de la qualité sensorielle, elle fait partie des ingrédients principaux qui

ont une influence sur la texture du biscuit (Devi et Khatkar, 2016).

Les matieres grasse ont un role crucial dans la qualité des biscuits .elle peuvent apporter
de la saveur, de la texture et des consistances au produit final.de plus, leur présence permet
de prolonger la durée de conservation. Aussi ont un pouvoir lubrifiant. En fin peuvent
contribuer a la coloration des biscuits lors de la cuisson ce qui est important d’un point de
vue esthétique et de I’apparence générale du produit.(Ndangui, 2015; Devi et Khatkar,
2016).

450 +
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Figure 5: Effet de type de la matiére grasse sur les caractéristiques farinographies de la
pate de biscuit (Devi et Khatkar, 2016).
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La margarine et le beurre peuvent donner des résultats comparables en termes de
propagation de biscuit. Cependant, il convient que le biscuit préparés avec des huiles
liquides ont tendance & avoir une plus grande propagation que ceux préparés avec de la
margarine ou de beurre (Devi et Khatkar, 2016).

4.4. Le sucre
Dans la composition d’un biscuit sec, le sucre constitue entre 15 a 25% de la formule,
tandis que dans la patisserie industrielle, il représente plus de 25%. Le saccharose, sous

forme cristallin, est le plus couramment utilisé (Feillet, 2000).

Le sucre joue un role essentiel dans le processus de cuisson, outre son pouvoir sucrant,
il apporte également de la texture, il agit comme conservateur (Mamatet et Hill, 2018).
Par ailleurs, le sucre également il & un réle dans la formation de couleur, sa caramélisation
a des tempeératures supérieure a 149°C confere la couleur désirée a la surface extérieur des

biscuits et permet d’obtenir différentes nuances de couleur (Menard et al., 1992).

Ils posseédent d’autres propriétés importantes, comme I’activation des levures lors du
processus de fermentation. En outre, les produits issus de la réaction de MAILLARD, qui
est une réaction chimique entre le sucre et les acides aminée présents dans les aliments, ont
des propriétés antioxydantes, c’est pourquoi certains de ces produits sont utilisés comme

additifs dans I’industrie alimentaire (Biguzzi, 2013).

4.5. L’ceuf

Dans la préparation des biscuits, les ceufs peuvent remplir plusieurs fonctions,
notamment 1’aération et la coagulation. En fonction du type de biscuit, I’ceuf entier ou
seulement 1’albumine peut étre utilisé. Par ailleurs, pour les biscuits a faible teneur en

maticéres grasses, soit 1’ceuf entier, soit le jaune d’ceuf est souvent utilis¢é (Hui et al.,

2006).

5. Technologie de fabrication des biscuits

La technologie des produits céréaliers comprend 8 étapes : mixage, pétrissage,
fermentation, laminage, mise en forme, cuisson, refroidissement et conditionnement
(Yadav et al., 2012; Denis, 2011).
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5.1. Mixage

C’est la premicre étape dans le processus de préparation des biscuits. Cette étape est
essentielle pour mélanger efficacement les ingrédients tels que le sucre, la matiére grasse,
les ceufs et autres afin de former une masse homogeéne et cohérente (Maache-Rezzoug et
al., 1998; Noah, 2017). Il existe 3 types de mixage dans ce processus : le mixage a

tambour horizontal, le mixage a broche vertical et le mixage continu (Saadoudi, 2019).

5.2. Pétrissage
Le pétrissage est une étape utilisé dans la fabrication des produits de boulangerie, il
consiste a mélanger les ingrédients (principalement de 1’eau et de la farine) de maniére a

obtenir une pate viscoélastique (homogene et élastique) (Saadoudi, 2019).
Le pétrissage permet : (Lassoued-Oualdi, 2005; Nhouchi et al., 2018).

- de développer le réseau de gluten.
- une structure de protéines qui donne a la pate sa consistance et sa résistance.

- une incorporation de 1’air dans la pate.

5.3. Fermentation

La fermentation est une étape importante dans la production de biscuit. Elle est
généralement a 25 a 32°C pendant une période donnée. Selon le type de biscuit (Mousavi
Khaneghah et al., 2018).

5.4. Laminage et la mise en forme (moulage)
La technique la plus utilisée pour donner & la pate des biscuits sa forme de feuille est le
laminage. Cette méthode implique la production d’une feuille de pate épaisse, dont

I’épaisseur est réduite en passant par divers lamineur rotatoire (Manley, 2001).

Aprés le laminage, 1’étape suivante est le découpage. A I’échelle industrielle, des
machines a découper et des moules rotatifs gravent et découpent la pate a biscuits laminée.
Il est préferable que chaque morceau de pate ait le méme poids et dimensions pour obtenir

des biscuits uniformes (Manley, 1998).

5.5. La cuisson

La cuisson est pour but de transformer les aliments en produits appétissants et nutritifs

(Bimbenet et al., 2002). Est une étape complexe qui a une série de transformation
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physiques, chimiques et biochimiques (Lassoued-Oualdi, 2005).Le temps de cuisson

selon le type de produit céréalier peut varier de 6 a 10 min/180° a 220°C (Manley, 2000).

5.6. Refroidissement
A la sortie de four, la plupart des biscuits sont habituellement refroidis avant

I’empaquetage. Les biscuits riches en sucre ont besoin d’étre refroidis apres la cuisson car
ils sont tres doux et malléables a la sortie du four. En refroidissant, ils se durcissent et

acquiérent leur texture croustillante caractéristique (Manley, 1998).

5.7. Conditionnement et la conservation des biscuits
Il est important de conserver les biscuits a 1’abri de ’humidité, car leurs composants

sont sensibles aux réactions d’oxydation et a la lumiére. Par conséquent, il est essentiel

d’utiliser un emballage approprié pour leur conservation (Fredot, 2005).

Par exemple, le biscuit sec peut se conserver de 5 a 6 mois. La conservation des
aliments contenant des matiéres grasses sur une longue période, cela peut entrainer la
formation des composés volatiles tels que 1’hexanal et 1’octanal. Ces molécules sont

responsables de 1’odeur de rance (Benkadri, 2010).

6. propriétés physicochimiques

> La texture

Est une propriéeté essentielle de la qualité finale des biscuits, car elle influe
considérablement sur 1’acceptabilit¢ du produit final par le consommateur. Parmi les
parameétres les plus importants pour évaluer la qualité des biscuits, on trouve la dureté, qui
correspond a la force maximale nécessaire pour la premiére compression du biscuit
(Bourekoua, 2018). Dans la plupart des cas, une texture de miette tendre et flexible est

idéale pour les biscuits (Lara et al., 2011).

Les propriétés de texture des aliments peuvent étre attribuées a 1’aide de plusieurs
parametres : une évaluation initiale de la dureté, la friabilité, une perception de la
mastication et I'adhésion, I'humidité, la teneur en matiéres grasses, ainsi que la taille et la
géométrie des particules de I'aliment. Une perception de la vitesse de fracturabilité de
I'aliment pendant la mastication est également importante, car elle affecte la libération de
l'eau ...etc. (Fellows, 2000).
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> L’humidité

La teneur en eau est un paramétre important a prendre en compte lors de la conservation
des produits céréaliers tels que le biscuit. Puisque sa qualité est affectée par sa teneur en
humidité ce qui implique des changements dans le produit et elle influe considérablement

la perception du consommateur (Bourekoua, 2018).
» Lacouleur

La couleur est un parametre sensoriel important pour déterminer la qualité de tout
aliment, la couleur peut influencer I’impression sensorielle subjective du consommateur.
En particulier les biscuits ou la couleur peut indiquer la qualité du produit et sa fraicheur
(Laraetal., 2011).

> Le goiit et ’aréme

Les attributs de gout des aliments peuvent étre classés en 4 catégories : salé, sucré, amer
et acide.les composants volatils de 1’arome sont produits par différents processus tels que
la chaleur, I’oxydation, 1’activité enzymatique et non enzymatique sur les protéines, les
matiéres grasses et les glucides.ces composants volatils peuvent étre percus par le nez et la

bouche, et sont essentiels pour la saveur et I’arome des aliments (Fellows, 2000).

7. Valeur nutritionnelle des biscuits

La grande diversité de la composition des biscuits leur confére un potentiel nutritionnel
intéressant (Fredot, 2005).

Tableau Il: Valeur nutritionnelle de quelques biscuits (Fredot, 2005).

) Biscuit o Biscuit o
Nutriments Biscuit ) o Biscuit au
barquette ) petit Biscuit sec
(9/1009) ) chocolaté fromage

pulpe de fruit beurre
Glucides 37 60.4 75 69.2 49.1
Protéines 5.2 6.9 8.2 9 11.8
Fibres 2 31 2.2 3.2 3.1
Lipides 7 24 10.9 12 28.1
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En effet, les biscuits apportent aux enfants 3,9% des apports en glucides complexes et
2,5% pour les fibres. Les quantités de nutriments indiquées sont des valeurs moyennes, ces

valeurs peuvent varier pour différents types de biscuit sec (Saadoudi, 2019).

