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Introduction

La grenade (Punicagranatum) est un fruit antique avec des antécédents médicaux. Sa peau
épaisse, de méme que ses cloisons internes sont riches en tanins ce qu’il lui conféere un goQt
acres et ameéres. Les éudes ont montré gque les antioxydants trouvés dans la grenade ont des
effets bénéfiques sur la santé cardiovasculaire semblable aux effets du vin rouge
(vitisvinifera) et du thé vert (sinensis camélia)(Rosenblat et al., 2006).

Des infusions a base d'écorce de grenade sont utilisées pour soigner les dysenteries (les
tanins ont un effet astringent sur la muqueuse intestinale), et ce reméde a éé longtemps
préconisé dans la thérapeutique traditionnelle. L'écorce et laracine du grenadier possédent des

propriétés vermifuges (Rosenblat et al., 2006).

L’isolement et la caractérisation de ces composés bioactifs constituent un sujet de
recherche trés actuel. De nombreuses études explorent aujourd’hui la possibilité de leur
transformation en additifs dans différents produits aimentaires, cosmétiques ou

pharmaceutiques (khan, 2010).

L’oxydation est un phénomene largement répandu aussi bien dans le domaine alimentaire
(oxydation des lipides) que physiologique (stress oxydant). Parmi ces produits la margarine
qui représente un exemple typique car 82% de sa composition est constituée de matiére
grasse : premiere cible de I’oxydation (Karleskind, 1992). En effet, I’oxydation des lipides
est une cause maeure 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).

Pour lutter contre I’oxydation de la margarine, la société des corps gras de Bgaa
« CO.G.B LaBedlle », utilise des antioxydants d’origine synthétiques telle que la a-tocophérol
(vit E) qui est le plus employé. La tendance, aujourd’hui étant d’utiliser des substances
d’origine naturelle qui jouerait le méme réle sans modifier les propriétés du produit. L’une
des approches la plus appropriée consiste en I’exploitation d’extraits de dechets alimentaires ;
c’est dans ce cadre que s’inscrit ce présent travail et dont I’objet d’étude est I’écorce de
grenade. L’étude vise a substituer le Tocoblend par I’extrait d’écorce dans la margarine de
table et vérifier s cet extrait possede des propriétés antioxydants permettant de favoriser la
résistance de la margarine élaborée a I’oxydation, sans modifie ses caractéristiques physico-

chimiques et microbiologiques.

Y
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Chapitrel : la grenade

1. Généralités
1.1.0rigine géographique

La grenade (Punicagranatum L.), en latins Pomus et Granatus, ce qui signifie une téte de
série ou de pomme granulaire, originaire de I’lran a I’Himalaya dans le nord de I’Inde, ou elle
a éteé cultivée depuis des milliers d’années. 1l y a plus de 1000 cultivars de Punicagranatum,
qui sont passés de I’Iran, a I’est en chine et en Inde et a I’ouest par la région Méditerranéenne,
sur le sud-ouest américain, la Californie et le Mexique (Levin, 1994 ; Lansky et Newman,
2007).

La grenade est globalement cultivée dans de nombreuses régions géographiques, en
répondant aux besoins nutritionnels et médicinales des popul ations des différents pays comme
I’Iran, I’Inde, I’Egypte, la chine, Israél, la Tunisie, la Syrie, le Liban, la Turquie, la Gréce,
Chypre, I’ltalie, la France, I’Espagne, le chili, le Portugal, les Etats-Unis, Oman et plus
récemment en Afrigue du Sud (Al-Said et al., 2009;Holland et al.,2009 ; Fawoleet al.,2011).

1.2.Description botanique

La grenade est le fruit d'un arbuste appelé grenadier, de nom latin Punicagranatum L.

appartenant alafamille des punicacées(Espiard, 2002).

Il s’agit d’une baie ronde, cor-tiquée, c’est-a-dire a épicarpe cutines et dur, de la taille d’une
pomme ou d’une orange, de 2 a 12 cm de diameétre.Elle est surmontée des restes du calice,
formant une couronne dentée, qui la rend facilement identifiable. Son péricarpe, coriace et
épais, est non comestible. Il forme une écorce dure appelée Malicorium,de couleurblanc
jaunétre, ou jaune foncé marbré de rouge ou encore violet tres foncé et d’un beau jaune a
I’intérieur du fruit avec une saveur amere et astringente renferme de nombreuses graines
contenues dans des loges, séparées par des cloisons ténues et membraneuses. Toutes ces
graines possedent un mésocarpe charnuet gélatineux, acidulé et sucré, représentant la partie
comestible du fruit(Elodie,2009),photographie de la grenade illustrée dans la figure 1 et la

classification botanique de la grenade illustrée dans (le tableau 1).
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Figure 1 : Photographie delagrenade (Punicagranatum L.)(Anonyme 1, 2016).

Tableau | :Classification botanique de la grenade (Punicagranatum L.)(Mohamed Amine,
2012).

Regne Plantae
Divison Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtale
Famille Punicaceae
Genre Punica
Espére P. granatum

1.3.Composition des écor ces de grenade
La concentration en macronutriments des écorces de grenades varie en fonction de
plusieurs facteurs (variétés, climat, nature du sol, etc.) ; ele est moins importante que celle

rapportée pour le fruit.

SdonMirdehghan et Rahemi, (2006) la teneur en K> N>Ca>P>Mg>Na, mis a part le
calcium qui est plus abondant dans les écorces ainsi que le sodium qui lui a une teneur
équivaente. Pour ce qui est des micronutriments présents dans les écorces de grenade, les
teneurs sont équivalentes a celle du fruit et qui sont représentés par le Bore qui représente la
plus grande concentration (environ 22,2mg/kg), suivis du Fe (14,5mg/kg). Les minimes

concentrations sont notées pour le Zn, le Cu et le Mn (11,75, 8 et 6 mg/kg respectivement).

»
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1.4.Composition chimique du fruit de la grenade

La composition chimique des fruits de la grenade est donnée dans le tableau I1.

Tableau Il : Composition chimique du fruit dela grenade (Elodie,2009).

Partie du
fruit

Composition

Lapeau de
la grenade
(Malicorium)

Acides hydroxybenzoiques : I’acide gallique et I’acide ellagique,
Acides hydroxycinnamiques,
Dérivés de flavones : molécules de coloration jaune,

Anthocyanidines : responsables de la couleur rouge des grenades,

O O O O O

Nombreux ellagitanins : tels que la punicaline, la punicalagine, la

corilagine, lagranatine A et lagranatine B,

Cestanins représentent jusqu’a 28% de la peau du fruit,

0 Lapédletiérine pourrait auss se trouver dans la peau de la grenade,

Lejusde
grenade

0 Sucres: telsquele glucose, e fructose et |e saccharose,

o0 Acidesorganiques: I’acide citrique, I’acide ascorbique, I’acide
gallique et I’acide ellagique,

0 Acidesaminés: lavaline, proline et méthionine,

o Flavanolset indole-amines: latryptamine, lasérotonine,

0 Anthocyanines: puissantes molécules antioxydants, fournissant au
jus de grenade sa couleur rouge, augmente jusqu’a maturité du fruit,

et diminue aprés la pression du fruit.

