République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’enseignement Supérieur et de la Recherche scientifique
Université A. MIRA - Bejaia

Faculté de Sciences de la Nature et de la Vie

Département des Sciences Alimentaires l-'r;.ifﬂ‘nl fUll’ Ayl
Filiere : Biotechnologie, Agro ressources, Aliment et Nutrition \ | Tasdawit n Bgayet
gle, A8 ’ \UD/ Université de Béjaia

Option : Corps gras

Mémoire de Fin de Cycle
En vue de I'obtention du diplome

MASTER
Theme

Caractérisation de I'huile des graines de Citrouille
(Cucurbita pepo) et essai d’'incorporation dans la

margarine de CEVITAL spa.

Présenté par :

KHENNOUSS Kenza
Soutenu le : 15 Juin 2015 a 15:00
Devant le jury composé de :

M " BOUAOUDIA.N MAA Président
M" MADANI.K Professeur  Encadreur
M TOUATI.N MAA Examinateur
M"  HAMITRI.M Invité

Année universitaire : 2014 / 2015



Dieu merci pour m’avoir donné la santé, la volonté et le courage sans lesquels ce travail

n’aurait pas été réalisé. .

Mes remerciements les plus vifs vont 4 M** AMRANE Meriem pour les conseils et I'aide
qu’il m’a apporté au cours de ce MEMOIRE sans lesquels je n’aurai pu mener a bien ce
travail, pour sa permanente disponibilité, son encouragement, la pertinence de ses
conseils et avis sur les travaux que jai pu mener, qu’il veuille accepter toute ma

Ieconnaissance.

Je tiens a remercié mon promoteur Mr MADANI K pour avoir accepté de m’encadrer

et pour ces conseils.

Je remercie Mr BOUAOUDIA. N de m’avoir fait Phonneur de présider mon jury, Mek

TOUATI. N d’avoir accepté d’examiner mon travail.

Je tiens aussi @ remercier Mr HAMITRI . M , M**¢ BENCHACHI. S, Mr ALIENE et
Mr HADJAL et Mr AZOUZ .L, sans oublier le directeur de la margarine de CEVITAL
Mr Hadjadj et toute équipe de laboratoire physico-chimique et centrale de CEVITAL.

Jexprime ma profonde remerciements envers tous ceux et celles qui ont participé a la réalisation
de ce travail, en particulier Mr FERGANI. F, Mr SOUAGUI -K, Mr TOUATIL R



C’est avec un trés grand honneur que je dédie ce modeste travail
aux deux personnes qui sont sacrifiées pour que je grandisse avec
un savoir faire et qui m’ont appris a ne jamais baissé les bras, et qui
ont fait de moi ce que je suis aujourd’hui, sans lesquels je n’y serais

jamais parvenue Mes trés chers parents.

Je dédie aussi cette modeste réalisation A ma famille

Khennous ,Souagui, Hadjout , ma sceur Safia et mes fréres
Nacer, Chafaa, Hmana, Fares et Kassa et a tous mes amies Ouiza,
Gaya, Fouzia , Sabrina ,ounissa, kahina, Tiziri, Gania, Cilya
,yasmin, Nihad et Meriem, Fella, hakima , sakina ,zwina , imene,
Safia, Bahia, Chrifa pour leur aide et leur présence amical,

Et a tout ce qui m’aime et qui mon soutenu particuliérement,

E1 foudil
Sans oublie la promotion 2014/2015 de Sciences des aliments et

Biotechnologie, cops gras et industrie laitiére,




Sommaire

Liste des abréviations
Listedesfigures
Liste destableaux

I ntroduction

Partiethéorique

Chapitrel : Généralités sur lacitrouille

0 O o T (0 '
[.2. DeSCription DOtANIQUE ......ve i et e e e e e e e e e e e e e e ae e

|.3. Classification de Cucurbita PepO ..........vvvveiieiie e,
|.4. Utilisation de Cucurbita Pep0 .......ouvvvvieiieie e e
I.5. Composition chimique de Cucurbita pepo ........ccoevvevvviieiieiieeaene
|.6. Extraction d’huile de graines de Cucurbitapepo ...........ccccovvviinennnn.

1.7. Huile de Cucurbita pepo........ooooveeie e e e

Chapitrell : Généralitéssur lamargarine

[1.1. Historiquedela margarine ..........coooviiii i e
[1.2. Définitiondela margarine ... .......coovviiii i e
[1.3. Composition delamargarine ............ocoveiiiiiiiiiiie e
I1.4. Processus de fabrication de margarine...............oooviiiiiiiienenen s,
115, TYPES 08 MaArQarine. .. ......ouue et e ee e eeiae e
[1.6. Valeur nutritionnelledelamargaring .............cooviiiiiiiiiiicie e e,

[1.7. Altération delamargaring. .. ........cooove e cii i e e e e

Chapitrelll : Généralités sur I’oxydation et les antioxydants

0 )4/ - 14 ] o
1.1.1. Mécanismes d’oXydation ..........cc.vuveeiiiriie e e aan

T2, ANLOXYAANES ... .e e e e e e e e e e e



Partie pratique

Chapitrel : Matérielset méthodes

.1 Echantillonnage .........cooiniiei e e e e 16O
|.2. Caractérisation d’huile de Cucurbita PePO ........ovvuiiiiiiieiie e e 16
1.2.1. Analyses physico-chimiques d’huile Cucurbita pepo...........ccovvvviiiiiin e 16
2. Evaluation d’activité antioxydant (DPPH") d’huile de Cucurbita pepo..................... 21
|.3.1dentification des acides gras par chromatographie en phase gazeuse.........................22
I.4. Incorporation d’huile de Cucurbita pepo dans des margarinesdetable...................... 22
[.5. Analyses physico-cChimiquesS des MargaringS .........ccouvuvieiieiieiieiieae e iininene e 23
|.6. Evaluation de la stabilité oxydative de la margarine par le test de Rancimat................ 26
A= 0o (=X 1= Ao 8 U 27

Chapitrell : Reésultats et discussions

11.1. Analyses physico-chimiques d’huile Cucurbita pepo..........cooov i 28
11.2. Evaluation d’activité antioxydant (DPPH®) d’huile de Cucurbita pepo..................29
11.3. Identification des acides gras par chromatographie en phase gazeuse..................... 30
[1.4. Analyse physico-chimiquesdes margarines..........c.oovvevveiiiiieiinnineneeieaeannen 31
I1.5. Stabilité oxydative des margarines (test de Rancimat)............cccevvvevie i i iiniennnn 33
Conclusion

Références bibliographiques

Annexes



Liste d’abreéviations

AGI : Acides gras insaturés

ANOVA: Anayse Of Variance

AGS: Acides gras saturés

BHA: Butyle hydroxyanisole

BHT: Butyl Hydroxytoluéne

CPG: Chromatographie en phase Gazeuse
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

H: Humidité

HCI : Chlorure d’hydrogéne

l; - Indice d’iode.

| P: Indice de peroxyde.

I's: Indice de saponification.

SO : international Organisation of Standardisation
Meq : Equivaent gramme

NE : Norme européen

pH : Potentiel Hydrogéne

ROO°: Radical peroxyde

ROOH : Hydroperoxyde

ROOR : Peroxyde

SD : Différences significatives



Liste desfigures

Figure N°1: Diagramme defabrication delamargaringe .............oooovvi i iiiieiieieee e, 8
Figure N°2 : Structure chimique des toCOpherols....... ... s 14

Figure N °3 : Structure des caroténoides présents dans I’huile des graines de Cucurbita

700 PPt o

Figure N° 4 : Photographie d’un flacon d’huile de Cucurbita pepo..........cccvcvvvvivinenn ... 16

Figure N° 5: Résultats de la stabilité des margarines a I’oxydation accélérée. ...............34



Liste destableaux

Tableau | : Illustration de quelques organes de Cucurbitapepo ..........covvvvvvveiiennnnnll
Tableau |1 : Classification de Cucurbita Pep0.........ocveiiiiii e 2
Tableau |11 : Caroténoides dans I'huile des graines de Cucurbita pepo ..........c.c.oevvvnen. 4

Tableau IV : Recette de la margarine témoin est des margarines avec adition d’huile de

citrouille (CUCUrbita PEP0).......ov et et 23

Tableau V : Analyses physico-chimique d’huile de Cucurbitapepo ............................28

Tableau VI : Pourcentage de réduction du radical DPPH par I’huile de Cucurbita pepo...29

Tableau VII : Composition en acides gras de I’huile des graines de Cucurbita pepo......... 30

Tableau VIII : Analyses physico-chimiques des margarinegsS..........coovevernerierinnineennnnn, 31



| ntroduction



I ntroduction

Les effets protecteurs des fruits et |égumes contre les radicaux libres qui réagissent
avec les tissus, causant des lésions oxydatives, ont été attribués a la présence de composés
phyto-chimiques, dont les acides phénoliques, caroténoides, vitamines E. Ces composés
possedent une gamme d’activités biologiques démontrées dont les effets anti-inflammatoires,

antibactériennes et antioxydants (Mazza et Miniati, 1993).