Chez les adultes, ces valeurs sont réduites a la baisse du fait de la baisse de la
consommation. Les biscuits contribuent aux apports en glucides de 1,7% et 0,9% des
fibres. La contribution des biscuits aux apports en lipides et glucides est remarquable. Les
apports en lipides sont de I’ordre de 4,7% chez les enfants et 2,1% chez les adultes. Les
apports en glucides simples sont de 4,5% chez les enfants et 2,9% chez les adultes (Ait
Ameur, 2006).

Tableau I11: Contribution des biscuits aux apports nutritionnels (Ait Ameur, 2006).

) Glucides
Apport Glucides ) o )
o ) Complexe Fibres (%) | Lipides (%) | Energie (%)
nutritionnel | simples (%)
(%)
Enfants 4,5 3.9 2.5 4.7 3.6
Adultes 2.9 1.7 0.9 2.1 1.8

I1/Colorants alimentaire

1. Définition

Les colorants alimentaires peuvent étre d’origine naturelle, artificielle ou minérale, leur
role est d’ajouter de la couleur aux aliments pour améliorer leur apparence ou pour
compenser une perte de couleur due a la transformation alimentaire. Cependant, certains
colorants alimentaires peuvent également améliorer la perception gustative des aliments en

influengant la perception de la saveur et de 1’arome.

Il est important de noter que les colorants alimentaires sont considérés comme des
additifs alimentaires et sont réglementés par les autorités de santé pour garantir leur
sécurité et leur innocuité pour la consommation humaine. Il est recommandé de limiter
I’ingestion de certains colorants alimentaires artificiels en raison de leur potentiel pour
causer des effets indésirables sur la santé. Les consommateurs peuvent donc choisir
d’éviter ou de limiter la consommation d’aliments contenant des colorants artificiels en

lisant attentivement les étiquettes des aliments (Lemoine & Tounian, 2018).
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L’utilisation des colorants alimentaires est réglementée par des lois et des
réglementations strictes dans de nombreux pays, notamment en Europe et aux Etats-Unis.
Ces réglementations définissent des limites de dosage pour les colorants alimentaires et
produisent les colorants autorisés et les conditions d’utilisation. Les réglementations sont
en place pour protéger la santé¢ publique et éviter les risques pour la santé liée a 1’'usage

excessif ou inapproprié de colorants alimentaires.(Amin et al., 2010).

Les colorants alimentaires synthétiques sont en effet une classe d’additifs largement
utilisés dans I’industrie alimentaire pour améliorer 1’apparence des produits alimentaires ils
sont souvent utilisés pour ajouter de la couleur a des produits alimentaires tels que les
boissons, les bonbons, les produits de boulangerie, les desserts et les plats préparés, afin

d’améliorer leur attrait visuel pour les consommateurs (clydesdale, 1993).

La couleur est un aspect important dans le choix des aliments, car elle est souvent
associée a la fraicheur, la qualité et la saveur des aliments. Les fabrications d’aliments
peuvent utiliser des colorants alimentaires pour améliorer 1’attrait visuel de leur
consommateur et augmenter leur attractivité pour les consommateurs. Cependant, il est
important que les consommateurs sachent ce qu’ils achétent et soient conscients des
risques potentiels liés a 1’utilisation de colorants alimentaires synthétiques (Amin et al.,

2010).

2. Types des colorants alimentaires
Les colorants alimentaires peuvent étre classés en deux grandes catégories en fonction

de leur origine :

2.1. Colorants naturels

Les colorants naturels sont issus de sources naturelles, telles que des plantes, des
minéraux, des animaux ou des bactéries. Ils sont souvent considérés comme plus sains et
plus respectueux de I’environnement que les colorants synthétiques, bien qu’ils puissent
également présenter des risques pour la santé en fonction de leur composition et de leur
concentration.(Beutler, 2011 ; Houdjedj, 2012).

Les colorants naturels peuvent étre moins stables que les colorants synthétiques et avoir
une moins grande intensité de coloration. Cependant, ils présentent 1’avantage d’étre

souvent percus comme plus surs et plus sains par les consommateurs (weghe, 2012).
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Les colorants peuvent avoir des nuances de couleur plus subtiles que les colorants
synthétiques, mais ils ont également des avantages, comme une meilleure stabilité a la
lumiére et une meilleure rétention de la couleur lors de la cuisson ou de la congélation
naturels. Les colorants sont souvent solubles dans les lipides (gras) et sont extraits a partir
de différentes sources naturelles, telles que des plantes naturelles (Beutler,
2011 ;Houdjedj, 2012).

Exemples : les anthocyanines (végétal).Les anthocyanines sont des pigments naturels
qui appartiennent a la famille des flavonoides. lls sont responsables des couleurs rouges,
violettes et bleues que 1’on peut observer dans de nombreux fruits et légumes. Les
anthocyanes sont également utilisés comme colorants alimentaires E163 pour donner une

teinte rouge ou violette aux aliments (solymosi et al., 2015).

2.2. Colorants de synthése

Les colorants synthétiques sont généralement plus stables et ont une plus grande
intensité de couleur que les colorants naturels, ce qui permet de les utiliser en plus petites
quantités pour obtenir le méme effet. Cependant, leur stabilité peut également poser des
problémes dans certaines conditions, par exemple en présence de chaleur ou d’acidité
élevées. De plus, certains colorants synthétiques peuvent avoir des effets néfastes sur la

santé, d’ou la nécessité de reglementer leur utilisation (weghe, 2012).

Exemples : Erythrosine (SIN 127) (figure n°2), est un colorant de synthese qui peut étre
utilise comme alternative, notamment pour les aliments destinés aux personnes allergique a
I’iode .Cependant, il convient de noter que la rouge allure AC a également été associée a

des effets indésirables tels que I’hyperactivité chez les enfants (Multon, 2009).

Figure 6: Structure chimique d’érythrosine (SIN 127). (Gaffron, 2012).
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3. Stabilité des colorants alimentaires

La stabilité des pigments naturels, tels que les caroténoides, dépend de nombreux
facteurs, notamment la teneur en oxygéné PH, la température...Les méthodes de
transformation et de conservation des aliments peuvent également avoir un impact
important sur la stabilité des pigments naturels. Par conséquent, il est important de prendre
en compte ces facteurs pour conserver la qualité des pigments naturels dans les aliments
(capon et al ., 1996).

Tableau IV: Les facteurs qui influencent la stabilité des colorants alimentaires (capon et
al ., 1996).

Facteur Effets Solutions éventuelles
] _ . Conservation a labri de la
Décoloration Lumiere N
lumiére
Pas de changements de couleur Chaleur Micro encapsulation
Dégradation )
] _ oxydations /
Décoloration
Dégradation ) Antioxydant
o ) Metaux ] )
Dépots de calcium Micro encapsulation
Limiter I’emploi de So2,
Décoloration So2 le remplacer par d’autres
antioxydants
Dépodts a PH bas _ _
PH Micro encapsulation
Changements de couleur

4. Effet des colorants sur la santé humaine
Bien que I'utilisation de colorants alimentaires puisse potentiellement étre toxique, cela

est rarement évoqué car sur le moyen ou a long terme et peut avoir différents effets.
(Merinas-Amo et al., 2019).

1- L’utilisation de certains colorants alimentaires peut provoquer des réactions
allergiques ou d’intolérance chez certaines personnes, méme a faibles doses. Ces
réactions peuvent inclure des symptomes tels que des éruptions cutanées, des

nausées, des vomissements, des maux de téte, des douleurs abdominales.
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2- Les colorants alimentaires peuvent également avoir des effets sur le systeme
immunitaire, en altérant la réponse immunitaire ou en renforcant la susceptibilité
aux infections.

3- L’effet cancérogeéne des colorants alimentaires peut résulter de leur action au
niveau des acides nucléiques présents dans les genes.

4- Les colorants alimentaires peuvent également avoir un effet mutagene, entrainant

notamment des mutations transmissibles héréditairement.

5. Caroténoides comme colorants alimentaires :

Les caroténoides sont largement utilisés par I’industrie alimentaire comme colorants
alimentaires naturels, car ils sont dérives de sources naturelles comme les légumes et les
fruits. Ils sont également utilisés comme additifs alimentaires pour la coloration de
produits aquacoles tels que le saumon et pour la coloration des ceufs dans I’industrie de la

volaille.

En dehors de I’industrie alimentaires, les caroténoides sont également utilises dans les
cosmeétiques pour leurs propriétés antioxydants et dans la médecine/pharmaceutique
comme ingrédients actifs pour leurs bienfaits sur la santé. Cependant, il est important de
noter que I’utilisation des caroténoides doit étre conforme aux réglementations en vigueur

pour garantir leur sécurité pour la consommation humaine (Lemoine et schoefs, 2010).
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MATERIELS ET METHODES

Ce présent travail 1’extraction des caroténoides et leur incorporation dans les biscuits a
été effectué au niveau de laboratoire SNC.PREVOLAB EI Ksour Bejaia, ce travail a été

fait durant la période qui s’étale du 19 mars au 1 juin 2023.