Lesgraines

0 Huile: qui se compose:

- Acidesgrasinsaturés (80%) : I’acide punicique, les acides oléques et

linoléiques et d’autres acides,

- Acides gras saturés: les acides palmitique et stéarique,

0 Hormones stéroidiennes, Nombreux stérols: le cholestérol.
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»Valeursnutritives

La grenade fournit en moyenne 68 kcalories(285 kjoules) pour 100 g de partie comestible,
ce qui lasitue au niveau de la figue fraiche ou de la mangue. Cette énergie est fournie surtout
par les glucides constitués en proportions sensiblement égales par du fructose et du glucose
(le saccharose n’est présent qu’en trés faibles quantités),protéines, lipides (acides gras,
essentiellement les triglycérides (88%), diacylglycérols (7%) et les phospholipides (3%),
acide punique (65%), acide linoleique (7%), par contre les fibres sont constituées presque en
totalité par les fibres insolubles formant le tégument des graines alors que dans la pulpe
débarrassée des graines et sa caractéristique juteuse vient de son importante teneur en eau
(Tableau 111)(USDA, 2006).

Tableau |11 : Valeurs nutritives de lagrenade (USDA, 2006).

Nutriments Valeur par 100g
Eau 80,979
Cadlories 68K cal (285 Kj)
Proténes 0,959
Lipides totaux 0,30g
Glucides totaux 1719
Fibres 069

1.5.Composés phénoliques de la grenade

Les fruits de lagrenade sont une source de divers composeés biologiquement actifs, tels que
les composés phénoliques comme punicalagin, acide elagique, gallotannins, anthocyanines,
qui sont connus pour agir en tant qu’antioxydants (kkaplanet al.,2001 ; Nodaet al., 2002 ;
Cerdaetal .,2003)
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Polyphénols

Les polyphénols constituent un des groupes les plus communs et largement répandus dans les
plants. lls considérés comme des métabolites secondaire et ils n’ont pas de fonction
métabolique spécifique dans les cdlules végétales. Plus de mille polyphénols sont connus, ce
sont des composes contenant un cycle aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyles,
ils peuvent étre divisés en 15 grandes classes selon leurs structures chimiques. Certaines de
ces classes sont des composés avec C6 aromatique, d’autres avec la structure C6-C1, et
d’autres avec des squelettes plus complexes (Bennick, 2002).

Ce sont des constituants importants a propriétés organol eptiques des graines et des jus de
grenade car ils donnent la couleur rouge attrayante et fournissent I’astringence douce qui est

caractéristique de la saveur de la grenade (Gil et al.,2000).

Les polyphénols prédominants sont les flavonoides, les tannins condensés et les tannins
hydrolysables (Gil et al., 2000 ; Van Elswijket al., 2004 ; Seeramet al.,2006)

a). Tannins

Les tannins sont des polyhpénols que I’on trouve dans de nombreux végétaux tels que les
écorces d’arbres et des fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est
formée d’unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur
degré d’oxydation (Hemingway, 1992).

Les tannins conférent un golt amer au jus de la grenade et aux membranes blanches qui
entourent les graines. Il a été rapporté que la grenade possede deux tannins a savoir I’aide
ellagique et punicalaagin qui ont un réle important dans I’activité antioxydant (Arjamand,
2011).

a.1l). Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters de glucides ou d’acides phénols, ou de dérivés
d’acides phénols ; les molécules glucidiques est en général du glucose, mais dans certains cas
des polysaccharides (Ribereau, 1968).

L’intérét des tannins hydrolysables de grenade dans divers domaines scientifiques et
commerciaux a augmenté constamment vue leur intérét de a le secteur aimentaire, car ces
composés jouent un réle important dans la qualité des aiments gréce a leur propriétés
antioxydants (Arapitsas, 2012).
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a.2). Tannins condensés

Les tannins condensés sont trouvés dans la peau et le jus (Arjamand, 2011). La plupart des
activités des tannins condensés dépendant en grande partie de leur structure, en particulier leur degré

de polymérisation (Arapitsas, 2012).

Tanin condensé Tanin hydrolysable

Figure 2: Structurechimiques d’un tanin hydrolysable et d’un tanin condensé (Kumbasdli,
2005 ; Peronny, 2005).

b). Flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols naturels et complexes, présents sous forme de
dérivées glucosidiques dans de nombreux fruits et [égumes (Alaiset al.,2003).

Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des
feuilles. Ils sont des présents dans les cellules épidermiques de feuilles et ils sont susceptibles

d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs des rayonnements UV (Hadi, 2004).

Il a été signalé que la grenade présente des principaux flavonoides a savoir la catéchine
quercitrine, et le kampferia, qui jouent un rdle important dans I’activité antioxydant
(Arjamand, 2011).

s —

e =
o s[5 e &)
= R Rl A .~
o T —= [Era
PP e il
o o

Figure 3 : Structure de base d’un flavonoide (Heller et Forkmann., 1993).
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¢). Anthocyanines

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de
laplupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). Ils sont caractérises par I’engagement de
I’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides).Leurs génines
(les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les
animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Brouillard et al., 1997 in Bahorum, 1997).

La composition en anthocyanines est un paramétré important de qualité du fruit de la
grenade, en raison de I’importance de ces derniers dans la couleur des jus respectifs. Les
anthocyanines dans la grenade changent considérablement avec les cultivars, maturité, le
secteur de production et conditions saisonnieres(Gil et al., 1995 ; Borochov-Neoriet al.,
2009).

Figure 4 : Structure des anthocyanosides.

1.6.Usagesdela grenade

Toutes les parties de I'arbre ont été utilisées dans divers usages, comme sources de tannin
pour traiter le cuir, L'écorce du tronc en contient 10 a 25%. L'écorce des racines 28%, les
feuilles 11%, et I'écorce du fruit pas moins de 26%. L'encre peut étre faite en trempant les
feuillesdansdu vinaigre. Au Japon, un insecticide est dérivé de I'écorce (M orton, 1987).
»  Utilisation culinaire et médicale

En plus du fruit frais, on trouve sur le marché du jus de grenade (ou du concentré), un sirop
appelé « grenadine » et un autre, beaucoup plus épais, moins sucré et plus acidulé qui porte le
nom de « mélasse de grenade ».

Il sert a aromatisé divers produits tel que: boissons lactées, gazeuses ou alcoolisées,

limonades, desserts. Enfin, on trouve également des arilles séchés, entiers ou en poudre, qui
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sont largement utilisés dans la cuisine indienne, et divers produits de spécialité (vinaigre et
vin de grenade, sauces, etc.)(Vanier, 2005).

L’utilisation médicale de la grenade remonte a plus de 3 000 ans; le fruit non mdr et son
écorce ont éé donnés comme astringents a la diarrhée, a la dysenterie et hate aux
hémorragies. Des bourgeons secs et pulvérisés de fleur sont utilisés comme remeéde pour la
bronchite.

Au Mexique, une décoction des fleurs est utilisée pour soulager |'inflammation oral et de
la gorge.Les huiles essentielles des graines favorisent la régénération de I’épiderme. Les
feuilles, les graines, les racines et |'écorce ont montré une activité hypotendue,
antispasmodique dans l'essai biologigue. Comme contre-indication; chez les femmes
enceintes, la peau séchée de grenade produit des glaires, I'utilisation d’une dose de 5g
maximum du fruit séché, broyé, en poudre, en décoction peut étre |égerement toxique
(Morton, 1987).




Chapitre Il



Chapitre 11 : la margarine et l’oxydation des lipides

1. Géneralités sur la margarine

1.1. Historique

La margarine a été inventée en 1869 par Mege-Mourises, pharmacien francais, a la
suite dun concours organisé¢ par Napoléon I1l, « pour un corps gras semblable au beurre mais
de prix inférieur, apte a se conserver longtemps en gardant sa valeur nutritive » (Trémolieres,
1980).