Parmi ces aliments, la citrouille qui est un fruit tres nutritif, il renferme des molécules
bioactives. Ses graines renferment une gamme impotente d’é éments bénéfiques, contribuant
atraiter les problemes liés a la prostate, vessie et empécher la formation des calculs rénaux.
Ainsi, elles sont connues pour leurs effets préventifs naturels contre I’ ostéoporose (Fruhwirth
et Hermetter, 2007). Ces derniéres appartiennent alafamille des oléagineux, riches en acides
gras insaturés et tocophérols. De ce fait I’huile de Cucurbita pepo est visée par de
nombreuses études pour sa richesse en composés phénoliques, caroténoides, vitamines E,
phytostérols et aussi pour ces différentes propriétés biologiques, antimicrobiennes et
antioxydants (Caili et al, 2006). En 2006, il y avait 12 500 hectares utilisés pour la culture des
graines des citrouilles oléagineuses en Autriche, situés dans la région de Styrie avec un total
annuel de 11 110 tonnes de citrouilles produites (Fruhwirth et Hermetter, 2008).

Maitriser de I’oxydation est indispensable pour gérer I’évolution des systémes
biologiques dans leurs complexités, en particulier dans le cas des aliments dont |a dégradation
peut avoir des conséquences en sécurité aimentaire (Karleskind, 1992).

Parmi ces produits alimentaires: la margarine qui est une émulsion plastique
constituée essentiellement de deux phases grasse et agueuse, elle contient en outre 2 %
d’additifs hydro et liposolubles. 82% de sa composition est représentée par un mélange
d’huiles : premiére cible de I’oxydation (Karleskind, 1992). L’oxydation des lipides est la
cause majeure de dégradation de la margarine lors de sa fabrication et de sa conservation. La
conséquence la plus perceptible de celle-ci est I’apparition d’odeurs désagréables. Ces odeurs
conduisent souvent au rejet du produit par le consommateur (Prior, 2003).

La préservation des corps gras contre |I’oxydation repose habituellement sur I'usage
d'additifs antioxydants synthétiques ou naturels, lesquels limitent et/ou retardent la

détérioration oxydative résultant de laformation de nombreux radicaux libres dans des
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réactions radicalaires en chaines avec le dioxygene. Ces antioxydants sont généralement des
composés phénoliques d’origine pétrochimique comme le butylhydroxytoluéne (BHT), le
butylhydroxyanisole (BHA) ou encore les gallates (Johnson et Gu, 1988 ; Zhang et al., 2004).

Vue I’importante capacité de production de la margarinerie de CEVITAL spa,
I’utilisation des antioxydants ne cesse d’augmenter. La vitamine E s’avére la plus employée,
mais économiquement parlant ce dernier est tres colteux. Ainsi, les substances naturelles
douées d’activité anti-oxydante présenteraient-elles un intérét socioéconomique sans

équivoque.

Ce travail est structuré en trois parties, initiées par une synthese bibliographique
mettant I’accent sur la citrouille, la margarine et sur I’oxydation et les antioxydants. La
deuxieme partie elle est divisée en deux volets: la premiere concerne la caractérisation
d’huile de Cucurbita pepo (les analyses physico-chimiques, profile en acides gras, I’étude de
leurs pouvoirs antioxydant par la méthode de DPPH®), le deuxiéme volet élucide
I’élaboration des margarines aux différentes concentration d’huile de Cucurbita pepo et la
comparaison de leursrésistances a I’oxydation par rapport a la margarine témoin par le test
Rancimat. Enfin la derniére partie regroupe I’ensemble des résultats obtenus et leur

discussion suivie d’une conclusion générale.
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Partiethéorique Généralitéssur lacitrouille

|.1. Historique

Les citrouilles sont originaires d’Amérique centrale, ou les fruits et surtout les
graines étaient consommeés par les Indiens; mais une grande part de leur évaluation s’est
déroulée en Europe, suite aux expéditions de Christophe Colomb dans le nouveau monde au
XVleme siécle. L’huile a été extraite des graines depuis le XVIléme siecle, découverte par
un botaniste Autrichien en1934 (Ahamat-Silaye, 1981).

|.2. Description botanique

Lacitrouille est un fruit issu d’une plante herbacée, annuelle a longue tige trés
vigoureuse, rampante, qui s’accroche par des vrilles ramifiées a tout support. Ses feuilles
sont grandes, cordiformes, & nervation pamées, formant cing lobes arrondis avec de
grandes fleurs (5 a 10 cm) pentameres, unisexuées, de couleur jaune (Wichtl et Anton, 2003;
Bruneton, 2009). Le fruit est une grosse baie volumineuse avec une chaire épaisse de couleur
jaune orangé (Polése, 2006), renfermant de nombreuses graines dans une pul pe spongieuse.
Ses graines sont aplaties, de forme ovale, blanchétre (Wichtl et Anton, 2003; Bruneton,
2009). Lesdifférents organes delacitrouille (Cucurbita pepo) sont illustrés dans e tableau |

Tableau | : Illustration de quelques organes de Cucurbita pepo

Espéce Feuilles et fleur Fruits Graines
C. pepo
(Citrouille)
A &
www.foodavenue.fr fleur http://www.al exetgen.com/
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|.3. Classification de Cucurbita pepo

Laclassification de Cucurbita pepo est représentée dans le tableau I1.

Tableau I1: Classification de Cucurbita pepo (Vanier, 2007).

Regne plantae
Division Manoliophyta
Subdivision Spermatophytes
Classe Magnoliopsida
Superordre Rosanae

Ordre Cucurbitales
Famille Cucurbitaceae
Genre Cucurbita
Espece Cucurbita pepo

|.4. Utilisation de Cucurbita pepo

Les citrouilles sont couramment utilisées pour la consommation humaine (tartes,
puddings, plats). Dans de nombreux pays, les citrouilles sont cultivées principaement pour
la production de graines qui peuvent étre utilisées pour la consommation ou la production
d’huile (Filbrandt et Katelyn, 2012). Lavaeur énergétique des graines de citrouille varie de
550 a 610 calories par 100g (Deimel, 2007). Les citrouilles sont aussi associées aux
décorations d’automne ainsi qu’a I’alimentation hivernale. Il existe cependant un marché
pour lacitrouille d'Halloween biologique (Chait, 2009).

Les graines ont éé longtemps employées dans la médecine traditionnelle pour la
remédiations des différentes maladies, en particulier, comme traitement contre des vers
(ténia) (Younis et al., 2000).

I.5. Composition chimique de Cucurbita pepo

La composition chimique de Cucurbita pepo est: proténes, fibres, lipides,

caroténoides tel que B-caroténe, acools (cucurbitol, polyalcool), acides carboniques, acides
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aminés (citrulline et cucurbitine), chlorophylle, glucides et minéraux (phosphore, calcium,
magnésium, fer, cuivre et sélénium) (Wichtl et Anton, 2003).

Tandis que les graines contiennent de 35 a 55 % d’huile et de 30 a 40% de
protéines, ains que les vitamines tel que : lavitamine E, la vitamine A, les vitamines de
groupe B (B1, B2, B6), lavitamine C et lavitamine D (Deimel, 2007).

|.6. Extraction d’huile des grainesde Cucurbita pepo

|.6.1. Pressage a chaud

Les huiles de graines de citrouille (Cucurbia pepo) sont généralement extraites en
expulsant I'huile mécaniquement. Aprées avoir retiré les graines de la citrouille, elles sont
sechées jusqu'a 5-7% d'humidité. Les graines séchées sont broyées et immergées dans une
saumure. Avant d’expulser I’huile, les graines sont torréfiées (Nakic et al., 2006).