1. Matériel végétal

1.1. Echantillonnage

Le matériel végétal ayant fait I’objet de la présente étude est constitué de zestes ou
d’écorces d’oranges, une variété d’orange commune méditerranéenne du fruit de 1’oranger
(Citrus sinensis) de la variété Thomson ayant une taille moyenne. Les fruits sont achetés le
mois de Mars 2023 chez un vendeur de fruits et légumes de la wilaya de Béjaia (Chriaa-

Algérie).
2. Méthodes

La méthodologie de notre travail est résumée sur la figure 07.

Matériel végétal
(oranges)

N ———

__________________

Caractérisation des écorces
(H% et EST)

- e e e e e e e e =

____________________

Caractérisation des
biscuits :

activité antioxydants,
matiere grasses, teneur en
\ caroténoides. K

____________________

I 1
1 1
1 1
1 1
1 1

1
i PH, brix, acidité, protéines, !
1

1
| |
1 1
| 1
\ I

Figure 07: Méthodologie de la partie pratique
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2.1. Prétraitement des oranges

Les oranges ont été sélectionnées selon leur taille et leur état de maturité. Elles ont été
nettoyées, puis essuyees avec une serviette en coton. Ensuite, les oranges ont été épluchées
et les écorces (Zeste (partie colorée)) ont été coupées en petits morceaux environ (1 cm) a
I'aide d'un couteau en acier inoxydable.(Figure 08)

Figure 8:a) Oranges, b) écorces d’orange

2.2. Caractérisation des écorces

% Détermination de ’humidité

La teneur en eau est déterminée de notre échantillon ou 2 g de matiére végétale, coupée
en tranche fine et déposée sur une boite de pétri en verre, puis séchée a 1’étuve, a une
température de 103 + 2 °C pendant 3 heures jusqu’a un poids constant (Boivin et al.,
2015).

< EXxpression des résultats
Humidité (%)= [(Pf-Ps) /Pf] *100

Pf : poids frais de 1’échantillon ;
Ps : poids sec de I’échantillon.

+* Détermination de I’extrait sec total

Extrait sec est calculé comme suit : EST (%)= 100 - H (%0)
EST (%) : Extrait Sec Total

H (%) : Humidité.
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2.3. Extraction des caroténoides

2.3.1. Préparation de la poudre d’écorce d’orange

%+ Mode opératoire

Sécher I’échantillon de 1’orange dans 1’étuve a T° 40-45°C jusqu’a poids constant
pendant 3iours.

|

\
[ Broyerl’échantillon en poudre, doit étre en dimension trés petit (fine), le broyage est

réalisé a I’aide d’un broyeur manuelle suivi d’un tamisage.

!

[ La poudre est mise dans des bocaux en verre et conserver a basse température (4°C) et a ]

I’abri de la lumiére jusqu’a I’utilisation.

Figure 09: Mode opératoire de la préparation de la poudre du colorant naturel.

2.3.2. Extraction des caroténoides
Les Caroténoides ont été extraits selon la méthode de Rodriguez-Amaya (1999)
modifié par Akin et al. (2008) qui consiste a établir un contact direct entre le zeste et le

solvant organique pendant un temps preécis.

¢+ Mode opératoire
La figure 10 représente le protocole de I’extraction des caroténoides selon Rodriguez-
Amaya (1999) modifié par Akin et al. (2008).
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Laisser le mélange
décanter, filtrer le solvant
avec un papier Whatman
N°1 et récupérer le résidu

|

Peserdans un Homogénéiser avec 350 ml
bécher 70g de > | d’éthanol pendant 30 min
brovat de zeste.

Récupérer 1’extrait Les extraits filtrés sont Ajouter une deuxieme
et éliminer 1’éthanol mélangés et fois 150ml d’éthanol et
avec un appareil de | <=] centrifuger a 4000 G <= | filtrer le solvant a 1’aide
Soxhlet, pendant 4 min d’un papier filtre,

}

Récupérer un résidu Récupérer 1’extrait qui sera
q

de couleur orange incorporé dans le biscuit.
foncee, étuvé 45°
pendant 12h

Figure 10: Protocole d’extraction des caroténoides.

Figure 11: Le mélange aprés décantation Figure 12: Appareil de Soxhlet

2.4. Incorporation du colorant dans les biscuits

2.4.1. Matieres premiéres de fabrication de biscuits

Les ingrédients utilisés dans ce travail pour la fabrication de biscuits (sans colorant,
avec colorant synthétique liquide et en poudre, avec notre extrait) sont les suivants : la
farine (blé tendre), les ceufs, le sucre glace, la margarine, ’eau, colorant synthétique

liquide et poudre et le colorant naturel.(Figure 13)
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eColorant naturel : les caroténoides utilisés dans la présente étude ont été extrait par la

méthode précédente.

eFarine du blé tendre : 1l s’agit de la matiére premicre classiquement utilisée pour la
fabrication des biscuits, en raison de sa teneur en gluten qui confére a la pate ses propriétés
technologiques et rhéologiques spécifiques. La farine de blé tendre utilisée dans notre
étude est de qualité supérieure, achetée et conditionnée dans des sachets de 1 kg, de la

marque | Mama T45 |.
o(Eufs : s ont été achetés du commerce et conservé au réfrigérateur.

eSucre : Le sucre employé est acheté du marché. C’est un sucre glace sous forme poudre

vendu sous le nom de | EI Mordjene |.

eColorants : Les colorants employés sont achetés du superette ‘O marché’. (SIN 171)
pour le colorant poudre et le colorant liquide (composé de SIN 422 ; 85, 71 colorant
naturel ; eau ; colorant du curcumine et colorant alimentaire liquide SIN422).Ce sont des

colorants oranges vendu sous le nom de |Colorant poudre ; Férial successivement|.

e Margarine : La margarine utilisée est une margarine végétale de la marque | Fleurial |, |

Cevital |, conditionnée en boite PP (Polypropyléne 05) alimentaire 500g.

Figure 13: Ingrédients utilisés dans la fabrication du biscuit

2.4.2. Diagramme de fabrication des biscuits

Les biscuits ont été préparés suivant une recette de référence avec modification (Caleja
C etal., 2016). (Figure 14) les quantités utilisées dans cette fabrication sont montres dans
le tableau | (Annexe 02).
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Margarine Sucre Eufs

'

Crémage

v

Ajouter 40 mg de colorant dissout dands10 ml de I’eau distillée

3

L’ajout de la farine

¥

Pate

Renos 10 min

\ 4
Mise en forme

!

Cuisson

20 min/170°C

Refroidissement spontané

|

Conditionnement a température ambiante dans un
plastique scellé

Figure 14: Diagramme de fabrication de biscuits avec colorant naturel

3. Analyses physicochimiques des biscuits

3.1. Humidité

La teneur en eau de biscuits a été déterminée par le procédé de séchage a I’é¢tuve a
105°C. Selon AFNOR NF V03-707, dans une capsule séche et tarée, peser (2g) de chaque
biscuit (sans colorant, avec colorant synthétique, et colorant des caroténoides naturel) et
introduire dans une étuve réglée 105° suivi d’une mesure de poids apres chaque 2 heures

jusqu’a la stabilité de poids.
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s Expression des résultats

(m1—-m2) .

H% =
% ml

100

Tels que :
H% : Teneur en eau (humidité) exprimé en %.
m1 : Masse de la capsule additionnée a celle de la prise d’essai en (g).

m2 : Masse totale apres étuvage en (g).

3.2. Détermination du pH

Le principe consiste a la mesure de la différence de potentiel entre une électrode de
mesure et une électrode de référence réunies en un systéme d’électrode combinée (Feiuet,
1998).

%+ Mode opératoire

La méthodologie de cette analyse est illustrée dans la figure 15.

Mettre 9g dans un Ajuster de I’eau Agiter pendant 15 min et

) — distillée i . | fil .
bécher de chaque istillée jusqu'a 100 ml | == Iltrer avec un papier
échantillon filtre

!

Mesurer le pH

Figure 15: Détermination du pH.
3.3. Acidite

L’analyse de I’acidité mesure les ions H+ disponibles dans le milieu : qu’ils soient
dissociés, c'est-a-dire ionisés, ou non. Ainsi on déplace les équilibres chimiques pour
neutraliser les ions H+ des acides faibles. Le titrage de 1’acidité se fait par la soude NaOH

en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré.

Sur une balance analytique, peser 9 g de chaque échantillon (biscuit sans colorant,
biscuit avec colorant artificiel et biscuit au caroténoides), la mettre dans un bécher et
compléter le volume avec 1’eau distillée jusqu’a 100 ml suivi d’une agitation pendant 15

minutes et filtration.
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Mettre 20 ml du filtrat dans un bécher et ajouter quelques gouttes de phénol phtaléine
puis titrer avec la soude (0.1 N), lire le volume de NaOH jusqu’a I’obtention un virage de
couleur vers la couleur rose (AFNOR : V 05- 101).