1.2. Définition

Le terme « margarine » désigne les produits se présentant sous forme d’une émulsion
solide ou fluide et malléable, principalement du type eau dans la matiére grasse, dérivés de
matieres grasses végétales et/ou animales, solides et/ou liquides propres a la consommation
humaine dont la teneur en matieres grasses d’origine laitiére n’excede pas 3% de la teneur en

matieres grasses (Aboke et al., 2008).

Elle contient aussi des additifs (Iécithine, sel, colorant, antioxydants, vitamines, etc.)

répartis en partie dans la phase grasse et en partie dans la phase aqueuse (Karleskind, 1992).

1.3. Composition globale des margarines

C’est une émulsion stabilisée par des additifs (lécithines par exemple) et obtenue par un

mélange de deux phases bien distinctes (Fredot, 2005) :

Une phase grasse : elle représente au moins 80% du produit final et est principalement
constituée de matieres grasses pouvant étre d’origine animale (saindoux, huiles de poissons
hydrogénées) ou végétale (huiles d’arachide, de colza, de mais, de coprah, de palme, etc.).
Cette phase comporte également des additifs liposolubles tels des émulsifiants,
éventuellement complétés par des colorants, des arémes et des vitamines (Fredot, 2005) ;

Une phase aqueuse : dont la teneur ne doit dépasser les 16% du produit final. Cette phase
contient, outre I'eau, des composants hydrosolubles comme du lait, de ’acide citrique, du sel

ou éventuellement du sorbate de potassium (Fredot, 2005).
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1.4. Fabrication des margarines

La fabrication de la margarine selon Karleskind, (1992) comprend plusieurs étapes
successives (Figure 5).

e Préparation de la phase grasse : avec des huiles, des corps gras végétaux raffinés, en
I’état, fractionnés, interestérifiés ou hydrogénés, auxquels peuvent étre incorporés
certains additifs (émulsifiants, colorants) et des substances a but nutritionnels (vitamines
liposolubles) ;

e Préparation de la phase aqueuse : avec de I’eau et/ou des coproduits de I’industrie
laitiere (lait écrémé, lactosérum en poudre, babeurre), auxquels peuvent étre incorporés
des ingrédients protéiques, du sel, des ardbmes ;

e Préparation de I’émulsion : par mélange des deux phases. La phase aqueuse sera
incluse dans la phase lipidique. La durée d’agitation détermine la finesse des bulles.
Cette émulsion est stabilisée par les émulsifiants qui se placent a I’interface eau/huile, et
maintiennent la structure grace a leur caractere amphiphile ;

e Cristallisation : par refroidissement ;

e Texturation : par malaxage, afin d’obtenir la consistance voulue et une meilleure
homogénéité ;

e Conditionnement : en barquettes ou en plaques.
1.5. Classification des margarines

1.5.1. Margarines a destination des professionnels

Ces margarines présentent dans leur phase grasse une proportion d’huiles concretes plus
importante, cela pour répondre a la fois aux besoins de fonctionnalité imposés par les
contraintes de travail des différentes applications (laminage, incorporation, etc.) mais aussi
aux qualités organoleptiques attendues (stabilité a I’oxydation, texture croustillant, croquant,
fondant, etc.). Elles sont incorporées dans les produits alimentaires élaborés comme les

produits de boulangerie, patisserie, viennoiseries, gateaux, biscuits, etc. (Saillard, 2010).

1.5.2. Margarines de tables traditionnelles
Tout comme les précédentes, leur phase grasse présente une forte proportion d’huiles

concretes. Leur taux d’acides gras saturés (AGS) est plus élevé, il joue un role dans la texture

et permet une présentation en plaquette ou en barquette. En moyenne, le taux de matiére
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grasse varie entre 55 et 80% de la masse totale. Elles peuvent étre utilisées en cuisson ou

comme ingrédients dans une recette (Saillard, 2010).

1.5.3. Margarines de table allégées et « santé »
Ces margarines ont une teneur en matiére grasse totale de 60%, 41% ou 27%. Elles

sont réalisées a partir d’huiles riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) et d’une fraction
d’huile de palme et sont généralement enrichies en vitamines (A, D et E) (Desalme et al.,
2004).

1.5.4. Margarines de table riches en acides gras insaturés
La plupart des margarines sont naturellement riches en AGI grace aux huiles végétales

entrant dans leur composition. La nature des huiles utilisées permet de faire varier les teneurs

en AG et d’obtenir une richesse en vitamine E.

Les margarines de table riches en AGI et celles dites allégées peuvent étre utilisées pour
un usage « tartine » et/ou « cuisson », I’emploi tartine étant privilégi¢ du fait de la faible

teneur en matieres grasses solides des produits (Saillard, 2010).

1.5.5. Margarines de tables enrichies en stérols végétaux

Ces margarines sont enrichies en stérols végétaux (phytostérols ou phytostanols) dont le mode
d’action particulier conduit a une baisse du taux de cholestérol. Elles sont destinées aux personnes
dont le taux de cholestérol est trop élevé et peuvent étre utilisées en tartine ou en cuisson selon les

specifications du fabricant (Saillard, 2010).

1.6. Altération de la margarine
Les facteurs d’altération de la margarine peuvent étre d’ordres physique, chimique et
bactériologique. La margarine, étant formée d’un pourcentage ¢levé de matieres grasses, est

exposée a I’oxydation. Cette dernicre est a I’origine de I’odeur de rance et est liée a :

e lalumiére;

e latempérature élevée et la durée de stockage ;

e la présence des germes lipolytiques ;

e le taux d’insaturation que contienne la phase grasse ;

e [’exposition de la margarine a 1’oxygeéne atmosphérique.

L’altération physique est due a la modification de la consistance de la margarine qui, a son

tour, est due au phénomene de recristallisation (post-durcissement). La formation de ces
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cristaux entraine la réduction de la phase liquide par rapport a la phase solide et conduit en

général a la perte de la texture, de la flaveur et de I’apparence recherchée (Genot et al., 2003).

Huiles neutres - i Ingredients
hlanchies Iinpi:'rlllfhr::!z hydrosslubles
Telles guelles - .
Hydrogénées Leeithine ,'JCI' hl_l-r:
Fractionmees Maonogly eeride -l'_-:! '_.-31:-:|.1r
Colarant Acide citrigque
[
Lan Eau
Phase

?UEU‘E’E

Phase grasse
compléte

=

= Pompe doseuse

EMULSIOMN —— FROID

REFROIMSSENMENT
CRISTALLISATION
MALAXAGE

—— AGITATION

CONDITHINMEMENT

Figure 5 : Schéma général de fabrication de la margarine (Karleskind, 1992).
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2. Oxydation et antioxydants
2.1. Oxydation

L’oxydation des lipides a été reconnue comme un probléme majeur affectant les huiles
comestibles et les matiéres grasses. Elle provoque une altération de leurs qualités
nutritionnelles, sensorielles ainsi leurs propriétés chimiques (Cillard et Cillard, 2006;
Villiere et Genot, 2006; Kim et al., 2007). Le développement de ce phénomeéne, peut avoir
lieu pendant les traitements technologiques, culinaires ou au cours de la conservation (Villiere
et Genot, 2006).

L’oxydation fait partie d’une réaction d’oxydoréduction qui transfére des électrons d’une
substance vers un agent oxydant .Cette réaction peut produire des radicaux libres qui

entrainent des réactions en chaine destructrice (Hercberg et al., 2004).

2.1.1. Types d’oxydation et leurs mécanismes
Il existe plusieurs types d’oxydation qui mettent en ocuvre des mécanismes réactionnels

tres différents en fonction des agents initiateurs (Villiere et Genot, 2006 ; Rahmani, 2007).