La torréfaction a I’avantage de libérer les arbmes typiques et de dénaturer les
protéines pour faciliter 1a libération de I'huile (Fruhwirth et Hermetter, 2007). Le pressage
des huiles sefait a destempératures supérieures a 120°C. Ensuite, I'huile est refroidie puis

conditionnée dans des bouteilles de couleur sombre (Fruhwirth et Hermetter, 2007).

|.6.2. Pressage afroid

Les huiles pressées a froid sont obtenues sans modification de I'huile, grace a non
application de chaleur (Fruhwirth et Hermetter, 2007). Le processus technologique de I'huile
de graines pressée a froid Seffectue par pressions comprises entre 300 et 600 bar.
L’humidite des graines est de I'ordre de 7%. Le pressage se fait dans une presse a vis. La
rupture des graines lors du pressage est éiminée par sédimentation ou filtration a la
température ambiante. L'huile filtrée est remplie dans des bouteilles en verre sombre
(Murkovic et Pfannhauser, 2000).

|.7. Huile de Cucurbita pepo

L’huile des graines de Cucurbita pepo est une huile alimentaire, elle présente une
haute valeur nutritive. Elle est utilisée comme supplément alimentaire, par sa richesse en
acides gras essentiels .Une exposition a la chaleur entraine un développement d’un go(t de

rance, suite a une oxydation des acides gras et cette huile ne convient plus a la cuisson
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(Vujasinovic et al., 2010). Cette huile possede une forte activité antioxydant (Stevenson et
al., 2007), ce qui peut expliquer la capacité préventive exceptionnelle contre I'hypertension
et les maladies cancérigénes (Zuhair et al., 2000; Jian et al., 2005) .

[.7.1. Composition de I’huile de Cucurbita pepo

La composition des huiles issues des graines de Cucurbita pepo en acides gras est
typiquement constituée de I'acide linoléique et |'acide oléique comme étant les acides gras les
plus dominants. Les acides gras saturés palmitique et I'acide stéarique se trouvent a des
niveaux inférieurs (Murkovic et Pfannhauser, 2000). Elles contiennent aussi des oligo-

éléments (Phosphore, calcium, magnésium, fer et sélénium) (Bavec et al., 2007).

Comme une huile non-raffinée contient jusgu'a 2% de non-triacylglycérides par
exemple les acools gras, des phytostérols et des composeés phénoliques (Andjelkovic et al.,
2010). Elle contient égaement des quantités élevées de vitamine E (a-tocophérols, y-
tocophérol, le d-tocophérol) (Murkovic et Pfannhauser, 2000 ; Nakic et al., 2006) . Les
caroténoides sont également présents. Le tableau |11 représente lateneur en caroténoides

dans I’huile de graines de Cucurbita pepo.

Tableau |11 : Caroténoides dans I'huile des graines de Cucurbita pepo (Filbrandt et
Katelyn, 2012).

Caroténoides ug/kg d’huile
Beta Caroténe 981
Luténe 272
Zeaxanthine 28.6
Cryptoxanthine 4917

|.7.2 Bienfaitsde I’huile de Cucurbita pepo

L'huile de Cucurbita pepo est utilisée dans les préparations culinaires telles que les
sauces de salade (Applequist et al., 2006). De nombreuses adlégations de santé
accompagnent la consommation de cette huile (Pericine et al., 2009). La consommation
d'huile de graines de citrouille peut aider a la prévention et la thérapie des maladies
cardiovasculaires, les infections des voies urinaires, problémes digestifs (Filbrandt et
Katelyn, 2012), le cancer de la prostate et  du sein (Nakic et al., 2006). L'huile de Cucurbita
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pepo a également démontré étre un antidiabétique, antifongique, antihyperchol estérolémique,
et anti-inflammatoire (Caili et al., 2006).

Elle inhibe la prolifération et le développement de plusieurs genres bactérienes, par
exemple Klebsilla, Escherichia coli, Pseudomonas et Stapylococus aureus (Caili et al.,
2006).

Une administration du sitostérol présent dans I’huile de graines de Cucurbita pepo,
se révele d’étre un puissant inhibiteur de la biosynthese des prostaglandines (Fruhwirth et
Hermetter, 2007).
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[1.1. Historique dela margarine

Lamargarine avu le jour en 1869 suite a un concours lancé par Napoléon lll, dans
le but de trouver une alternative au beurre. En effet, le beurre était une denrée trop onéreuse
et trop vite périssable pour fournir la marine. Le concours fut remporté par un francais:
Hippolyte Mége —Mourises (Berthoud et Real, 2008).

[1.2. Définition delamargarine
La margarine est une émulsion du type eau dans I’huile (w/0) qui comprend :
- Une phase continue : la phase grasse.
- Une phase dispersée : la phase aqueuse.
Elle contient aussi des additifs (lécithine, mono glycérides, sel, colorant,
antioxydants, conservateurs, vitamines) répartis dans la phase grasse et la phase aqueuse
(Faur, 1992).

[1.3. Composition dela margarine

La composition peut varier en fonction des utilisations, des saisons et des régions.
En général, la phrase grasse constituée de lipides représente 80 a 82% de lamasse totale, 16 a
18 % d’eau et/ou lait, constituant la phrase aqueuse et enfin 2% d’additifs (obligatoire ou
facultatif) (Graille, 2003).

I1.4. Processus defabrication dela margarine

La fabrication de la margarine comprend les étapes suivantes :
[1.4.1. Préparation de la phase grasse

La phase grasse constituée d’un mélange d’huiles raffinées et /ou interestérifiée ou
sont incorporés les additifs liposol ubles (colorants, émulsifiants, etc.). 1ls sont mis dans des
bacs chauffés a 45C° pour garder leur liquidités (Jonathan, 2004 ; O’brien, 2008).

[1.4.2. Préparation de la phase aqueuse

La phase aqueuse contient de I’eau et/ou du lait, mélangé avec des ingrédients

hydrosolubles (sel, amidon, acide acétique et I’acide sorbique) (Kone, 2001 ; Jonathan, 2004).
6
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[1.4.3. Préparation de I’émulsion

La pompe centrifuge traite le mélange de facon a repartir la phase agueuse dans la
phase grasse jusqu'a obtention d’une émulsion eau/huile stable (homogéne) (Kone, 2001 ;
Jonathan, 2004).

I1.4.4. Pasteurisation
La pasteurisation s’effectue a une température comprise entre 82-85 °C, pendent 3 a

4 secondes, permet la destruction des germes pour assurer la sécurité du produit (Dia et al.,
2001).

I1.4.5. Refroidissement, cristallisation et malaxage

Le refroidissement s’effectue par un systéme qui provoque un échange thermique
considérable. La cristallisation est un phénomene qui permet d’avoir une structure et une
bonne stabilité du produit, elle se fait a une température de (15 a 20) °C (Jonathan, 2004).

Le produit solide est ensuite mis dans un malaxeur ou il vasubir un traitement
mécanique qui lui permet d’acquérir ses propriétés plastiques, une homogénéité et une texture
convenable (Ahmad et Clyde, 2002).

11.4.6. Emballage et conditionnement

La margarine est acheminée vers I’empaqueteuse ou elle subit un moulage. Elle est
conditionnée soit dans des pots ou paquettes en plastiques, soit enveloppée dans un emballage
adéguat. L’emballage a pour but de préparer le produit aladistribution et la vente maisil doit
aussi veiller aconserver les propriétés essentielles de lamargarine, principalement le go(t, la
fraicheur et la couleur (Jonathan, 2004).

11.4.7. Stockage

Apres |e conditionnement, la margarine est transférée dans une chambre froide a une
température entre 5 °C a 10 °C (Karleskind et Wolff, 1992).

L es étapes de fabrication de |la margarine sont schématisées dans lafigure N°1
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Additifs liposolubles Eau et/ou lait + additifs
(Iécithine, mono glycérides, hydrosolubles (sel, amidon,

o sorbate de potassium, acide
colorants, vitamines, aromes). citriaue. to‘z:oohérol 9.