% Expression des résultats

(Nb X Vb X M)

Acidité =
tatte Va x P

Avec :

Nb : 0,1 (Normalité de NaOH).

Vb : volume de NaOH (ml) (chute de burette).

M : masse moléculaire de I’acide citrique (192g).
Va : volume d’échantillon dilué¢ (ml).

P : 3 (nombre de protons portés par 1’acide citrique).

3.4. Taux de Brix

Le degré brix est la mesure de la matiére séche soluble qui celle-ci s’exprime en
pourcentage. La mesure de degré de brix d’effectue a I’aide d’un réfractometre, dont ce
dernier détermine I’indice de réfraction de la lumiere d’une matrice solide ou liquide. Le
taux de Brix des échantillons est déterminé par un refractomeétre, environ une goutte de la
méme solution filtrée de I’analyse d’acidité a ét¢ placé sur la plaque de I’instrument, puis
la valeur de Brix est affichée sur 1’appareil, cette opération est répétée trois fois, en
n’oubliant pas de nettoyer le réfractométre avec de 1’eau distillée aprés chaque lecture (NF.

V05- 109-1970 cité par Boumaza et Makhloufi ., 2018).
3.5. Détermination des protéines

3.5.1. Extraction des protéines

La méthode de cette partie d’extraction est illustrée est lustrée dans la figure 16.
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¢+ Mode opératoire

29 de chaque échantillon 20ml du tampon phosphate a Ph =7

< =
Y

Agitation dans un bain glacée pendant 20min

¥

Laisser reposer et récupérer le surnageant

Figure 16: Extraction des protéines

3.5.2. Dosage des Protéines

La méthode de biuret est une méthode colorimétrique. Les liaisons peptidiques des
protéines réagissent avec Cu?* en solution alcaline pour former un complexe coloré dont
I’absorbance mesurer a 540 nm. Cette méthode est réalisée grace aux réactifs de Gornall
qui contient du sulfate de cuivre, du tartrate de sodium ou potassium, de I’hydroxyde de
sodium, de I’iode de potassium, qui complexe les ions cuivriques et maintient leur stabilité

en solution alcaline. (Gornall et al., 1949).
¢+ Mode opératoire

Le mode opératoire de cette méthode est montré la figurel6.

1 ml de Pextrait 4 ml de réactif de Gornall

— _/
——

Apres une incubation a I’obscurité pendant 30 min Mesurer
I’absorbance a 450 nm

Figure 17: Dosage des protéines par Biuret

La gamme d’étalonnage et la courbe d’étalonnage sont illustrées dans (Annexe 01).

3.6. Taux de la matiere grasse
Les lipides peuvent se dessoude dans le pétrole, ’hexane, 1’acétone et 1’éthanol. Que ce

soit a haute température ou a basse température.

35



MATERIELS ET METHODES

Pour déterminer la teneur en matie¢re grasse, la méthode d’extraction par Soxhlet est
utilisée, dans laquelle I’hexane est utilisé comme solvant. Le solvant est évaporé,

I’échantillon séché et pesé (AFNOR, 1991).
% Mode opératoire

La figure 18représente le protocole du dosage de la matiére grasse.

1g de I’échantillon 20ml HCL a 6N

— _J
~

Chauffer dans un bain d’eau
pendant 1h apres ébullition

{

Filtrer le mélange et laver a I’eau

}

Sécher le filtre dans 1’étuve a 80°C pendant 30 min.
aprés refroidissement, mis dans une cartouche qui est
placé dans la chambre d’extraction de Soxhlet

|

Peser et remplir le ballon avec 130ml
d’hexane puis le brancher a un robinet

|

Chauffer le ballon a 100°C (température
d’ébullition de I’hexane), effectuer 20
siphonage environ 1h

Figure 18: Dosage de la matiere grasse.
¢ Expression des résultats :
MG% = (P1 — P2) * 100/ME
Avec :

P1 : poids du ballon apres évaporation
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P2 : poids du ballon vide
ME :poids de la prise d’essaie

MG : taux de la matiere grasse.

4. Dosage des antioxydants

4.1. Préparation de I’extrait phénolique

% Mode opératoire

MATERIELS ET METHODES

La préparation de I’extrait de cette étude est mentionnée dans la figure 19.

Peser 2g de poudre de biscuit

N—

Ajouter 20ml d’acétone a 70%

_/

e

Agiter pendant 1h a une température ambiante

}

Centrifuger @ 17000 t/min pendant 5 min

¥

Filtrer les échantillons

Figure 19: Préparation de I’extrait phénolique

4.2. Dosage des poly phénols totaux

Lorsque les phénols sont oxydés, le réactif de folin-ciocalteu, qui est un mélange

d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique, est réduit pour former un

mélange d’oxydes de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue produite est

proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption maximale

d’environ 750nm a 765nm.(Bonnaillie et al., 2012).

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-

Cioclateu décrite par (Singleton et al., 1965 cité par Chaalal, 2013).

¢+ Mode opératoire

La figure 20 indique les étapes du dosage des polyphénols totaux.
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200 pl d’extrait

Ajouter 800ul de Ajouter 1ml de folin-
carbonate de N |~ ciocalteu
sodium (7.5%)

Agitation+ incubation pendant 2h a

V

Mesurer I’absorbance a 750nm

Figure 20: Dosage des polyphénols totaux

Les concentrations des poly phénols sont déduites a partir des gammes d’étalonnages

exprimées en mg/ml (Annexe 01).

4.3. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle(OH) libre
en position 5, qui peut former un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium(AICI3)
grace a la chélation des métaux (fer et aluminium). Des complexes donnent une teinte
jaunatre. Cette réaction est due au fait que le métal (Al) perd deux électrons pour se lier a

deux atomes d’oxygeéne provenant de la molécule phénolique, qui agit en tant que donneur
d’¢électrons (Tsao et Li, 2013).

¢+ Mode opératoire

Le dosage des flavonoides se fait selon cette méthode (Figure 21)

2ml d’extrait Iml de chlorure d’aluminium (2%)

N— i
——

Apreés incubation de 10min, mesurer
I’absorbance a 430nm

Figure 21:Dosage des flavonoides.

La teneur en flavonoides est estimée en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée
avec la Quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de

Quercétine par 100g de poudre du biscuit (mgEQ/100g).
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4.4. Dosage des flavonols

La méthode de trichlorure d’aluminium AICls est utilisée pour quantifier les flavonols

dans les extraits des différents échantillons.
%+ Mode opératoire

La méthode du dosage des flavonols, est Illustrée dans la figure 22.

300 pl d’extrait

|

300 pl de chlorure d’aluminium

!

450 pl d’acétate de sodium

v

Apreés une incubation de 40min a

I’oheenrité

]

Mesurerl’absorbance a 440nm

Figure 22: Dosage des flavonols

Une courbe d’étalonnage est préparée avec la quercétine, les résultats sont exprimés

en mg/g MS (Annexe 01).

4.5. Dosage des caroténoides

La méthode utilisée pour la détermination quantitative des caroténoides est
spectrophotométrique (Gross, 1991). Les Propriétés d'absorption des caroténoides

fournissent un critere pour l'identification et la caractérisation des caroténoides.

La teneur des caroténoides est estimée en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée
avec le B-caroténe. Les résultats sont exprimés en mg équivalent B caroténe par 100 g de

matiére séche (mg EB-carotene/100g MS).
% Mode opératoire

Le dosage des caroténoides se fait selon ce protocole (Figure 23).
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5ml d’hexane

2.5ml d’acétone

—

MATERIELS ET METHODES

2.5ml d’éthanol

7

—

Ajouter a 0.5g de la poudre de biscuit

b

Agiter pendant 30 min a une température

amhiante

!

Centrifuger pendant 10 min a 3000t/min

}

Reécupérer la phase hexanique dans une éprouvette de
5ml et aiuster le volume avec ’hexane

v

L’extrait obtenu est utilisé pour le dosage des
caroténoides nar mesure de I’absorbance a

4.5. Dosage des tanins

Figure 23: Dosage des caroténoides.

Cette méthode consiste a extrait les tanins de I’échantillon végétale a I’aide d’un solvant

approprie. Ensuite, une partie de 1’extrait est chauffée en présence d’un acide fort, ce qui

entraine la transformation des tanins en anthocynes. Les anthocyanes ainsi formeés donnent

une coloration spécifique a la solution.

¢+ Mode opératoire

La figure 24 représente le protocole du dosage des tannins.

40



MATERIELS ET METHODES

distille

e N

Iml d’extrait +500 ul d’eau ]

600ul de melange+600ul Incubation 30min a 100°C
d’HCL pur

' L

Refroidissement rapide a I’eau
Mesurer la densité a 550nm Glacée

¥

Ajout de 100ul d’éthanol pur

v

Mesurée de la densité a 550 nm

Figure 24: Dosage des tanins.