» Auto-oxydation

L’auto-oxydation correspond a une fixation de 1’oxygene sur des molécules insaturées.
Les composés les plus exposés 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).

L’auto-oxydation est un enchainement de réactions radicalaires qui se déroulent en 3 étapes

(Blithoven, 2006). Les réactions d’auto-oxydation sont représentées en (Figure 6).

» Oxydation des lipides par oxygene singulet (photo-oxydation)

L’activation de 1’oxygene moléculaire en oxygene singulet s’effectue soit par perte d’un
électron de ’anion superoxyde O2°- obtenu apres interaction de 1’oxygene triplet avec un
agent métallique, soit par photo-oxydation de 1’oxygéne triplet en présence d’un photo
sensibilisateur (chlorophylles, phéophytines, métalloporphyrine ou les riboflavines) (Jeantet
et al., 2006).
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» Oxydation enzymatique
Le phénomeéne d’oxydation des AGI peut étre d’origine enzymatique et 1’enzymatique et

I’enzyme généralement impliquée est lipoxygénase (Eymard, 2003 ; Pokorny, 2003).

Acide gras insaturé (RH)

e Fnergie (T°, lumiére, enzyme).

emmmmmn V[ étaux d’initiation.

Gmmmm— Peroxydes.
Radical lipidique (R°+H°)

(ROO°, R°, RO®) l e O,
Radical peroxide (ROQO°®)

l 4 R H (acide gras insaturé)

Hydroperoxydes ROOH+R’°

Produits secondaires de la réaction

Produits d’oxydation volatils : Produits d’oxydation non
volatils :

- Aldéhydes. - Oxy-monomeéres /diméres
- Alcools. - Epoxydes.

- Hydrocarbures. - Ether oxydes.

- Acides.

- Cétones

Figure 6 : Schéma général de 1’oxydation des lipides (Eymard, 2003).
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Le mécanisme d’oxydation des acides gras insaturés par la lipoxygénase est montré en
(Figure 7).

Lipoxygénase
O2

T~

Acides Gras insaturés libres s—— hydroperoxydes m——— Hydroxy Acide
Lipases /phospholipases Métaux de transition

Radicaux libres
Phospholipides Triglycerides AUTO-OXYDATION

Figure 7 : Mécanisme d’initiation de la peroxydation des lipides par 1’activité

lipoxygénasique d’aprés German et Kinsella (1985).

2.1.2. Impact de ’oxydation des corps gars

L’impact de I’oxydation des corps gras est triple :

» Impact nutritionnel et organoleptique
Dégradation des vitamines liposolubles et des acides gras essentiels ; développement de

flaveurs anormales, changement de couleur (Zidani, 2009).

» Impact Sanitaire
Les composés secondaires d’oxydation montrent des effets cytotoxiques et mutagenes (cas

du malondialdéhyde, par exemple, qui réagit avec I’ADN) ou encore des effets cancérigénes,

mutageénes et athérogenes (cas des monomeres cycliques et oxystérols) (Rahmani, 2007).

» Impact économique

Perte de la valeur marchande suite a 1’oxydation qui déprécie la qualité du produit

(Rahmani, 2007).

3. Moyens de lutte contre I’oxydation des lipides
Les répercussions économiques peuvent étre importantes car les données alimentaires
deviennent inconsommables. 1l suffit de tres faibles doses de matiéres grasses oxydées (de

I’ordre de 1%) pour rendre un aliment impropre a la consommation car le gout de rance
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apparait nettement. D’ou I’intérét des industriels d’avoir recours a des antioxydants tels que la

vitamine E pour limiter ces phénomeénes.

3.1. Les antioxydants synthétiques : La vitamine E
a) Définition

Les tocophérols est un nom propose pour la premiére fois en 1936 par Evans et
collaborateurs, ce sont des composés liposolubles regroupés sous le terme vitamine E. Selon
Pennock et al. (1964) la vitamine E regroupe quatre substances, B-tocophérol, y-tocophérol,
d-tocophérol, o-tocophérol qui est la seule forme reconnue pour répondre aux besoins

humains (figure 8).

Figure 8 : Structure de I’a-tocophérol (Ju, 2012).

La vitamine E est reconnue comme antioxydant, grdce a sa capacité a inhiber les
peroxydations lipidiques (Cheeseman et Slater, 1993). A cet égard, elle participe avec de

nombreuses autres substances, a la lutte contre les formes réactives de I’oxygéne (FROs).

b) Propriétes physico-chimiques
Les tocophérols présentent, a la température ambiante, sous la forme d’une huile visqueuse
de coloration jaune pale. Ils insolubles dans 1’eau, trés solubles dans les graisses, les huiles et

les solvants organiques.

La vitamine E existe également sous forme synthétique : il s’agit du dl-alpha-tocophérol que
I’on retrouve dans les suppléments en vitamine E. On retrouve également ’acétate ou le
succinate de tocophérol. Bien que la forme synthétique soit bénéfique, la forme naturelle est
particulierement recommandée. En effet, elle naturelle est la plus active (Birlouez-aragon et
al., 1995)

c) Role en industrie agro-alimentaire
Les constituants lipidiques des aliments ont tendance a s’oxydé¢ au contact de Dair

atmosphérique. Ce qui entraine une altération de I’odeur, du gout et de couleur des denrées

alimentaires.
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La vitamine E stoppe 1’oxydation des acides gras en s’oxydant a leur place. C’est la
réaction qui nécessite le moins d’énergie qui se fera préférentiellement. La vitamine E
intervient surtout au stade de I’initiation, en cédant un de ses atomes d’hydrogéné au radical
peroxyde qui se stabilise et devient non réactif. Cela permet ainsi d’arréte les réactions

enchaine selon la réaction suivante (Birlouez-aragon et al., 1995).
ROO° + AH — ROOH + A°

Le radical libre A° formé par la vitamine E (AH) se stabilise en s’associant avec d’autres

molécules selon les réactions suivantes :
ROO° + A° —- ROOA
2 A° —> AA

La vitamine E peut également intervenir au cours de la phase de propagation en absorbant

préférentiellement I’oxygene.
d) Toxicité

La vitamine E est caractérisée par une trés faible toxicité. Aucun cas de E hypervitaminose
n’a été signalé. Des doses orales quotidiennes allant jusqu’a 100 mg sont considérées comme
¢tant a ’intérieur de la normale gamme physiologique. Toutefois, les doses quotidiennes 200-
1000 mg pendant plusieurs mais ne sont pas toxique pour les adultes. Dans certaines cas, des
symptdmes gastro-intestinaux tels que des nausées, des maux d’estomac, des vomissements
et diarrhée ainsi que la fatigue et la dermatite ont été observées. Cependant, les effets
mutagénes, tératogénes ou cancérigénes n’ont pas été rapportés (Boucher et al., 1998).

3.2. Autres alternative : valorisation des ressources naturelles

La valorisation des ressources naturelles telle que des extraits végétaux et produits du
métabolisme secondaire de la plante est notée d’un grand intérét. En fait, des extraits de plants
ont suscité un grand intérét scientifique en raison de leur potentiel une source d’antioxydants
naturels et composeés biologiquement actifs, tels que des substances antibactériennes,

antifongiques et insecticides (Celiktas et al., 2007).

La richesse d’écorces de grenade en substances antioxydants naturelles lui donne
I’avantage de faire appel a I’exploitation de ces déchets en tant qu’additifs alimentaires qui

jouent le réle comme conservateur.
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1. Matérid végétal
1.1 des échantillons

L’étude est réalisée sur une variété de grenade (Punicagranatum L.) appelée Lahlou,
récoltée début septembre dans la région de Timezrit (Wilaya de Bejaid). Le tableaul Vrésume

les principal es caractéristiques de la vari été de grenade étudiée.