Mélanges
Huiles raffinée
et /ou

interestirifiée

N
Bac de la phase grasse Bac de la phase aqueuse

Bac d’émulsion
\ / Agitation

\/
[ Pasteurisation ]

\V4
[ Refroidissement ]

\V4
Cristallisation

J

Malaxage

J

[ Conditionnement ]

[ Stockage ]

Figure N°1: Diagramme de fabrication de la margarine
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[1.5. Types de margarine
[1.5.1 Margarine pour usage domestique

Ce type de margarine est destiné aux emplois ménagers culinaires (Frangois, 1974).
Elle posséde | es propriétés fonctionnelles suivantes :
» Suffisamment ferme a 20°C.
» Selaisse étendre aisement en tartine méme a 10°C.
» Fond rapidement dans la bouche.
» Posséde un aréme et une couleur proche de ceux du beurre
(Cheftel et Cheftel, 1977).

[1.5.2. Margarines diététiques

Ces margarines sont fabriquées sur mesure pour certains emplois particuliers (régime
amaigrissant, enfants et vieillards, certaines catégories de malades, sportifs), elles présentent
les caractéristiques suivantes. Elles sont facilement tartinables a la température du

réfrigérateur, elles apportent moins de calories (400K g Cal/100g) (Francois, 1974).

[1.5.3. Margarine pour I’industrie alimentaire
Les propriétés fonctionnelles recherchées sont soit I’absence d’acides gras libres et la
stabilité a haute température dans le cas de graisse pour la friture, soit une plasticité
convenable dans le cas de produits destinés ala biscuiterie et a la pétisserie (Alais et Linden,
1997).
[1.6.Valeur nutritionnelle
Rien nedoit différencier les margarines, sur le plan nutritionnel, des autres corps

gras alimentaires ; elles apportent les éléments biol ogiquement importants qui sont :

» Energie métabolisable (7500Cal/K g).

» Acides gras essentiels (surtout linoléique).

»Vitamines (A, D,E , K) (Frangois, 1974).

[1.7. Altération dela margarine

La margarine peut étre sensible a plusieurs atérations principalement 1’oxydation
due a sa richesse en matiere grasse et ce qui peut, par voie de conséquence, diminuer
I’intensité de I’arébme désirée et provoquer également un rancissement total de lamargarine la

rendant inconsommable (Graille, 2003).
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Elle peut étre altérée par des microorganismes présents dans la margarine qui sont
généradement introduits par I’atmosphére ambiante, par [I’appareillage de traitement
insuffisamment stérilisé, par les emballages, par |es contacts humains, par les insectes, par les
constituants de la phase aqueuse (eau, lait), surtout en présence d’amidon et ils sont favorisés
par certaines conditions de température et d’un pH du milieu supérieur a cinque ( Francois,
1974).

L’action de ces microorganismes a pratiquement pour résultat la formation
d’enzymes genératrices d’acide gras libre, de produit d’oxydation d’aldéhydes et des cétones.
Ce qui se traduit par des modifications d’apparence, de structure, de saveur et aussi par

I’apparition de toxicité dans la margarine (Francois, 1974).
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1111.1. Oxydation

L’ oxydation est une des plus importantes manifestations a I’origine du vieillissement des
produits alimentaires et cosmétiques (Djemoui, 2012). Elle provoque une atération de la
qualité nutritionnelle, sensorielle ainsi que les propriétés chimiques des huiles comestibles et
matieres grasses (Cillard et Cillard, 2006 ; Viiliere et Genot, 2006 ; Choe et al., 2009). C’est
une réaction radicalaire en chaine dans laquelle les atomes d’hydrogéne les plus instables du
substrat sont arrachés par des radicaux libres (Poaty, 2009).

[1.1.1. Mécanismes d’oxydation

Il existe plusieurs mécanismes d’oxydation qui mettent en ceuvre des mécanismes
réactionnels es tres différents en fonction des agents initiateurs (Viliére et Genot, 2006 ;

Rahmani, 2007). Parmi les classes d’oxydation : auto-oxydation, oxydation enzymatique.

[1.1.1.1. L auto- oxydation

L’auto- oxydation correspond a une fixation de I’oxygene sur des molécules insaturées.
Les composes les plus exposes a cette oxydation sont les acides gras insaturés mais elle
peut aussi dégrader d’autres constituants tels que les tocophérols et les pigments
liposolubles (Laguerre, 2007 ; Rossignot, 2009). C’est un enchainement de réactions
radicalaires se déroulants en trois étapes: I’initiation (amorcage), propagation et enfin
terminaison (Bilthoven, 2006).

Réaction d’initiation

En présence d’initiateurs tels que les formes réactives de I’oxygéne, les métaux (Cu, Fe,
Mn) ou la chaleur, la phase d’initiation peut se déclencher (Hannebelle et al., 2004 ; Cottone,
2006). L’oxygene moléculaire attaque les doubles laissons des acides gras insaturés (AGlI),
I’arrachement du proton d’hydrogéne conduit a la formation de radicaux alkyles (Bilthoven,
2006).

RH— >R +H’

11
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Réaction de propagation

Les radicaux libres alkyles (R°) formeés lors de I’initiation, fixent I’oxygene moléculaire
(O,) et forment des radicaux libres peroxydes (ROO) instables qui peuvent réagir avec une
nouvelle molécule d’acide gras insaturée et conduit a la formation d’un néo —radical et un
hydroperoxyde selon les réactions suivantes (Marc et al., 2004 ; Mezita, 2009 ; Poaty, 2009).

R°+ O, » ROO° (Peroxyde)

ROO° + RH » ROOH +R°

Hydroper oxyde (produit secondaire)

Réaction de terminaison

C’est la combinaison de radicaux formés au cours des premiéres étapes en cComposés
non radicalaires, stables (Bonne et Muller, 2000 ; Chikhon, 2010 ; Bouhadjara, 2011).

R°+R°* ——» RR
R°+RO0O° — »ROOR
ROO°+RO0O° _____ , ROOR+0O;

Globalement ce processus conduit a la formation des hydrocarbures, des adéhydes des
cétones, des acides et des esters (Bilthoven, 2006).

111.1.1.2. Oxydation enzymatique

Le phénomeéne d’oxydation des acides gras insaturés (AGI) peut étre d’origine
enzymatique et I’enzyme principalement impliqué est la lipoxygenase (Eymard, 2003;

Pokorny ,2003). L’oxydation enzymatique sefait selon laréaction suivant :

Lipoxygenaset+O,

AGI > Peroxydes d’acide gras > hydroperoxydes

L’oxydation enzymatique peut se produire méme a basses températures. Seulement,
durant le stockage a I’état congelé, I’activité enzymatique est tres faible (Eymard, 2003 ;
pokorony, 2003).

12
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[11.2 Antioxydants

Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement I’oxydation d’un
substrat, alors qu’elle présente une concentration tres faible (Berger, 2006). Comparée a celle
du substrat oxydable (Djamoui, 2012). En tant qu’additif alimentaire, un antioxydant est une
molécule qui protege les aliments contre les réactions d’oxydation, qui accélérent leurs
vieillissements (Lassad, 2010).

[11.2.1. Classes des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs origines en antioxydants naturels et
synthétiques (Himed, 2011).

[11.2.1.1. Antioxydants naturels
» Composés phénoliques

Les composeés phénoliques sont des métabolites secondaires complexes, abondante
dans divers aliments d’origines végétale, ils sont caractérisés par la présence d’un ou plusieurs
cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Bellebcir, 2008 ; Hadj-
Salem, 2009 ; Zeghad, 2009). Ces molécules possédent des propriétés antioxydants, c’est-a&
dire, elles sont capables de piéger les radicaux libres générés (Scalbert, 2003 ; Cutary et
Robin, 2000).

» VitamineE

La vitamine E est bien reconnue comme antioxydant liposoluble (tocophérols). La
structure chimique de la vitamine E comprend des différentes formes q, B3, y, 8-tocophérols
(Guy, 1994 ; Kohen et Nyska, 2002). Elle est présente dans I’huile, les matieres grasses
végetales et les |égumes (Lambert, 2005). Elle se comporte comme un puissant antioxydant,

empéchant le rancissement des graisses (Couplan, 1998).