“ Expression des résultats
(ADO01 + ADO02) %« 19,33 * v = dillution

massematériel végétal (g)

Tannins =

Ou :
ADO1 : densité optique 1.
ADO02 : densité optique 2.

V : volume d’extraction.

5. Activité antioxydante

5.1. Activité anti- radicalaire (DPPH)

Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical stable largement utilise comme
sonde pour évaluer le pouvoir antioxydant des substance.il possede un électron célibataire
sur I’atome d’azote, ce qui lui confére une couleur violette intense et un pic d’absorption
maximal a 517 nm. Lorsqu’un échantillon contenant un antioxydant est ajouté a une
solution de DPPH, I’¢lectron célibataire du DPPH est apparié¢ par transfert d’électron de

I’antioxydant.
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Cela provoque une décoloration de la solution, passant du violet (forme radicalaire
DPPH) au jaune (forme réduite DPPH-H). Cette décoloration est directement

proportionnelle a la quantité d’antioxydant présent dans 1’échantillon (Ramadan, 2010).

La mesure de la diminution de la coloration de la solution est effectuée a 1’aide d’un
spectrometre UV a une longueur d’onde de 517 nm. Plu la solution perd de sa coloration
violette, plus la quantité d’antioxydant présent dans I’échantillon est ¢élevée. Cette
méthode, connue sous le nom de test DPPH, est largement utilisée pour évaluer I’activité

antioxydant des composeés et des extraits naturels.
% Mode opératoire

Le protocole suivi pour la détermination de 1’activité anti-radicalaire est mentionné dans

la figure 25.

0,5 ml de DPPH préparée fraichement a été mélangé avec 0,5 ml d’extrait méthanolique

y

Mesurer I’absorbance a 517 nm aprés une agitation et incubation dans 1’obscurité pendant
1 heure 30min a température ambiante.

V

Un témoin est préparé en remplacent 1’extrait méthanolique par le méme volume de
méthanol.

Figure 25: Détermination d’activité anti-radicalaire (DPPH)

s Expression des résultats :

Le pourcentage d’inhibition des radicaux dus a la propriété antioxydant des extraits a été

calculé en utilisant la formule suivante :

o Ac — Ae
%d'inhibition = (A—c) x* 10
Ou:

Ac : absorbance de controle

Ae : absorbance de I’échantillon. Sont les absorbances du control et de I’extrait apres

incubation.
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5.2. Evaluation de I’activité antioxydant par le test ABTS

Le test ABTS est ’'une méthodes les plus couramment utilisées pour évaluer 1’activité
antioxydant d’une substance (Milardovic et al., 2007). Ce test est basé sur la capacité d’un
antioxydant a neutralisé le radical cationique ABTS, qui a une couleur bleu-vert, en le
convertissant en une forme incolore par capture d’un proton par I’antioxydant (Damintoti
et al.,2005 ; Osman et al.,2006).

Le test 2,2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) est couramment
utilisé pour évaluer 1’efficacité antioxydant de différents composés et mélange complexes
de cation, et il offre une méthode rapide et fiable pour quantifier I’activité antioxydant

(Osman et al., 2006).
La réaction entre les antioxydants et ABTS+ est estimée selon la réaction suivante :

ABTS++AH —  ABTS+A°+H

¢+ Mode opératoire

Pour déterminer I’activité antioxydante ABTS nous avons appliqué ce protocole

(Figure 26).

Réactif ABTS (7TmM) Persulfate de potassium (2,45mM)

— _
——

Incubation a I’obscurité pendant 16heures

La solution ABTS est diluée avec 1’éthanol afin d’obtenir
une absorbance de 0.7+0.02 a 734 nm

b

500ul d’extrait est additionné a 500ul de la solution ABTS

v

Mesurer I’absorbance a 734 nm aprées 2,5 min d’incubation a
I’obscurité.

Figure 26: Détermination de I’activité antioxydant (ABTS).
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s Expression des résultats

Oou:

A
Activitéantiradicalaire(%) = (T

AO : absorbance de control.

Al : absorbance de I’échantillon.

5.3. Pouvoir réducteur

)*100

Le test du pouvoir réducteur est largement utilisé comme méthode rapide et simple pour

évaluer D’activité antioxydant des extraits naturels, des aliments et des boissons.

Cependant, il convient de noter que ce test mesure le pouvoir réducteur global de I’extrait

et ne permet pas d’identifier spécifiquement les antioxydants individuels présents.

% Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est illustré dans la (figure 27).

1 ml d’extrait

2,5ml de tampon phosphate
0,2 M aph6,6

2,5ml de ferricyanure
de potassium 1%

N~—

i

—

Incubation a 50°C pendent 20min

1ml d’eau distillé

~—

}

L’ajout de 2,5ml de TCA
10%

200ul chlorure
ferrique a 0,1%

-

—

Mesure de 1’absorbance a 700 nm contre un blanc

sans extrait

Figure 27: Détermination du pouvoir réducteur.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par 1g de matiére séche a

partir d’une droite d’étalonnage (Annexe 01).
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6. Etude statistique

Pour comparer les différents résultats dans la présente étude, une analyse descriptive e
¢été réalisée, a I’aide du logiciel Microsoft office Excel 2003, les moyennes étant exprimées
sous la forme de moyenne + écart type, suivi par une analyse de la variance (ANOVA)
avec le test LSD. Les données ont été organisées en utilisant le logiciel STATISTICA
version 5.5.

Les résultats qui portent des lettres alphabétiques différentes, présentent des différences,
contrairement a ceux qui portent des lettres identiques. Toutes les données représentent la

moyenne de trois essais.
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RESULTATS ET DISCUSSION

L’objectif de notre travail est I’extraction des caroténoides a partir des écorces
d’agrumes (Citrus sinensis' Thomson Navel') leur incorporation dans des biscuits, avec une

comparaison entre notre colorant naturel et deux colorants synthétiques.

1. Caractérisation des écorces

1.1 Détermination de I’humidité
L’humidité initiale des écorces d’agrumes est obtenue par le calcul de la moyenne des

trois répétitions a partir du méme lot, et dans le méme temps et les mémes conditions de
travail. Les moyennes des teneurs en eau initiale est 24,37+0.40% et le taux de la matiére
séche est de 4,10+0,40.

2. Analyses phytochimiques des colorants

2.1. Teneur des polyphenols
Les résultats de la teneur en polyphénols des différents colorants (naturel, synthétique

en poudre, synthétique liquide) exprimées en mg /100g sont présentés sur la figure 28 :

1000
800
600
400 —
200

0 . B

colorant naturel  colorant synthétique colorant synthétique
liquide poudre

échantillons

b

teneur en polyphénols
(mg /1009)

Figure 28: Teneurs en polyphénols des trois colorants.

L'étude statistigue montre qu'il existe une différence significative (p < 0,05) entre les
teneurs en polyphénols des différents colorants étudiés. Les résultats illustrés sur la figure
28 montrent que le taux des polyphénols du colorant naturel est de 873,12 + 0,03 mg/100g,
ce qui est tres élevé par rapport au colorant synthétique. Les taux de polyphénols pour le
colorant en poudre sont de 349,91 + 0,04 mg/100g, et pour le colorant liquide, ils sont de
25,93 + 0,07 mg/100g.

La variation des niveaux de polyphénols totaux est attribuable a la complexité de

I'extraction des polyphénols. Ces composes sont sujets a la dégradation, a I'oxydation ou a
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I'nydrolyse. De plus, dautres facteurs peuvent influencer la quantification de ces
polyphénols, tels que la variété, le mode de conservation des extraits, les conditions
environnementales, le degré de maturité des fruits et les facteurs génétiques (Lagha-

benamrouche et Madani, 2013).

2.2. Teneur des flavonoides

Les résultats des teneurs en flavonoides des différents colorants (naturel, synthétique en
poudre, synthétique en liquide) sont exprimés en mg /100g sont présentés sur la figure29:

600 - a

o 500 - -
© -
S 400 . b
S 300 -
T S 200 - i
Y -

3, 100 -
c
S g 0 .
é colorant naturel  colorant synthétique colorant synthétique
g liquide poudre

échantillons

Figure 29:Teneurs en flavonoides des trois colorants

D’aprés la figure 29on enregistre une tenure en flavonoides importante de 491,31 +
0,07 mg/100g pour le colorant synthétique poudre. Et de 215,86 + 0,01 mg/100g pour le
colorant synthétique liquide et une tenure de 134,59 + 0,48mg/100g pour le colorant

naturel.

L’étude statistique montre qu’il existe une différence significative (p<0,05) entre les

teneurs en flavonoides des trois colorants étudiés.