Tableau 1V : Caractéristiques de la variété de grenade Lahlou.

1é
Lahlou
Caractéristique
Couleur de I’écorce Jaunétre
Epaisseur de I’écorce Epaisse
Poids 148,28 + 37,23 g
Diamétre 5,88+ 1,24 cm
Goat Sucré
Graines Grands de taille, couleur rouge ou
rouge-rose, peu foncée, translucides

1.2 Traitement des échantillons

Les grenadessont transportées au laboratoire, lavées abondamment a I’eau afin d’éliminer
toutes les impuretés puis séchés a température ambiante pendant environ 30min.Les écorces
sont séparéesde la partie interne manuellement et délicatement qui est pressée pour récupérer
le jus de grenade a travers d’une passoire; celui-ci est conservé a basse température en

attendant la détermination desparametres physi co-chimiques.

Les écorcesobtenues sont séchées a température ambiante a I’obscurité pendant 4 jours.
Les écorces sechées sont broyées a I’aide d’un broyeur éectronique (PLANESAT, Chine)

pour obtenir une poudre fine homogene. Cette derniere est conservee a-20°C.
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La figure 9 illustre des images des différentes parties du fruit ainsi que de I’échantillon
étudieé.

Figure 9 : Photographies dela grenade (A),degraines de grenade (B), de I’écorce de grenade
séchée (C) et de la poudre d’écorces de grenade (D).

2. Analyses physico-chimiques
2.1.Détermination du pH du jusde grenade

Le pH de jus de grenade a été mesuré par un pH-métre (HANNA instrument, pH2009,
Allemagne) apres avoir été étalonné.

2.2 Détermination du Brix du jusde grenade

Aprés homogénéisation, quelques gouttes de jus de grenade sont versées sur le prisme de
I’appareil ; celui-ci estensuite tourné vers une source de lumiére. La lecture est faite sur

I’échelle I’oculaire, al’intersection des zones claire et sombre.

ﬂ
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2.3 Déter mination du taux d’humidité

Elle consiste a sécher un poids déterminé de jus et de poudre d’écorces de grenade a
105°C jusqu’a la stabilité de poids. La teneur en humidité est déterminée par la formule

suivante:

Humidite (26) = PP S v100

Ou:

Pf : poids frais de I’échantillon ;

Ps: poids sec de I’échantillon.

2.4 Détermination del'aciditétitrabledu jus de grenade(AFNOR : V 05-
101,1974)

L’acidité titrable représente la somme des acides minéraux et organiques préesents dans le
produit. Elle est exprimée en fonction de I’acide dominant. 1ml de jus de grenade est mélangé
a 9 ml d’eau distillée puis titré avec une solution de soude (NaOH) & 0,1 N en présence d’un
indicateur coloré (phénolphtaléine) jusqu’a obtention d’une coloration rose pale persistante.

L’acidité titrable est exprimée en gramme d’acide citrique pour mide produit(A g/ml) :

..... - 2
ERSas ] o en pramme dacide o trigue pouar mle

(Awnl) acide citrigue — V NaOH x O, 64

Ou:
Vnaon : volume de NaOH versé en ml.

0.64 :ccefficient correspondant al’acide citrique.

3. Extraction et dosage des composés phénolique

Dans ce présent travail,les composés phénoliques contenus dansl’écorcesde grenade, sont
extrait par I’éthanol a 70%.La poudre d’écorces de grenade estadditionnée a 100 ml du
solvantetleméange est incubé avec agitation a température ambiante pendant 1 h suivie d’une
filtration al’aide d’un papier filtre WATTMAN.Lefiltrat obtenu est évaporeé sous vide a40°C
a I’aide d’un évaporateur rotatif (HEIDOLPH, Allemagne).
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Précisons que I’extraction est répétée deux fois. Le premier extrait obtenu est reconstitue
dans 10 ml de méthanol pur et conservée au congélateur a -20°C. L’extrait méthanolique
obtenu servira pour le dosage des antioxydants et I’évaluation de leurs activités antioxydante
et antiradicalire.

Le second est reconstitue dans I’eau distillée(10 ml), congelé 24 h avant d’étre lyophilisé,
la poudre obtenue est conservée a -20°C. L’extrait lyophilisé obtenu servira a I’élaboration
des margarines.

Le protocole d’extraction est illustré par lafigure 10.

Pl POUdIE d”€cOr CES dE grenadet
Ethanol 70%

<

Macération 1 h a T °C ambiante

S\

X2 Filtration

l ." Evaporation sousvide a 40°C ]]

il
J | 1l

7 N 4 N
Reconstitution dans de I’eau Reconstitution dans duméthanol
distillée et congélation a-20 °C/ pur
N\ ) \ V)
e <
[[ L yophilisation ]] Conservation a-20 °C
, U : '
[[ Conservation a-20 °C Extrait méthanolique
1l

Extrait lyophilisé

Figure 10: Protocole d’extraction des composés phénoliques de la poudre d’écorces de
grenade
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3.1 Dosage des antioxydants

3.1.1 Dosage des composeés phénoliques totaux

La méthode colorimétrique utilisant le FolinCiocalteu est souvent adoptée pour le dosage
des composeés phénoliques totaux. Ce réactif est un acide de couleur jaune constitué par un
melange d’acide phosphotungstique (HsPW12O04) et d’acide phosphomolybdiques
(H3PM012,040). Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne(Ribereau, 1968). L’intensité de la coloration produite, dont
I’absorption maximum a 760 nm, est proportionnelle a la quantité totale des composés

phénoliques présents dans les extraits (Abdelhameed).

Lateneur en composés phénoliques totaux est déterminée par laméthode de Velioglu et al.
(1998). Un volume déterminéd’extrait est additionné de 1,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu.
Aprés 3 min d’incubation a I’obscurité, 1,5 ml de carbonate de sodium (6%)sont agjoutés. Le
mélange est agité puis incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant une 60 min. les

absorbances sont lues a 760 nm contre un blanc.

La concentration en composés phénoliques totaux est déterminée en se référant a une
courbe d’étalonnage d’acide galliqgue (Annexell). Les résultats sont exprimés en mg

équivalent d’acide gallique par 100g de matiére séché (mg EAG/100g MS).

3.1.2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est basé sur chélation des ions d’aluminium par les antioxydants
(Ribéreau-Gayon, 1968).Le complexe formé se traduit par une couleur jaune dont I’intensité

dépend de la concentration de ces derniers.

Le dosage des flavonoidesest effectué selon la méthode de Djeridaneet al.(2006), avec
guelques modification ; 1,5 ml de chlorure d’aluminium (AlClz)a 2% sontadditionnésa 1,5 ml

d’extrait. Aprés 30 min d’incubation, les absorbances sont lues a430 nm contre un blanc.

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie
avec de la quercitrine (Annexe I1). Les résultats sont exprimés en mg équivaent quercetine
par 100g de matiere seche (mg EQ/100g MS).
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3.1.3 Dosage destannins condenseés (proanthocyanidines)

En raison de la grande variation de leur structure, la mesure de la teneur en tannins
condensés est complexe. Plusieurs méthodes de dosage ont été proposées. Cependant, la
méthode colorimétrique mettant en jeu I’HCL-butanol est la souvent utilisés; elle est basée

sur I’oxydation des tanins en milieu acide (Porte et al.,1986 ; Terrillet al., 1992).