Les tocophérols identifiés dans I’huile des graines de Cucurbita pepo (citrouille)
sont : o tocophérol, Btocophérol, ytocopherol (Fruhwirth et Hermetter, 2007). La figure

N°2 représente lastructure des tocophérols

13
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R3
HO

Tocophérol 15

a-tocophérol : R' = R? = R® = Me

p-tocophérol : R' = R®*=Me ; RZ=H
r-tocophérol : R' =RZ=Me ; R®=H
5-tocophérol : R'=Me :RZ2=R®>=H

Figure N°2 : Structure chimique des tocophérols (Bruneton, 2009).
» Caroténoides

Les caroténoides se retrouve dans les fruits et Iégumes colorés tels que I’abricot, le
cantaloup, les carottes, citrouilles et la patate douce (Rock et al., 1998 ; Paiva et Russdll,
1999). L’action antioxydante des caroténoides est basée sur la capacité a neutraliser les

radicaux libres (Sies et Stahl, 1995).

Selon leurs compositions chimiques, les caroténoides sont classés en deux groupes :

les carotenes et les xanthophylles (Deliaet al., 2001).

Les caroténoides identifiés dans I’huile des graines de Cucurbita pepo sont représentés par la
lutéiéne, cryptoxanthine, B carotene, o carotene ety caroténe (Fruhwirth et Hermetter, 2007).

La figure N°3 représente la structure des caroténoides présents dans I’huile des graines de

Cucurbita pepo.
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~. -OH

Lutéine

Bentatans e

Cryptoxanthine

Bcarotene

Figure N°3: Structure des caroténoides présents dans I’huile des graines de Cucurbita pepo
(Rodriguez-Amaya ,2001).

» oligo-éléments

Les oligo-ééments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments ; le zinc, le sélénium et le manganese
(Peastre, 2005).

[11.2.1.2. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont apparus dans les années 50 avec les fameux BHT
et BHA (Gulcin et al., 2005; Barus, 2008). lls sont largement répandue (Cortel et
Sgaragli ,1984). Dans I’industrie alimentaire, ces antioxydants synthétiques sont utilisés pour
empécher les aiments gras de rancir et protéger les vitamines liposolubles (A, D, E, et K)

contre I’oxydation (Cortel et Sgaragli ,1984).
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Partie pratique Matériels et méthodes

|.1. Echantillonnage

Un flacon de 30 ml d’huile de citrouille était acheté chez I’herboriste dans larégion

de Bejaia, I’origine de I’huile est 'TEGYPT (compagnie de Captain).

Figure N° 4 : Photographie d’un flacon d’huile de Cucurbita pepo
|.2. Caractérisation del’huile de Cucurbita pepo
|.2.1. Analyses physico-chimiquesdel’huile de Cucurbita pepo
1.2.1.1. Taux d’humidité (NE : 1.2.47-1985)
> Définition
C’est la perte en masse subie par le produit chauffé a 103 °C + 2 °C dans les
conditions spécifiques, exprimée en pourcentage.

» Principe

Evaporation de I’eau ainsi que les matiéres volatiles d’huile sous I’effet de la

chaleur (plague chauffante).
» Modeopératoire

Peser le bécher vide (Po), puis peser 5g d’huile (Py). Déposer sur une plague
chauffante, en agitant soigneusement de temps en temps afin d’éviter la formation des
gouttelettes d’eau sur les parois du bécher. Laisser refroidir dans un dessiccateur. Peser le

bécher contenant I’échantillon, soit un poids (P-).
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> Expression desrésultats

H(%) : Humidité exprimée en pourcentage massi que.
Po : Poids du bécher vide en gramme.

P, : Poids de la prise d’essai en gramme.
P, : Poids du bécher contenant I’échantillon en gramme apres chauffage.

[.2.1.2. Indice de peroxyde (NE.1.298/88)
> Définition
L’indice de peroxyde est exprimé en milliéquivalents gramme d’oxygene actif
nécessaire pour oxyder un kilogramme de corps gras.

» Principe

C’est le traitement d’une prise d’essai, en solution dans I’acide acétique et du
chloroforme, par une solution d’iodure de potassium (KI).

Puis le titrage de I’iode libéré par une solution de thiosulfate de sodium (N&,S;03), en

présence d’amidon comme indicateur de couleur.

Les acides gras s’oxydent en présence d’oxygene, en donnant des peroxydes selon les

réactions suivantes :

R-CH=CH-R’ + Op — > R-CH-CH-FR’

0O—oO
Acide grasinsaturé + dioxygene —> peroxyde

En présence de I’acide acétique, I’oxygéene actif du peroxyde oxyde a son tour
I’iodure de potassium, en libérant de I’iode.

17
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R-CH-CH-R’ + 2CH3-COOH + 2KI - R—C\H—?H—R’ + 2CH3-COOK + H20 +I,

0—O O

Peroxyde + Acide acéique + lodure de potassum — Hydropéroxy + sel de Potassium + eau + lode

L’iode est titré par une solution de thiosulfate de sodium.
2l + 2Na,S,03 — 2Nal + Na2406

» Modeopératoire

Peser 59 d’huile, additionné avec 12 ml du chloroforme et 18 ml d’acide acétique puis
0.1 ml d’iodure de potassium. Aprés une minute d’agitation, 75 ml d’eau distillée et
guelques gouttes d’empois d’amidon, ont été rajoutées au mélange. Un titrage a été réalisé
par une solution de thiosulfate de sodium a 0.01N.

» Expression desrésultats

)r‘.‘ﬁw:v--_ V- .
e Mca—1J X 1000

Fxy

I P : Indice de peroxyde (MegO./KQ).
Vo(ml): Volume de Na,S,03 utilisé pour I’essai a blanc.
V1 (ml): volume de N&S,03 utilisée pour la détermination.

N : Normalité de lasolution de Na,S,05 utilisée.

M : Lamasse en gramme de la prise d’essai.

1 .2.1. 3. Indice d’iode

> Définition

C’est le nombre de grammes d’iode fixés par 100g de matiere grasse. Il permet

d’évaluer le degré d’instauration d’une glycéride.
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» Principe
Se base sur le titrage, par le thiosulfate de sodium, de I’exces de réactif de wijis
transformé en iode par I’addition de thiosulfate de potassium. (I SO 3961.1996).

» Mode opératoire

Peser 0.2 g d’huile, additionnée a 15 ml de tétrachlorure de carbone et 2.5 ml de
réactif de « Wijis » dans un flacon. Ce dernier est bouché, agité doucement puis mis a I’abri
de la lumiére pendant 1 heure. Apres, 20 ml de la solution d’iodure de potassium et 150 ml
d’eau distillée sont gjoutées. L’iode libéré est titré par une solution de thiosulfate de sodium a

0.1N en présence de quelques gouttes d’empois d’amidon jusqu'a décoloration.

» EXxpression desrésultats

Le calcul de I‘indice d‘iode est donné par la formule suivante :

( se io9e ©
o T sst elosrimies oo
II—_ : L )=N

- W —

T S

+ 1z 96

li (g/100g) : Indice d’iode.

Vo (ml) : Volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour I’essai a blanc.

Vx (ml): Volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour I’essai d’échantillon.
N : Normalité

m (g) : masse de la prise d‘essai.

[.2. 1. 4. Indice de saponification
> Définition

C’est la quantité d’hydroxyde de potassium (KOH) exprimée en mg nécessaire pour
saponifier 1g de corps gras.
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» Principe

Saponification de la prise d’essai et titrage de I’excés de KOH par une solution

titrée d’acide chlorhydrique Hcl selon laréaction suivante :

CH,-COOR CH,OH
C|3H-COOR + 3KOH 3RCOOK + CHOH
CH,-COOR CH,OH

Triglycérides + Hydroxyde de potassum —— Sel de potassium + Glycérol

KOH+Hc —— > KClI+H,0

» Modeopératoire

Peser 2 g de la matiere grasse préalablement filtrée sur sulfate de sodium dans un
ballon a col rond. Ajouter 25 ml de KOH éthanoique a I’aide d’une burette et mettre en
ébullition sous un réfrigérants areflux pendant une heure.

Prolonger I’ébullition pour les graisses a points de fusion élevés. Titrer la solution
savonneuse avec la solution titrée d’Hcl. Faire un a blanc dans les mémes conditions

sans corps gras.