2.3. Dosage des flavonols

Les résultats des teneurs en flavonols des trois colorants (naturel, synthétique en poudre,

syntheétique liquide) exprimeées en mg/100g sont présentés sur la figure 30 :
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1200 +

1000 - 2
=2 800 -
s . 600 -
I c
b
3= colorant naturel colorant colorant
g synthétique synthétique

liquide poudre
échantillons

Figure 30: Teneur en flavonols des trois colorants.

L’analyse statistique a révélé une différence significative entre les différents colorants.

On enregistre une teneur en flavonols importante de 981,90+ 0,02mg/100g pour le

colorants synthétique poudre et une tenure de 182,01 £ 0,07mg/100g pour le colorant

naturel et enfin le colorant synthétique liquide avec une teneur faible qui est de 36,62 +

0,06 mg/100g.

2.4. Teneur des caroténoides

Les résultats de dosage des caroténoides de colorants naturel exprimés en mg/ml est

présenté sur la figure31.

43792,35 ~
]
©
2 437923 -
&
S = 43792,25 -
C —
oD
c £ 437922 -
O ~
Lo
=]
% 43792,15 -
43792,1

colorant naturel

Figure 31: Dosage des caroténoides du colorant naturel.

Les résultats présentent que notre colorant est riche en caroténoides qui sont de

43792,25+ 0,06 mg/ml.
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2.5. Teneur des tanins

Les teneurs en tanins obtenues des trois colorants (naturel, synthétique en poudre,

synthétique liquide) exprimeées en mg/g sont présentés sur la figure 32.

600 - .
w» 900 1 -
= 400 -
£ 3 300 - b
S 2 200 - c
5=
el B om
colorant naturel  colorant synthétique colorant synthétique
liquide poudre
échantillons

Figure 32: Teneurs en tannins des trois colorants.

Les résultats illustrés sur la figure 32 présentent que le taux des tanins du colorant
synthétique en poudre est de 514,23+ 0,07mg/g qui est élevé par rapport aux autres
colorants qui sont de 278,71+ 0,06 mg/g pour le colorant naturel et de 152,57+ 0,05 mg/g

pour le colorant synthétique liquide.

L'analyse statistique révele une différence significative (p < 0,05) dans les niveaux de
tanins entre les différents colorants étudiés. Les résultats ont exposé que la concentration
en tanin de notre colorant est trés élevé a celui (Zergouni et Tarfaya, 2022) dans 1’écorce
de la Thomson avec un taux de (51.3262+ 0,2 mg/g).

3. Activités antioxydante des colorants

3.1. Activité anti-radicalaire
Les résultats du DPPH des différents colorants (naturel, synthétique en poudre,

synthetique liquide) exprimes en pourcentage % sont illustrés sur la figure 33:
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800 - a
600 - .
E § 400 -
5 S 200 - b
E § 200 - colorant naturel colorant colorant
c g synthétique synthétique
= liquide poudre
échantillons

Figure 33: Teneur d'activite anti-radicalaire (DPPH) des trois colorants.

Les résultats obtenus exposent que le colorant synthétique poudre a donner une valeur
supérieure qui est de 672,19+ 0,07 %, notre colorant a donné une valeur moins que celle de
colorant synthétique en poudre qui est de 40,15+ 0,02 % par contre le colorant synthétique
liquide est d’une valeur de zéro.que signifie qu’il existe pas une activité anti-radicalaire

chez le colorant synthétique liquide.

L’¢étude statistique montre qu’il existe une différence significative (p<0,05) entre les

différents colorants étudiés.

3.2. Test ABTS

Les résultats de test ABTS des différents colorants (naturel, synthétique en poudre,

synthétique liquide) exprimés en pourcentage % sont présentés sur la figure 34.

Les résultats illustrés sur la figure 34 montrent que I’activité anti-radicalaire par le teste
ABTS du colorant synthétique liquide 102,48+0,05% est légérement plus €levé par rapport
a le colorant synthétique poudre qui est de 101,66+0,02%par contre on enregistre une

activité anti-radicalaire plus moins dans notre colorant naturel qui est de 92,26+0,02%.

L’étude statistique montre qu’il existe une différence significative (p<0,05) entre les

différents colorants étudiés.
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120
100 - b

|
Q

D
o O
1 1

N
o
1

o

teneur du test ABTS
pourcentage%o
aN
o

colorant naturel  colorant synthétique colorant synthétique
poudre liquide

échantillons

Figure 34: Teneur du test ABTS des trois colorants.

3.3. Pouvoir réducteur

Les résultats du pouvoir réducteur des différents colorants (naturel, synthétique en
poudre, synthétique en liquide) exprimés en mg/100g sont illustrés sur la figure 35 :

1200 -
1000 - 2 A
£ 800 - b
el
- O
§§ z” 200 -
=S 0
S colorant naturel  colorant synthétique colorant synthétique
= liquide poudre
échantillons

Figure 35: teneur du Pouvoir réducteur des trois colorants.

Les résultats illustrés sur la figure 35présentent que le colorant synthétique liquide est
d’un pouvoir réducteur supérieur qui est de 999,40 = 0,045 mg/100g, et un pouvoir
réducteur du colorant synthétique poudre 798,94 + 0,07 mg/100g légérement supérieur a
celui du colorant naturel qui est de 713,99 + 0,06 mg/100g.

L’étude statistique montre qu’il existe une différence significative (p<0,05) entre les
différents colorants étudiés.
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Cette différence peut étre due a 1’espéce analysée, la variété, la saison de
I’échantillonnage, le degré de la maturation du fruit, le sol, le climat et les méthodes

analytiques.

4. Les analyses physico-chimiques des biscuits
Les résultats des analyses physico-chimiques des biscuits sont présentés dans le tableau

suivant (Tableau V).
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Tableau V: Analyses physico-chimiques des biscuits

RESULTATS ET DISCUSSION

Echantillons

Teneur en
humidité (%)

Matiere seche
(%)

pH

Acidité (g/)

Brix (%0)

Protéines
(mg/1009)

Matiere grasse
(%)

Biscuit sans
colorant

4,155a+0,007

95,845b+0,007

6,59b+0,03

0,00783a+0,007

1,75a

421,6613a+0,028

25,045b+0,007

Biscuit avec
colorant naturel
40mg

4,32a+0,056

95,68b+0,056

6,635b+0,06

0,00727b+0,006

1,75a

230,4646b+0,102

23,475¢+0,007

Biscuit avec
colorant naturel
120mg

3,67a+0,014

96,33a+0,014

6,675b+0,03

0,00783a+0,007

1,75a

485,6145a+0,062

24,72b+0,056

Biscuit avec
colorant
synthétique
poudre 40mg

1,95b+0,014

98,05a+0,014

6,605b+0,01

0,00783a+0,007

1,75a

125,3352d+0,14

26,675a+0,007

Biscuit avec
colorant
synthétique
liquide 40mg

1,435b+0,015

98,565a+0,15

7,065a+0,01

0,00505¢+0,004

la

162,4881c+0,05

25,015b+0,007
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D’apres le résultats du tableau V qui montre que la teneur en humidité du biscuit
préparé avec le colorant naturel 40mg est supérieur par rapport aux autres biscuits qui
représente 4,32+ 0,065%, les teneurs en humidités ont de 4,155+0,007% pour le biscuit
sans colorant puis celui de biscuit avec colorant naturel 120mg qui est de 3,67+0,014%,
ensuite le biscuit avec le colorant synthétique poudre qui est de 1,95+ 0,014% et en dernier

le biscuit avec le colorant synthétique liquide qui est de 1,435+ 0,015% .

Donc a mesure que le temps s’allonge, la teneur en humidité diminue et la quantité de

matiere seche augmente.

Les résultats on montre que le biscuit avec colorant synthétique liquide 40mg
représentait le rapport de propagation le plus élevée avec 98, 56+ 0,15 % en comparaison
aux autres biscuits ; 98,05+0,014%pour le biscuit avec le colorant synthétique poudre
40mg ; 96,33+0,014%pour le biscuit avec colorant naturel120mg ; 95,84+0,007%pour le
biscuit sans colorant et en dernier 95,68+ 0,056%pour le biscuit naturel40mg. L’analyse
statistique a montré une différence significative entre les différents biscuits.

Ceci peut étre expliqué par I’effet de la cuisson qui a augmenter la matiére séche chez
les biscuits avec les colorants synthétiques. Contrairement aux biscuits avec les colorants
naturels et aux biscuits sans colorant qui ont une matiére seche inférieure a celle des
colorants synthétiques. Cela est causé par les conditions de cuisson et la nature des

colorants.

Pour le pH des biscuits I’analyse statistique a reléve une différence significative entre
les différents biscuits. On a enregistré un pH de 7,06+0,01 pour le biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg, suivi d’un pH de 6,67+0,03 pour le biscuit avec colorant naturel
120mg ensuite un pH de 6,63+0,06pour le biscuit avec colorant naturel 40mg, et un pH de
6,60+0,01pour le biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg et en dernier une valeur

de 6,59+0,03 pour le biscuit sans colorant.