La méthode basée sur le dosage de butanol/HCL décrit par vermirris et Nicholson (2006)
est suivie; 250 ul de I’extrait sont additionné a 2,5 ml d’une solution acide de sulfate ferreux
[15,40 mg de sulfate ferriqgue d’ammonium : Fey(SO4); dissous en 100 ml de (3:2 n-butanol:
HCL)].Aprés mélange et incubation & 95°C pendant 50 min, les absorbances sont lues 8530

nm contre blanc.

La concentration des tannins condenseés est deéduite par larelation suivante :

Ny JSES €5 qede o g osar laaa

iy (AL ,_"r’_n‘ e e
« ( g‘—) = — ——-Lxu-} —

Ou:
C : Concertation des tannins exprimée en mg/g d’échantillon ;
Abs: Absorbance de solution ;
PM : Poids moléculaire de cayanidineg(287,24 g/mal) ;
FD : Facteur dedilution ;
L : longueur de lacuve (1cm) ;

€ : Facteur d’absorbance molaire de Cyanidines (34700 L/mol.cm).

3.2 Détermination de I’activité antioxydants

3.2.1 Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait a réduire le fer. De nombreux auteurs
considérent la capacité réductrice d’un composé comme indicateur significatif de son pouvoir
antioxydants (Li etal., 2005 ; Verzelloniet al., 2007 ; Liu et al., 2008).

Le pouvoir réducteur des extraits d’écorces de grenade est déterminé selon la méthode
d’Oyaizu (1986). Un volume déterminé d’extrait d’écorce de grenadeest mélangé avec 1,25
ml de tampon phosphate (0,2 M, PH 6,6), a 1,25 ml de ferricyanure de potassium (1%). Le
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mélange est incubé a 50°C pendant 20min puis 1,25 ml d’acide trichloracétique (10%) sont
gjoutés. A partir de ce mélange, 1,25 ml sontprélevés puis additionnés de 1,25 ml d’eau
distillée et de 0,25 ml de chlorure ferrique (0,1%). Les absorbances sont lues a 700 nm contre

un ablanc.

Cette activité est réalisée a différents concentrations de I’extrait.Afin de situer I’efficacité
de I’extrait, deux standards (quercetine et BHA),souvent utilisés dans I’industrie
agroaimentaire, sont préparés en paralée a différentes concentrations (0,04-0,16 et 0,4-
0,1mg/ml respectivement).

3.2.2 Activitéantiradicalaire par DPPH

Le radical DPPH est largement employé comme substrat pour évaluer I’activité
antioxydants. La réduction de ce radical est déterminée par la diminution de son absorbances
a 517nm induite par des antioxydants naturels ou de synthese (Molyneux, 2004 ;
Mar xenetal.,2007).

L’activité du radical DPPH est déterminée selon le protocole décrit par Lopedutz et al.
(2008) ; un volume d’extrait est gjouté 2,44ml de la solution DPPH. Apres agitation, les
échantillons sont placés a I’obscurité a température ambiante pendant 60 min. Les

absorbances sont lues a 515nm.

Le pourcentage d’inhibition (PI) du radical libre est calculé comme suite :

Ou:
Ac : absorbance du contrdle ; Ae: absorbance de I’extrait.

A titre de comparaison, deux standards (quercetine et BHA) sont testés a différentes
concentrations (00,04-,2 mg/ml).

4. Elaboration d’une margarine avec de I’extrait d’écorces de grenade

Pour déterminer la concentration nécessaire a étre incorporée dans la margarine, trois
concentrations de I’extrait de I’écorce de grenadesont testées (x, y et zppm). Une margarine
est produite manuellement a I’échelle laboratoire (Annexe I11); les deux phases liquide et

grasse sont préparées séparément dans deux béchers. L’extrait est incorporé dans la phase
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liquide. Apres dosage des deux phases, I’émulsion passe par une agitation et un
refroidissement avec de I’eau glacée avant d’étre répartirl kg dans des barquettes de 250 g.
Une margarine témoin éaborée avec de la vitamine E est, également, préparée en paralléle.
L es margarines préparées comme sulit :

MEL: 1Kg (4 Barquettes): avec I’extrait d’écorces de grenade a 50ppm.
MEZ2 : 1Kg (4 Barquettes): avec I’extrait d’écorces de grenade a 100ppm.
ME3: 1Kg (4 Barquettes): avec I’extrait d’écorces de grenade a 150ppm.
ME4: 1Kg (4 Barquettes): avec vitamine E (témoin) a100 ppm.

Tableau V : Lesingrédients des margarines élaborées

Margarinetémoin avec de la Margarineavec I’extrait d’écorces de
VitamineE (MEL) grenade (ME2)

Blend Huile de pame, tournesol, équivalent de soja hydrogéné

100ppm Xppm (phase aqueuse)

B-Caroténe

Phase grasse Arome (diacétyle)

Emulsifiant

L’eau

Lait

Phase aqueuse o

Acidelactique

Sorbate de potassium

L es barquettes obtenues sont stockées a4°C.

-Mesur e de stabilité oxydative des mar garines élabor ées

Afin d’évaluer la sensibilité des margarines élaborées vis-avis a I’oxydation, nous
avons suivi I’évolution des paramétres physico-chimiques et microbiologiques pour une

période de 90 jours. La margarine étant conservée au frais (4°C).
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5. Détermination des propriétés physico-chimiques des margarines
élabor ées
5.1 Détermination du pHde la phase aqueuse

Le pH est déterminé directement sur la phase aqueuse a I’aide d’un pH-metre, apres

séparation des deux phases (grasse et aqueuse) (Wolff, 1968).

5.2 Détermination du taux d’humidité (1SO, 1998)

Ce test permet de déterminer la teneur en eau dans la margarine. Elle consiste d’abord
a chauffer I’échantillon (2 g) sur une plague chauffante, en agitant soigneusement jusqu’a
évaporation totale de I’eau, puis alaisser refroidir dans un dessiccateur.

Le taux d’humidité est calculé par laformule suivante :

[ 8] mile s
zvale ] =l

Pz- T x100

Ou:
P1: poids du bécher en g; P2: poids de la prise d’essai ; P: poids du bécher contenant

I’échantillon aprés chauffage.

5.3 Détermination delateneur en sel (Méhode de MOHR)

La détermination de la teneur en sd dans la margarine, consiste a dissoudre 59
d’échantillon dans 100ml d’eau distillée bouillante. Le mélange obtenu est ensuite titré par
une solution de nitrate d’argent AgNO3 (0,1N) en présence de quelques gouttes de chromate
de potassium, utilis¢ comme un indicateur coloré. Le virage de la couleur en rouge brique

indique la formation d’un précipité de chlorure d’argent (AgCl).

Lateneur en chlorure de sodium est donnée par laformule suivant :

rdiv AT [ =}

—(%) =ss e xVrw~
Trs

or

Ou:
Ts: Taux de sel (%) ; V: Volume (ml) de la solution de nitrate d’argent utilisée pour la prise

d’essai ; N : Normalité de la solution de nitrate d’argent (0,171N) ; 58,5: Masse molaire

5

(g/moal) du chlorure de sodium ; P : La prise d’essai en gramme (Q).
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5.4 Détermination de I’indice de peroxyde (1 SO, 2007)

Le principe repose sur le traitement d’une prise d’essai en solution dans un mélange
d’acide acétique et de chloroforme, par une solution d’iodure de potassium (KI). L’iode libéré
est titré par une solution de thiosulfate de sodium (Na;S,03) en présence d’amidon comme
indicateur de couleur. Selon le protocole deWolff (1968), dans un balon 2g de la phase
grasse sont mélanges avec 10ml de chloroforme, 15ml d’acide acétique et 1ml d’iodure de
potassum (3.10-3M) ; I’ensemble est incubé a I’obscurité pendant 5mn avant d’y ajouter
75ml d’eau distillée et quelques gouttes d’empois d’amidon. La titrationest réalisée avec une

solution de thiosulfate de sodium (Na,S,03) a0,01N jusqu'a I’apparition de la couleur mere.