> Expression desrésultats

I's: Indice de saponification (mg /g).

N : Normalité de Hcl

V : Volume en millilitre de Hcl utilisé pour I’essai.

Vo: Volume en millilitre de Hcl utilisé pour I’essai a blanc.

M : Masse en gramme de la prise d’essai.
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[.2.1.5. Indice deréfraction (1SO 6320-2000)

L’indice de réfraction d’une substance est le rapport de la vitesse de la lumiére a une
longueur d’onde définie dans le vide et sa vitesse dans la substance. || permet de mesurer la
pureté d’un échantillon. Lamesure est effectuée a I’aide d’un réfractométre, a 20 C°.

[.2.1.6. Couleur (NE.1.2.91/1989)
> Définition
Elle est mesurée par un colorimetre LOVIBOND. Ce dernier compose de deux
cellules de verre (jaune, rouge).

» Principe

La colorimétrie consiste a comparer la couleur de la lumiére transmise a travers

une certaine couche d’huile contenue dans une cuve a face paralléle.

> Expression desrésultats
Les résultats sont expriment en termes de nombre d’unités jaune et rouge
nécessaires afin d’obtenir la couleur correspondante. La valeur de la couleur est donnée

comme suit X; Yr avec:
J : couleur jaune

R : couleur rouge

X,Y : lesvaeurs luesau LOVIBOND

1.2. Evaluation d’activité antioxydant (DPPH") d’huile de Cucurbita pepo

L’évaluation d’activité antioxydantb d’huile de Cucurbita pepo consiste a la
décoloration de la solution contenant le radical DPPH lors de sa réduction par les

antioxydants. (Ramadan et Moersel , 2006).

Un volume de 3.9 ml de la solution DPPH (2,2-diphényl-1-pecrylhydrazyle)
préparée dans du toluéne (10*M) est additionné d’un volume de solution d’huile diluée dans
du toluene a différentes concentration [0.1-0.4g/ml]. Le mélange est agité pendant 10
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Secondes au vortex et I’absorbance est lue aprés 60 minutes d’incubation a 515 nm. Le

pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé par laformule suivante :

(%)LI'.}'. ae AT mBIBltion Gu radical INFIET oot caleuls par |

«al“drniladilziticarnn cllun EFFF I — (AC — Ao AC)H. 1O

AC : absorbance de controle.

Ae: absorbance de I’échantillon.
|.3. Identification des acides gras par chromatographie en phase gazeuse

La composition en acides gras de I'huile Cucurbita pepo est déterminée par la
chromatographie en phase gazeuse équipé d'un détecteur d'ionisation de la flamme (60 cm de
longueur et un diamétre interne de 0.25 millimétre) et d'une colonne capillaire fondue de
silice (Varian, Amérique du Nord). Le gaz porteur est I’hydrogéne, la température
d'injection et la détection est de 260 °C. Le volume d'injection est 1 pl et la durée d'analyse
est de 40 minutes. Le logiciel Agilent .chemestation : rev.B.04 03 [16], a été employé pour
I'intégration des chromatogrammes. Des acides gras ont été identifiés par comparaison de
leurs temps de rétention avec les mélanges standards.

[.4. Incor poration d’huile de Cucurbita pepo dans des margarines de table

Trois margarines de table ont éé manuellement produites a l'échelle laboratoire aux
niveaux de CEVITAL spa. La premiere margarine Mg contient la vitamine E comme
antioxydant synthétique et les deux autres margarines M; et M, contiennent I’huile de
citrouille (Cucurbita pepo) comme antioxydant naturelle. Ces margarines sont composées
essentiellement de deux phases : 82% de phase grasse et 16% de phase aqueuse. Les Trois
margarines sont conditionnées dans des barquettes en plastique et stockées au réfrigérateur a
4 °C. Larecette détaillée est donnée dans le tableau V.
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Tableau IV : Recette de la margarine témoin et des margarines avec addition d’huile de

citrouille (Cucurbita pepo)

Matiere premiere Mo M, M,
Phase grasse 82%
Mélange d’huile X X X
Huile de citrouille 0 100 ppm 150 ppm
Emulsifiants X X X
Ardmes X X X
B-caroténes 0 0 0
Vitamine E 100ppm 0 0
Phase aqueuse 16%
Eau +lait X X X
Sel+acide lactique +
sorbate de potassium X X X

X: lamatiére premiere est gjoutée.

My : Margarine témoin avec 100 ppm de lavitamine E.
M1 : Margarine avec 100 ppm d’huile de Cucurbita pepo
M, : Margarine avec 150 ppm d’huile de Cucurbita pepo

[.5. Analyses physico-chimique des margarines

Le taux d’humidité et I’indice de peroxyde sont déterminés pour la margarine. Le
principe et le mode opératoire sont expliqués dans les analyses physico-chimiques de I’huile

de Cucurbita pepo (page 16-18).

[.5.3. Teneur ensd (NE .1.2.87-429/89)

> Définition :
C’est la quantité de sels présente dans I’échantillon de margarine (ou la phase
aqueuse), sous forme de chlorure de sodium (NaCl) Autrement dit, c*est la quantité de

saumure contenue dans la margarine.
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» Principe

Titrage des chlorures avec du nitrate d’argent (0,1 N), en présence de chromate de

potassium (KCrO,4) comme indicateur coloré suivant les réactions :

KzCFO4
NaCl + AgNO; AgCl + NaNOs
Chlorure Nitrates Chlorure Nitrates de
de Sodium  d’Argent d’Argent Sodium
Précipité blanc
2AgNO3; + KyCrOq4 2KNOs; + AQgCrO,
Nitrates Chromates de Nitrates de Chromates \
d’Argent Potassium Potassium d’Argent

Coloration rouge brique /

» Modeopératoire

Peser 5 gramme de margarine dans un Erlen-Meyer. Ajouter avec précaution 100 ml d’eau
digtiliée bouillante.  Dissolution compléte de I’échantillon. Laisser refroidir jusqu’a

température 50-55° C. Ajouter quelques gouttes de chromates de potassium. (KoCrQOy).

Titrer avec la solution de nitrates d’argent jusqu’a obtention d’une couleur rouge brique qui

persiste pendant 30 secondes.

> Expression desrésultats

os )

Ts (%) = ?_u—:x:qg(Na.c‘;- 100

FP-1000

Ts: Taux de sel expriméen %
N : Normalité d’AgNO;3 (0,1 N).

V : Volume de AgNO;s utilisé pour letitrage (en ml).
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P: Prise d’essai (en grammes).

E g g: Equivaent gramme de NaCl = 58.5g/mol.
[.5.4. Détermination du point de fusion (NE.1.2.91.88)

> Définition

Le point de fusion est la température a laguelle une matiere grasse solidifiée dans un
tube capillaire se ramollit jusqu’a tel point qu’elle remonte dans le tube. C’est une
caractéristique trés importante qui varie selon le type de la margarine, soit margarine de

table, de feuilletage ou pétissiere.

> Principe
Il est basé sur le passage de la matiere grasse de I’état solide a I’état liquide sous
I’effet de la chaleur.

» Modeopératoire

Les margarines sont fondues dans I’étuve. Deux tubes capillaires en verre sur une
hauteur de 1 cm sont remplis de margarine, puis les refroidir au réfrigérateur (20 minutes).
Les deux capillaires sont fixés a un thermomeétre de telle fagon que la partie basse des
capillaires soit au méme niveau que le fond de la boule de mercure du thermometre.
L’ensemble est immergé dans un bécher contenant de I’eau osmose. Ensuite, il est chauffé
lentement (0.5°C/mn) dans un bain marie rempli d’eau. La température a laguelle les

colonnes de margarine commencent a remonter dans les tubes est notée.