Les résultats ont montré qu’il ya une différence significative entre les différents biscuits.
Les biscuits avec colorant naturel 120mg, avec colorant synthétique poudre 40mg et sans
colorant ont marqué une acidité supérieure de 8*107+ 0,007 g/l, suivi par le biscuit avec
colorant naturel 40mg qui est de 7*1072 £0,006¢/l, en dernier est de 5*107+0,004 g/l pour

le biscuit avec colorant synthétique liquide 40mg.
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Le degré de Brix est 1’'un des critéres de base utilisés par les industriels, il indique le
pourcentage de solides solubles dans I’eau d’un aliment (TUrkmen et Eksi, 2011).Les
résultats ont montré que les biscuits sont de méme taux de brix qui est de 1,75% sauf le

biscuit avec colorant synthétique liquide qui a un taux de brix de 1%.

Pour les protéines, I’analyse statistique a révélé une différence significative entre les
différents biscuits. Présente une diminution de la teneur en protéine. Le biscuit avec
colorant naturel 120mg a marqué un taux de protéines supérieur qui est de

485,61+0,062mg/100g par rapport aux autres biscuits.

Le biscuit sans colorant & enregistré un taux de 421,66+0,028 mg/100g suivi par le
biscuit avec colorant naturel 40mg qui est de 230,46+0,102 mg/100g ensuite le biscuit avec
colorant synthétique liquide 40mg qui est de 162,48+0,05mg/100g et en dernier le biscuit
avec colorant synthétique poudre 40mg qui est de 125,33+0,14 mg/100g.

La tenure en matiere grasse montre une différence significative qui passe de 23,45+
0,007% pour le biscuit avec colorant naturel 40mg, et 24,72+ 0,056% pour le biscuit avec
colorant naturel 120mg, de 25,01+ 0,007% pour le biscuit avec colorant synthétique
liquide 40mg ; pour le biscuit sans colorant enregistre une tenure de 25,04+ 0,007%, enfin
pour biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg est de 26,67+ 0,007%. Ceci est di a

I’ajout de la maticre grasse végétale au cours de sa préparation.

Incorporer de la matiére grasse dans la recette de biscuit améliore leur goQt en apportant
une meilleure qualité gustative. Cette forte teneur en matiere grasse confére aux biscuits un
fort potentiel calorique.et contribue a I’amélioration de la composition nutritionnelle des

biscuits (Saadoudi, 2019).

5. Analyses phytochimiques des biscuits

5.1. Teneur des polyphénols

La figure 36 représente le dosage des polyphénols des différents biscuits exprimés en
mg/100g.

Les résultats montrent une différence significative entre les différents biscuits. La teneur
en poly phénols du biscuit avec colorant synthétique liquide 40mg est supérieure aux

autres biscuits qui est de 45,74 + 0,07mg/100g.
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Les autres biscuits sont marqué des teneurs en poly phénols de 32,52+ 0,04 mg/100g
pour le biscuit sans colorant, et de 28,89+ 0,05mg/100g pour le biscuit avec colorant
naturel 120 mg, ensuite de 18,67+ 0,01 mg/100g pour le biscuit avec colorant synthétique

poudre et en dernier est de 15,28+ 0,04mg/100g pour le biscuit avec colorant naturel 40mg.

Celui peut étre expliqué par ’effet de la température de cuisson du biscuit qui a

influencé (dégradé) sur les poly phénols.
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Figure 36: Dosage des polyphénols de différents biscuits.

Bsc : biscuits sans colorant ; bn 40mg : biscuit avec colorant naturel 40mg ; bn120mg : biscuit avec colorant
naturel 120mg ; bsp 40mg : biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg ; bsl40mg : biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg.

5.2. Teneur en flavonoides

Les résultats des teneurs en flavonoides des différents biscuits exprimés en mg/100g
sont présentés sur la figure 37 :
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Figure 37:Dosage de flavonoides des différents biscuits.

Bsc : biscuits sans colorant ; bn 40mg : biscuit avec colorant naturel 40mg ; bn120mg : biscuit avec colorant
naturel 120mg ; bsp 40mg : biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg ; bsl40mg : biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg.
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L’analyse statistique a révele une différence significative entre les différents biscuits. Le
biscuit avec colorant synthétique poudre a enregistré une tenure en flavonoide plus élevé

par rapport aux autres biscuits avec une valeur de 9,16+ 0,17mg/100g.

Une etude comparative avec les deux biscuits enrichis avec le colorant naturel nous
montre que la teneur en flavonoides de biscuit enrichis avec le colorant naturel 40 mg est
supérieur a celle de biscuit sans colorant qui est de 8,36+ 0,02mg/100g une valeur de
8,61+0,04mg/100g est enregistrée pour le biscuit avec colorant naturel 40mg, et de 7,70+
0,25mg/100g pour le biscuit avec colorant naturel 120 mg, alors que la teneur en
flavonoides du colorant naturel est de 134,59+0,48mg/100g .

Une valeur de 8,44+0,44mg/100g pour le biscuit avec colorant synthétique liquide

40mg. Alors que la teneur en flavonoides de ce dernier est de 215,86+ 0,01mg /100g.

Ceci peut étre expliqué par I’effet de la température de cuisson du biscuit qui a

influencé sur les flavonoides.

5.3. Teneur en flavonols
Les résultats des teneurs en flavonols des différents biscuits exprimés en mg/100g sont

présentés sur la figure 38 :
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Figure 38: Dosage des flavonols des différents biscuits.

Bsc : biscuits sans colorant ; bn 40mg : biscuit avec colorant naturel 40mg ; bn120mg : biscuit avec colorant
naturel 120mg ; bsp 40mg : biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg ; bsl40mg : biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg.

L’analyse statistique a montre une différence significative entre les différents biscuits.
On enregistre une faible teneur en flavonols pour le biscuit avec colorant synthétique
liquide 40 mg. Avec une valeur de 14,35+ 0,13 mg/100g, pour les autres biscuits on

enregistre une valeur de 15,13+ 0.14mg /100g, pour le biscuit avec colorant synthétique
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poudre, suivi par le biscuit avec colorant naturel 40mg qui est de 15,29+ 0,04mg/100g,
ensuit le biscuit sans colorant qui est de 20,19+0,10mg/100g et en dernier une tenure
supérieure en flavonols est de 21,56 +0,43mg/100g pour le biscuit avec colorant naturel

120mg.

Cela peut étre expliqué par I’effet de la température de cuisson du biscuit qui a dégrade

et influence sur les flavonols.

5.4. Teneur des caroténoides
Les résultats des teneurs en caroténoides des différents biscuits exprimés en mg/ml sont

présentés sur la figure 39.

L’analyse statistique a révele une différence significative entre des différents biscuits.
On a enregistré une teneur en caroténoides supérieur pour le biscuit avec colorant
synthétique liquide de 40mg qui est de 2960,30+ 0,09mg/ml, suivi de biscuit avec colorant
synthétique poudre 40mg qui est de 1548,04 + 0,07mg/ml, ensuite de 1471,89+ 0,07mg/ml
pour le biscuit avec colorant naturel 120mg et de 1452,98+ 0,05mg/ml pour le biscuit sans

colorant et en dernier 1344,76 £ 0,15mg/ml pour le biscuit avec colorant naturel 40mg.
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Figure 39:Teneurs en caroténoides des biscuits.

Bsc : biscuits sans colorant ; bn 40mg : biscuit avec colorant naturel 40mg ; bn120mg : biscuit avec colorant
naturel 120mg ; bsp 40mg : biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg ; bsl40mg : biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg.

5.5. Teneur des tanins
Les résultats du dosage des tannins de différents biscuits sont illustrés sur la figure 40,

les teneurs sont exprimés en mg/g.
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Figure 40:Teneurs en tannins des différents biscuits.

Bsc : biscuits sans colorant ; bn 40mg : biscuit avec colorant naturel 40mg ; bn120mg : biscuit avec colorant
naturel 120mg ; bsp 40mg : biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg ; bsl40mg : biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg.

L’analyse statistique a révélé une augmentation significative qui passe de 145,77+
0,06mg /g pour le biscuit avec colorant naturel 120 mg, suivi de 148,58+ 0,07mg/g pour le
biscuit sans colorant, ensuite de 160,14+ 0,06mg/g pour le biscuit avec colorant naturel
40mg et de 197,94 + 0,07 mg/g pour le biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg et

en dernier de 275,74+ 0,05 mg/g pour le biscuit avec colorant synthétique liquide.

Ceci expliqué par ’effet de la température et le temps de cuisson des biscuits qui a

dégrade les tanins.

6. Activité antioxydante
6.1.1. Activité anti-radicalaire DPPH

Les résultats du pouvoir anti-radicalaire contre radical DPPH des différents biscuits

exprimés en pourcentage % sont présentés sur la figure 41.