L’indice de peroxyde est exprimé par la formule suivante :

zes expr ms arl e X (ivu_ ‘_ ) X
—( /) = 7 —va—Y ETTT Y
I'F “mmeqg O2' kg

%]

Ou:

| P : Indice de peroxyde exprimé en milliéguivaent gramme par kilogramme ; Vo: volume de
la solution de thiosulfate de sodium pour I’essai a blanc en ml ; V1 : volume de thiosulfate de
sodium pour I’échantillon en ml; N: normalité de la solution de thiosulfate de sodium

0.002N ; P : prise d’essai en gramme.

5.5 Détermination du point de fusion (NE, 1988)

Il consiste a mesurer la température a laquelle une matiére grasse solidifiée dans un tube
capillaire se ramollit jusqu’au point ou elle remonte dans le tube. La méthode de Wolff (1968)
est adoptée ; environ 1cm de phase grasse fondue est versé dans deux tubes capillaires qui
sont ensuite placés au congélateur. Apres 20mn, ils sont suspendus dans un bécher rempli
d'eau dans lequel est plongé la sonde d’un thermometre.Le bécher est chaufféde fagon que la
température séléve d'environ 0,5°C par mn, et la température esnotée au moment ou la
matiére grasse monte dans les tubes capillaires.

La température notée correspond au point de fusion de la margarine, elle est exprimée en
°C.

5.6 Déter mination de I’acidité (1SO, 2007)

Il repose sur le traitement d’une prise d’essai de la margarine par un mélange d’éthanol et

d’oxyde diéthylénique, puis un titrage d’acides gras libres présents a I’aide d’une solution
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éthanolique d*hydroxyde de sodium.Dix grammes de margarine sont additionnés de 50 ml
d’éthanol neutralisé et quelques gouttes d’indicateur coloré (phénolphtaléine) ; le mélange est
titré avec de soude jusqu’a apparition d’une coloration rose pée.

L“acidité du corps gras (margarine) est determinée comme suit :

s Fuerines

(=} i1
A (%) =E—=-<V><4.__;
10P

Ou:
A :acidité exprimée en %.

N : normalité du NaOH utilisé (0.1 N).

V (ml) : volume du NaOH utilisé.

M :poids moléculaire de I’acide oléique (282 g/mole).

P : masse de la prise d“essai en g.

5.7 Détermination du taux de solide par RMN (teneur en cor ps gras solides)
(1S0O, 1995)

Afin de déerminer le taux de solide dans les échantillons de margarines, une quantité de
chague échantillon est fondue ; la phase grasse récupéréeest versée dans des tubes a raison de
3cm. Les tubes sont incubés a 0°C pendant une heure ; un tube est gardé a 0°C, les autres
sontplacé a dans différentes températures. Chaque tube est introduit dans I’/RMN et leur SFC

est lu sur I’écran.

6. Analyses microbiologiques des mar garines élabor ées

Les risques de contamination microbiologiques de la margarine proviennent surtout de la
phase aqueuse, car les huiles constituent un milieu défavorable au développement des
bactéries. Cette phase est plus vulnérable aux contaminations microbiennes, ains le lait méme
pasteurisé, peut servir de milieu de culture a des microorganismes introduits accidentellement
(karleskined, 1992).

Les bactéries, les levures et les moisissures provenant de la phase agueuse, détériorent la
gualité de la margarine en libérant des acides gras libres, des adéhydes et des cétones
responsables des mauvaises odeurs. La margarine est un produit sain, mais les bactéries sont
des agents sournois (karleskined, 1992).
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Les analyses microbiologiques sont réalisées sur les produits finis afin de déterminer leur

gualité hygiénique. Elles englobent le dénombrement des microorganismes et |a recherche de

certains germes pathogenes (germes aérobies, levureset moisissures,coliformes fécaux,

Saphylococcus aureus et Salmonelles).

> Préparation dela solution mére

40 g de chaque margarine a analyser sont pesés, 34 ml de la solution Ringersont gjoutés

I’erlenmeyer contenant le mélange est bouché avec le coton cardé et du papier aluminium,

ensuiteil est porté en bain—marie a 45°C jusqu’a dissolution et séparation des deux phases.

Les études quantitatives et qualitatives sont réalisees a partir de la solution mere de la

margarine et de ses dilutions décimales (10 et 10). Ces dilutions sont réalisées par la

méthode classique, en utilisant I’eau physiologique stérile.

Les dénombrements sont réalisés selon le tableau suivant :

Tableau VI : Germes recherchés dans les margarines élaborées et les conditions d’analyse.

Germes Prélévement Milieu Ensemen- I ncubation Résultat M éthode
recherchés cement d’essali
1ml delasolution |SO : 4833
Germes mere PCA En masse 30°C/72h Colonies
aérobies 1ml dela blanches
dilution /10
1ml delasolution Colonies 1SO:
Levureset mere OGA En masse 30°C/72h Rondes et 21527-2
Moisissure Iml dela opagues
dilution /10
Colonies | 1SO: 7251
Coliformes 1ml de la solution VRBL Double couche 44°C/[24 rouges-
mere a48 violettes
Colonies 1SO:
Staphylococc | 1ml delasolution BP En masse 37°Cl24 noires avec 6888-1
us aur eus mere a48 un halo
Colonies | 1SO: 6579
Salmonelles 2,5deSM+ SFB En masse 37°Cl24 vertes-
225 ml d’eau a48 bleues et
peptonée centre noir
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7. Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats est réalisee a I’aide du logiciel Microsoft Office
Excel 2010, pour calculer les moyennes, les écarts types et les coefficients de corrélation.

Une analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur au seuil de probabilité P<0,05 est
appliqué a I’aide du logiciel STATISTICA (5.5).
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Chapitre IV Résultats et discussions

1. Parametr es physico-chimiques
Le tableau ci-dessous résume les teneurs moyennes des différents parameétres physico-
chimiques déterminés sur le jus de grenade.

Tableau VII :Paramétres physico-chimiques du jus de grenade.

Parametre Teneur moyenne
pH 4,26+0,02
Brix(%) 19,13+0,04
L’acidité titrable(g/ml) 3,97+ 0,17
Taux d’humidité (%) 85,09+0,09

1.1. pH du jusdegrenade

Le jus de grenade de la variété étudiée présenteunpH qui est de 4,26+0,02. Cette valeur
estsimilaire a celle obtenueparl smail et al.(2014)qui est de 4,28 pour le jus de grenade de
variété Egyptieneta celle enregistrée parllham Hmid (2014)etqui est de 4,22pour un cultivar

de grenadeMarocain.

Ce pH confére au jus de grenade une protection contre les microorganismes sensibles au
pH acide, mais peut étre altéré par les moisissures, comme c’est le cas de la majorité des jus
de fruit.

1.2. Brix du jusdegrenade

Les constituants prédominants de la matiére soluble en suspension dans le jus de grenade

sont les sucres solubles (Poyrazogluetal .,2001).