> Expression desrésultats

La température notée correspond au point de fusion de la margarine (huile)
exprimée en degrés Celsius (°C). Si le moment du découlement de la margarine

(huile) differe entre les deux tubes alors on prend la valeur moyenne.
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[.5.5. Détermination du pH (NE.1.2.430/89)
> Définition

Le pH de laphase agueuse de lamargarine est la différence de potentiel, ala
température de mesure, entre deux éectrodes immergées dans la phase aqueuse de la

margarine, déterminée selon le mode opératoire, exprimé en unité du pH.
» Mode opératoire

La premiére étape est étalonner le pH-métre par I’eau distillée a pH=7. Introduire les
électrodes dans la phase aqueuse a la température de mesure. Lorsque la lecture
devient constante, lire la valeur du pH indiquée par le pH-metre a 0,01 prés, sur

I’échelle de I’instrument.

|.6. Evaluation de la stabilité oxydative de la margarine par letest rancimat
(1SO 6886,2006)

La stabilité oxydative est un paramétre important de la qualité des corps gras. (Aparicio et
al., 1999). Le Rancimat est une méthode validée pour la stabilité oxydative. 1l est
généralement appliqueé pour ses facilités d'utilisation et reproductibilité (GarciaMoreno et al.,
2013).

Le principe consiste a faire vieillir prématurément les matiéres grasses par
décomposition thermique sous un bullage intensif d’air. Les acides organiques est produits
de dégradation de cette oxydation poussée, sont entrainés par un courant d’air et recueillis
dans une cellule de mesure remplie d’eau distillée, dans laquelle est immergee I’éectrode de
mesure de la conductivité. Cette derniere est connectée a un dispositif de mesure
d’enregistrement. Le temps d’induction est déterminé par conductimetre. Il correspond au
temps pendant lequel la matiére grasse arésisté a un stress oxydatif (1SO 6886, 2006).

Les échantillons a analyser sont chauffés jusqu’a une température de 98 °C et le
débit de gaz est de 10 L/h, 65 ml d’eau distillée sont versées dans les cellules de mesure.
Trois g d’échantillons sont introduits dans un flacon d’oxydation a I’air. Les résultats sont

Mesurés par un enregistreur.
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|.7. Etude statistique

Les résultats sont analyses par STATISTICA, basé sur I’analyse de la variance
ANOVA-MANOV, post-hoc, test de Tukey différences significatives p<0.05.
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I1.1. Analyses physico-chimiques del’huile de Cucurbita pepo

Les résultats des analyses physico-chimiques de I’huile de Cucurbita pepo sont
récapitulés dansletableau V.

Tableau V : Analyses physico-chimique d’huile de Cucurbita pepo

Analyses Valeurs
Humidite (%) 0.0031+0.001
Indice de peroxyde 6.8 £0.013
(MeqO/Kg)
Indice d’lode (g/100q) 125 +0.310
Indice de saponification (mg de 185 +0.272
KOH / g)
Indice de réfraction 420 °C 1.466+0.02
Couleur J: 17
R: -

J : couleur jaune
R : couleur rouge
Selon le tableau ci dessus le taux d’humidité est égale a 0.0031+0.001% cette valeurs
est inferieure par rapport a celle trouvé par Schinas et al. (2009), qui égale de 0.0584%.
Cette faible valeur est le résultat d’une bonne extraction de cette huile, ce qui I’empéche le
risque d’oxydation.

L’indice de peroxyde est égale a 6.8 £0.013 MgqO2 / kg dhuile cette valeur est
inférieure par rapport a celle trouvée par Ardabili G et al. (2011) qui de 10.85 + 0.62 Mg402
/ kg de huile de Cucurbita pepo .Selon Ajayi et al. (2006), I’huile devient rance lorsque
I'indice de peroxyde est compris entre 20,0 et 40,0 Mgq O2 / kg. Par conséquent, I'huile de
graines de Cucurbita pepo peut étre considérée comme une huile comestible d’une bonne
qualité.
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L’indice d’iode d’huile de Cucurbita pepo dans la présente étude a une valeur de 125
+0.310 (g/100g), ce résultat est supérieur a ceux qui trouve par Schinas et al. (2009) ; Lazos.
(1986) et Tsaknis et al. (1997) qui sont respectivement de 115; 103.2 et 107 (g/100Q).
L’indice d’iode d’huile de Cucurbita pepo est élevé ce qui signifie que cette huile est riche en

acides gras insatures.

Tandis que l'indice de saponification d’huile de Cucurbita pepo est égale 185 +0.272
(mg de KOH / g), cette valeur est danslagamme de 174 a 197(mg de KOH / g) trouvée pour
les huiles de graines de citrouille par Nichols et Sanderson. (2003). Cette valeur indique que
I'huile de la présente étude contient des acides gras avec un nombre élevé d'atomes de

carbones (acides gras alongues chaines).

L'indice de réfraction a 20 °C d’huile de Cucurbita pepo est égale 1.466 +0.02 cette
valeur est similaire ala gamme rapportée par Lazos. (1986) (1.466 a 1.474) avec I’huile de
graines de citrouille. Cette valeur indique gque cette huile est pure.

Lacouleur del’huile est un facteur déterminant de la qualité. C’est un critére de sélection
pour les consommateurs (Ganduel-Rojas et Mingeuz-Mosquera, 1996). L huile Cucurbita
pepo analysee contient 17et 7unité respectivement pour la couleur jaune et couleur rouge.
Dont le premier représente les xanthophylles et le deuxieme les caroténes. Ce qui  signifié
que cette huile est riche en xanthophylles.

11.2. Evaluation d’activité antioxydant (DPPH°) d’huile de Cucurbita pepo

L’activité antioxydant d’huile de Cucurbita pepo est représentée dans le tableau V|1

Tableau VI : Pourcentage de réduction du radical DPPH par I’huile de Cucurbita pepo.

DPPH (%) (Rezig et al., 2012)

69.87+2.81 36.22%

D’apres ce tableau I’huile de Cucurbita pepo a une grande activité antioxydante qui

atteint 69.87+2.81%, ce résultat est supérieur a celui trouvé par Rezig et al. (2012) qui atteint
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36.22%. L’huile de la présent éude a une grande capacité anti-radicalaire (c’est-a-dire une

grande capacité a fixer les radicaux libres, donc a arréter la propagation de la réaction en

chaine) (Popovici et al., 2009).

I1.3. Identification des acides gras par chromatographie en phase gazeuse

Le tableau VII représente la composition en acides gras d’huile de graines de Cucurbita

PEPO.

Tableau V11 : Composition en acides gras d’huile de graines de Cucurbita pepo

Formules d’acides gras Nom commun Tempsrétention (min) Teneurs (%)
C16:0 Acide pamitique 13.409 10.935
C16:1 Acide pamitolique 14.123 0.337
C18.0 Acide stéarique 17.024 5.199
C18:1 Acide oléique 17.591 28.911

NI NI 17.683 0.719
NI NI 18.371 0.899
C18:2 Acide linoléique 18.636 50.276
C18:3 Acidelinolenique 19.326 1.541
C20:0 Acide arachidonique 19.801 0.223
C20:1 Acide ecosanoique 20.913 0.408
NI NI 28.098 0.290
C22:.0 Acide betrique 20.374 0.256

NI : Nom Identifié

D’apreés le tableau précédant I’acide linoléique (C18:2) est I’acide prédominant dans

I’huile de Cucurbita pepo avec une teneur de 50.276%, suivi par I'acide oléque (C18:1) avec
une teneur de 28.911%. Tandis que I’acide palmitique (C16:0) et stéarique (C18:0), sont

présent avec des proportions faible qui sont
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teneurs en acide linolénique (C18:3), écosanoique (C20:1), pamitolique (C16:1), betrique
(C22:1) et arachidonique ( C22:0) sont inferieures a 2 % . Ces résultats sont dans la gamme
trouvée dansles études réalisées par Lazos. (1986) et El-Adawy et Taha. (2001), sur la
composition en acides gras de Cucurbita pepo : I’acide linoléique était plus élevée (43.1 a
55.6 %) et I’acide oléique (20.4-37.8%). Par consequent I’huile de la présente étude a une
forte teneur en acides gras insaturés, linoléque et oléque et une teneur tres faible en acide
linolénigque. Ces résultats confirment que I’huile des graines de citrouille (Cucurbita pepo) est
une huile comestible riche en acides essentielles.

I1.4. Analyse physico-chimiquesdes margarines

L’ensemble des résultats des analyses physico-chimiques effectuées sur les trois

margarines sont récapitulés dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Anayses physico-chimiques des margarines.