Les résultats comme suite : On a enregistré une valeur supérieure pour le biscuit avec
colorant naturel 120mg qui est de 94,26+ 0,01% par rapport aux autres biscuits. Pour le
biscuit sans colorant, le biscuit avec colorant naturel 40mg est le biscuit avec colorant
synthétique poudre 40mg sont enregistré une méme valeur qui est de 92,59+ 0,04%, et

enfin de 90,13+0,05% pour le biscuit avec colorant synthétique liquide 40mg.

59



RESULTATS ET DISCUSSION

. 100 -
X
%?& 80 -
< 4
c £ 60
= § 40 -
23 20 -
e
0
bsl 40mg bsp40mg bn40mg bn 120 mg bsc
échantillons

Figure 41: Teneurs de l'activité anti-radicalaire DPPH des biscuits.

Bsc : biscuits sans colorant ; bn 40mg : biscuit avec colorant naturel 40mg ; bn120mg : biscuit avec colorant
naturel 120mg ; bsp 40mg : biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg ; bsl40mg : biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg.

6.2. Activitée ABTS

Les résultats du test ABTS des différents biscuits sont illustrés sur la figure 42.
L’analyse statistique montre une différence significative entre les différents biscuits.
D’aprés les résultats obtenus dans la figure, on enregistre un pourcentage de 1’activité anti-
radicalaire par le teste ABTS élevé dans le biscuit sans colorant qui est de 102,51+ 0,01%
suivi de 102,12+0,05% pour le biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg et aussi pour
le biscuit avec colorant naturel 40mg. Ensuite 101,03+ 0,07% pour le biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg et en dernier 97,26+ 0,04% pour le biscuit avec colorant naturel
120mg.

Donc plus la quantité de colorant diminue de 40mg a 120 mg le pourcentage de
I’activité anti-radicalaire par le teste ABTS diminue, cela due a la structure chimique des

caroténoides.
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Figure 42:Teneurs de la capacité antioxydante ABTS des biscuits.
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Bsc : biscuits sans colorant ; bn 40mg : biscuit avec colorant naturel 40mg ; bn120mg : biscuit avec colorant
naturel 120mg ; bsp 40mg : biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg ; bsl40mg : biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg.
6.3. Pouvoir réducteur

Les résultats du pouvoir reducteur des différents biscuits exprimés en mg/100g sont

présentés sur la figure 43 :
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Figure 43: Pouvoir réducteur des différents biscuits.

Bsc : biscuits sans colorant ; bn 40mg : biscuit avec colorant naturel 40mg ; bn120mg : biscuit avec colorant
naturel 120mg ; bsp 40mg : biscuit avec colorant synthétique poudre 40mg ; bsl40mg : biscuit avec colorant
synthétique liquide 40mg.

Le biscuit avec colorant synthétique liquide 40mg présente un pouvoir réducteur

supérieur par rapport aux autres biscuits qui est de 789,44 + 0,14mg/100g.

Pour les autres biscuits on a enregistré 674,70 + 0,19mg/100g pour le biscuit avec
colorant naturel 40mg, suivi de 674,43+ 0,25mg/100g pour le biscuit avec colorant
synthétique poudre 40mg, ensuite de 649,67+ 0,12mg/100g pour le biscuit sans colorant et

en dernier 624,61+ 0,51mg/100g pour le biscuit avec colorant naturel 120mg.

Donc plus la quantité de colorant naturel augmente de 40mg a 120mg, la tenure du

pouvoir réducteur diminue, cela peut étre due a la structure chimique des caroténoides.
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CONCLUSION

Les utilisations de 1’écorce d’orange aprés transformation industrielle, permettent de

réduire les dangers écologiques et économiques causé sur 1’environnement.

Le présent travail a pour objectif, I’étude quantitative des caroténoides des écorces
d’orange de citrus sinensis de variété Thomson Navel, ainsi que 1’évolution de 1’activité
antioxydante et I’incorporer comme colorant alimentaire et antioxydant naturel dans une
recette de biscuit de type sablé et comparer avec deux autres colorants synthétique (en
poudre et liquide), et I’évolution de quelques parametres physico-chimiques, analyses
phytochimiques et les activités antioxydants.

Nous avons commencé par 1’extraction des caroténoides a partir des écorces de notre
variété (Thomson Navel). Ensuite nous avons incorporé notre extrait dans des formules de
biscuit type sablé, enfin nous avons fait quelques caractérisations physico-chimigues,

phytochimiques et les activités antioxydants de nos produits.

Le colorant naturel utilisé de notre étude est un colorant issu des écorces d’orange qui
possede une teneur en polyphénols de 873,12+0,03 mg /100g, une teneur en flavonoides de
134,95 +0,84 mg/100g, une teneur en flavonols de 182,01+0,07mg/100g, une teneur en
caroténoides de 43792,25+0,06 mg/ml et une activité anti-radicalaire de 40,15+0,02 %.

Le biscuit avec colorant naturel a présenté des valeurs de teneur en polyphénols,
flavonoides, flavonols, caroténoides, DPPH et pouvoir réducteur respectivement :
15,28+0,04mg/100g ; 8,61+0,04mg/100g ; 15,29+0,04 mg /100g ; 1344,76+0,15mg/ml ;
92,59+0,04% ; 674,70+0,19mg/100g.

Les résultats de 1’analyse statistique a montré qu’il ya une différence significative
(p<0,05) entre les différents biscuits (biscuit sans colorant, biscuits avec colorant naturel,
biscuit avec colorant synthétique poudre et le biscuit avec colorant synthétique liquide), et

les différents colorants (colorant naturel, synthétique poudre et synthétique liquide).
Dans le but de compléter cette étude, il serait intéressant :

De faire I’extraction avec des solvants moins toxique.
D’effectuer les analyses microbiologiques sur les biscuits préparées.

D’optimiser les conditions de préparation des biscuits enrichis en caroténoides.

YV V VYV V

Etudier la durée de conservation du colorant naturel et aussi la durée de

conservation du biscuit enrichis avec ce colorant.
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Figure n°46: Courbe d'étalonnage des flavonols.
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Annexe 02 :

Tableau I : Ingrédients de différents biscuits fabriqués.

LES ANNEXES

Type de biscuit

Colorant

Colorant

Ingredients Témoin synthétique en | synthétique %ﬂgﬁg}t
poudre liquide
Margarine 509 509 509 50g 50g
Sucre glace 30g 30g 30g 309 309
Euf 249 249 249 249 249
Colorant 0g 40mg 40mg 40mg | 120mg

Eau distillé 10ml 10ml 10ml 10ml | 10ml
Farine 1209 1209 1209 120g | 120g

Figure 01 : les pates de biscuits avec le colorant naturel et synthétique en poudre.




Résumé

Cette étude vise a faire I’extraction des caroténoides par la méthode de Rodriguez-
Amaya qui consiste a établir un contact direct entre le zeste et le solvant (éthanol)
organique pendant un temps précis, et I’incorporer dans le biscuit de type (sablé) comme
colorant naturel et les comparer avec deux autres colorants synthétique (poudre et liquide).
Un ensemble d’analyses physicochimiques (PH, brix, acidité, protéines, matiere grasses,
Humidité), et phytochimiques (polyphénols, flavonoides, tanins, caroténoides, pouvoir
réducteur ...) ont été effectués. Pour les biscuits et les colorants. Pour le biscuit de colorant
naturel, les résultats ont été les suivants : pH (6,635+0,06), Acidité (0,007+0,006 g/l),
humidité (4,32+0,056%), activité anti-radicalaire DPPH (92,59+ 0,04%), pouvoir réducteur
de fer (674,70 = 0,19mg/100g), teneur en polyphénols (15,28+ 0,04mg/100g), teneurs en
caroténoides (1344,76 £+ 0,15mg/ml), teneur en tanins (160,14+ 0,06mg/g) et une teneur en
protéines de 230,4646+0,102 mg/100g.

Mots clés : Biscuit, polyphénols totaux, paramétres physicochimiques, colorant,

caroténoides, antioxydants.

Abstract

This study aims to extract carotenoids by the Rodriguez-Amaya method which consists
in establishing direct contact between the zest and the organic solvent (ethanol) for a
specific time, and incorporating it into the biscuit type (shortbread ) as a natural dye and
compare them with two other synthetic dyes (powder and liquid). A set of physicochemical
analyzes (PH, brix, acidity, proteins, fat, humidity), and phytochemicals (polyphenols,
flavonoids, tannins, carotenoids, reducing power, etc.) were carried out. For cookies and
dyes. For the natural dye biscuit, the results were as follows: pH (6.635+0.06), Acidity
(0.007+0.006 g/I), humidity (4.32+0.056%), scavenging activity DPPH (92 .59+ 0.04%),
iron reducing power (674.70 £ 0.19mg/100g), polyphenol content (15.28+ 0.04mg/100g),
carotenoid content (1344.76 £ 0, 15mg/ml), tannin content (160.14+ 0.06mg/g) and a
protein content of 230.464620.102 mg/100g.

Keywords: Biscuit, total polyphenols, physicochemical parameters, dye, carotenoids,
antioxidants.