Analyses Valeurs Nor me 1SO662 (1998-90-1)
Humidité (%)

Mg 15.25+0.04%

M, 15.23+0.06% 16

M, 15.26+0.04%

Mo 0.30+0.01°
M 0.30+0.02 10
M., 0.30+0.01°

M 0.39+0.01° 0.1-0.4
M ! 0.36+0.01°
2 0.37+0.02*
Point defusion (°C)
My 35.93+0.49°
M 36.27+0.22° 34-37
M, 36.00+0.27°
pH
My 4.62+0.12°
M, 4.49+0.01% 4-55
M, 4.55+0.03°
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My . Margarine témoin avec 100 ppm de lavitamine E.
M1 : Margarine contient100 ppm d’huile de Cucurbita pepo
M : Margarine contient150 ppm d’huile de Cucurbita pepo

Des résultats sont rapportés comme la moyenne = S.D. les mémes lettres dans la
méme colonne se rapporte a des moyennes statistiquement non significatives selon I'essai
post-hoc dANOVA test de Tukey p<0.05.

I1.4.1. Taux d’humidité

D’aprés ce tableau il n” ya pas une différence significative entre la margarine témoin et les
deux autres margarines, dont les taux sont respectivement 15.25+0.04% ; 15.23+0.06% et
15.26+0.04%. Ceci est compatible avec la formulation initiale de la margarine qui contient
(82-84)% de la phase grasse et (16-18%) de la phase aqueuse. Les valeurs de ces margarines

répondent aux normes 1SO662.
I1.4.2. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde est le nombre d’oxygenes libre en Meqd’O,/Kg de corps gras; Il
renseigne sur le degré d’oxydation de ce corps. L’indice de peroxyde est un critére tres utile
est d’une sensibilité satisfaisante pour apprécier les premier étapes d’une détérioration
oxydative (Karleskind, 1992).

D’apreés les résultats obtenus I’indice de peroxyde des trois margarines éaborées est de
0.30Meg/kg avec aucune différence significative. Ces indice de peroxyde sont inferieure a
10MegO./kg requis par les normes ce qui indique que le taux d’oxydation est tres faible.
(Karleskind et Wolff, 1992).

11.4.3. Teneur en s

L’addition de sel a la margarine a pour but d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques et également d’inhiber le développement de certaines bactéries, ce qui
prolonge de la durée de saconservation.

Danslaprésente étudelateneur ensel (NaCl) destrois margarines élaborées sont
respectivement 0.39+0.01 ; 0.36+0.01 et 0.37+0.02 %. Avec aucune différence significative.

Donc les trois margarines sont conformes alanorme 1S0662
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[1.4.4. Déermination du point de fusion

Le point de fusion des margarines élaborées sont respectivement 35.93+0.49 °C;
36.27+0.22 °C et 36.00+0.27°C pour Mo, M; et M, avec aucune différence significative, ces
valeurs sont conforme a la norme 1SO662. Le point de fusion a une relation avec la
composition en acides gras, dont les acides gras saturés (AGS) a longues chaines ont un

point du fusion plus élevé queles acides gras insaturés (AGI) acourtes chaines.

[1.4.5. Déermination du pH
La détermination du pH renseigne sur I’état de fraicheur de I’échantillon. Le pH de la
phase agueuse des trois margarines élaborées sont proches (aucune différence significative)
et sont dans laformulation fixées par la norme ISO 662 (pH entre 4 et 5.5). Ce qui signifie
que les doses de I’acide acétique ajouté aux margarines sont respectées. Le pH entre4-5.5 a
pour but de donner un bon gout a la margarine et d’éviter le développement microbien.
D’aprées (Karleskind et Wolff, 1992)

[1.5. Stabilité oxydative des margarines (test de Rancimat)

La figure N°5 représente les résultats de la stabilité a I’oxydation des trois margarines,
témoin My (avec vitamine E) et avec I’huile  de citrouille (Cucurbita pepo) a différentes
concentrations (M1, M5>).
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Figure N° 5: Résultats de la stabilité des margarines a I’oxydation accél érée
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D’apres les résultats obtenus le temps d’induction des trois margarines élaborées Mo,
Mi.et M, sont respectivement 15h 07, 14h00 et 23 h20. Ces résultats démontrent que les
margarines avec huile de Cucurbita pepo prouvent une stabilité oxydative. Celle avec

100 ppm d’huile est inferieure a la stabilité oxydative de la margarine avec la
vitamine E, mais |a stabilité oxydative de la margarine avec 150pp m d’huile de Cucurbita
pepo est largement  supérieure a celle de la vitamine E. Cette réaction est probablement liée

aux composées bioactives ayant une activité antioxydante.
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Conclusion

A lalumiére de ces résultats, I’huile de graines de Cucurbita pepo aune grande importance.
C’est une source en composée bioactive, dont activité anti-oxydante déterminer par letest
DPPH° amontré que I’huile de Cucurbita pepo posséde une capacité de neutralisation du
radical DPPH avec un pourcentage d’inhibition de 69.87+2.81 %. L’indentification de I’huile
de Cucurbita pepo en acide gras indique que cette huile est une source d’acides gras insaturée

essentiellement acide linoléique et I’acide oléique.

L’essai de I’incorporation de I’huile de Cucurbita pepo dans |la margarine a prouvé gue cette
huile peut faire face au risgue d’oxydation avec une stabilité qui dépasse I’antioxydant

synthétique utilisé (vitamine E). De cefait cette I’huile est un bon ingrédient alimentaire.

Dans le but d’améliorer et de compléter ce travail, il serait intéressant d’identifier et
d’isoler ces antioxydants par des méthodes plus avancées, effectuer des tests de toxicité et

étudier I’activité antimicrobienne de huile de Cucurbita pepo.
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Résumeé

L huile de graines de Cucurbita pepo est une huile alimentaire qui présente une haute valeur
nutritive, par sa richesse en acides gras essentiels, composes phénoliques, caroténoides,
vitamines E et phytostérols. L objectif de cette étude est de caractériser cette huile, déterminé
son activité anti-oxydante et son effet sur la stabilisée oxydative de la margarine. Les résultats
avaient demontré que I’huile de Cucurbita pepo posséde une capacité de neutralisation du
radical DPPH avec un pourcentage d’inhibition de 69.87+2.81 %. L’indentification d’huile
de Cucurbita pepo en acide gras indique que cette huile est une source en acides gras
insaturée, essentiellement acide linoléique (C18:2) et I’acide oléique (C18:1). Le test de
Rancimat est utilisé pour évaluer la stabilité oxydative, ou il a montré que la margarine

présente une grande stabilité oxydative avec 150 ppm de I’huile Cucurbita pepo.

Motsclés: Huile, Cucurbita pepo, margarine, antioxydant.

Abstract

Oil of Cucurbita pepo seeds was edible oil which presents a high food value, due to its
wealth of fatty-acids essential, compounds phenolic, carotenoid, vitamins E and phytosterols.
The objective of this study was to characterize this oil, determine its antioxidant activity and
its effect on the margarine stabilized oxidative. The results show that Cucurbita pepo oil hasa
capacity of radical DPPH neutralization, where a percentage of inhibition was equal to 69.87+
2.81%. Identification of fatty-acid from Cucurbita pepo oil indicates that this oil was a
source of unsaturated fatty-acids, essentialy linoleic acid (C18: 2) and oleic acid (C18: 1).
Test of Rancimat was used to evaluate oxidative stability, where it showed that the margarine
has a great oxidative stability with 150 ppm of oil Cucurbita pepo.

Keywords: Oil, Cucurbita pepo, margarine, oxydation, antioxydant.
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- Huile de toumesol
- Huile de palme
30/40 et 45/46

- Huile de soja 36/37

Chauffage 60°C

Annexe |
- 2 % de H. tournesol
- Ingrédients
liposolubles
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Eau glacée

Fabrication de la margarine a I’échelle laboratoire
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Annexell

2

Résultats delachromatographie phase gazeuse : (1 : C16:0, acide pamitique ; 2 : C16:1,
acide palmitolique ; 3: C18:0, acide stéarique ; 4 : C18:1, acide oléique; 5:NI ; 6: NI : 7 :
C18:2, acidelinoléique ; 8 : C18:3, acide linolénique ; 9 : C20:0, acide arachidonique ; 10 :
C20:1, acide écosanoique ; 11 :NI ; 12 : C22:0, acide betrique)
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