Le degré de Brix obtenu pour le jus de grenade analysé est de19,13+0,04%, cette valeur
est comprisedans I’intervalle des normes générales du CODEX pour les jus de fruits et nectars
de fruits qui définit le degré de Brixpour le jus de grenade est de 12 %(CODEX, 2005). Elle
est aussi similaire a celle rapportée parZareiet al. (2009)quiest de 19,56+0,39%,pour le jus

de grenade de cultivar d’Iran.

Les jus ayant une valeur de Brix de plus de 20 %, sont généralement considérés comme
étant des produits concentrés(Anonyme, 2002).
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1.3.L’acidité titrabledu jus de grenade

L’acidité moyenne du jus de grenade analysé est de 3,97+0,17 g/mL. Une étude menée par
Turkmen et Eks (2011)surd5 échantillons de jus de grenade de Turkey et ont obtenu des
aciditésvariant entre 2,80 et 30 g/ml.

Ces acides (acide citrique et acide malique et...) sont a I’origine du goQt acidulé du jus de

grenade et contribuent a sa valeur sensorielle (Poyrazogluetal.,2001).

1.4. Taux d’humidité

L’eau existe dans la matiere vivante a des teneurs variant entre 10 et 99,5%. Dans les
tissus et les liquides biologiques, on trouve I’eau sous différentes formes ; laforme libre et la
formeliée (Audigieetal., 1984).

La teneur en eau déterminée par la méthode d’étuvage est de 85,09 +0,09%, cette valeur
concorde avec celle obtenue par Favieretal. (1993) pour le jus de cultivar de grenade
d’lIranqui est de 85,4 %.

Ces résultats sont proches de ceux de la plupart des jus de fruits tels que I’ananas
(86%), raisin (85%) et d’orange (87%) (Vierling, 2004).

Cette teneur élevée en eau confere au jus de grenade, un pouvoir hydratant et
rafraichissant.

La teneur en eau d’extrait d’écorces de grenade est de 11,93 %, cette valeur est similaire

de celle obtenue par Hmid, (2014)pour un cultivar de grenade Marocain (12%).
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2. Teneur en antioxydants dans les écor ces de grenade
Le tableau VII résume les teneurs en antioxydants dosés dans I’extrait d’écoresde la

grenade.

Tableau VIII: Teneurs d’écorces de la grenade en antioxydants.

Antioxydants Teneur
Composés  phénoliques  totaux(mg
EAG/100g MS) 926,74 £36,54
Flavonoides (mg EQ/100g MS) 625,20+4,19
Tannins condensés(mg EC/100g MS) 174,79 £14,74

2.1 L es composés phénoliques totaux
La teneur en composes phénoliquestotaux de I’extrait d’écorces de grenade est de
926,74+36,54mg EAG/100g M S. Cette valeur estsupérieure a celle rapportée par Elfallehetal.
(2012) pour I’extrait d’écorces d’un cultivar de grenade Tunisien(856+48,7mg EAG /100 g
MS).

2.2 L esflavonoides
La teneur en flavonoides dans I’extrait d’écorces de grenade est de 625+4,19mg EQ /100
g MS et cette valeur est également supérieure a celle obtenue parElfallehet al. (2012)
concernant I’extrait d’écorces d’un cultivar de grenade Tunisien(515,22+8,14mg EAG /100 g
MS).

2.3 Tannins condenses
La teneur en tannins d’extrait d’écorces est de 174,79+14,74mg EC /100 g MS. Cette
valeur est supérieure a celle notée par Rajanet al. (2011)pour I’extrait d’écorces d’uncultivar
degrenade Marocain(81.66+3.51mg EC /100 g MS).

3. Activités antioxydante et antiradicalaire

3.1Pouvoir réducteur
Les résultats de pouvoir réducteur d’extrait d’écorces de grenade et de deux standards

(quercetine et le BHA)sont présentés dans la figure 10 :

Les résultats obtenus montrent que I’extraits testé possédé un potentiel intéressant dans la
réduction du fer oxydé. L’absorbance enregistrées pour I’extrait d’écorces est de 0,53 nm a

une concentration de 0,46 mg/ml.
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Pour évaluer I’efficacité d’extrait d’écorces et de graines de grenade, deux standards
souvent utilisés en industries aimentaire et non aimentaire sont testés:le BHAet la
guercetine. Le pouvoir réducteur des échantillons exprimé en absorbance est de 0,56 ;
0,47nm pour BHA utilisé a deux concentrations 0,16 ; 0,12 mg/mlrespectivement et0,63 ;

0,42 nm pour la quercetineutilisée a deux concentrations0,12 ; 0,08 mg/ml respectivement.
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Figure 11: Pouvoir réducteur de |’extrait d’écorces de grenade et des standards (quercetine et
BHA).

Les valeurs portant les mémes | ettres ne présentent aucune différence significative.a>b>c>d a P<0,05.

Les différences observées sont significatives a P<0,05. Pour réduire I’oxydation a environ
50%,la concentration de I’extrait nécessaire est moins de trois fois supérieure de celle du
BHA et de la quercetine. La performance de |’extrait d’écorces de grenade parait proche de
celle des standards testés.

3.2Activitéantiradicalairesur le DPPH

Lafigure 11 présente |les pourcentages du pouvoir antiradicalaire d’extrait d’écorces et
des standards (BHA, Quercetine).

Les résultats montrent que tous les extraits sont susceptibles de piéger le radica DPPH

a un pourcentage qui dépasse les 50%. L’extrait d’écorces de grenade a donné un pourcentage
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d’inhibition de 50,54%. Les meilleures activités sont attribuées aux standards BHA et
Quercetineutilisés a 0,08 et 0,04 mg/ml et dont les pourcentages d’inhibition obtenus sont de
55,65 - 40,29% et 62,61 - 41,55% respectivement. Le pourcentage d’inhibition del’extrait se

trouve dans I’intervalle de ceux obtenus pour les deux standards.

.| Ecorces
M BHA
62,61 kd Quercitine
55,65 T

70 -
60 -
50,54
40 -

30 -

Inhibition du DPPH (%)
g
-

10 A

2,5 2,5 0.08 0.04 0,08 0,04
Concentration (mg/ml)

Figure 12 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH par I’extrait d’écorces de grenade et
des standards (BHA, Quercetine).

Les valeurs portant les mémes | ettres ne présentent aucune différence significative.a>b>c>d a P<0,05.

L’ analyse statistique a montré I’existence d’une différence significative (p<0,05) entre
I’extrait d’écorces de grenade et des standards (BHA /Querceting).

La capacité de piégeage du radical est classée dans I’ordre suivant : Quercetine> BHA
> ’extrait d’écorces.

Il a été apporté par Chunget al. (2006) que I’activité scavenger du radical DPPH par
les extraits peut étre accordée a la présence d’un groupement hydroxyle, a la structure
moléculaire du composé, a la disponibilité de I’hydrogéné phénolique, et a la possibilité de la

stabilisation du radicalformé résultant d’un donneur d’hydrogéne. Elle pourrait également étre
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due aux effets synergique entre divers classe d’antioxydants présents dans I’extrait (composes

phénoliques, flavonoides, caroténoides.....).

4. Suivi de I’évolution de la stabilité oxydative des margarines élaborées
L’¢élaboration des margarines de table a I’échelle laboratoire a été dans le but de

déterminer la concentration nécessaire de I’extrait d’écorces de grenade en vue de son
incorporation dans la margarine. Des margarines avec des concentrations de 50ppm, 100ppm
et 150ppm d’extrait d’écorces de grenade et une margarine référence avec 100ppm de
vitamine E sont préparées dans les mémes conditions. La stabilité des margarines sont
évaluées par un suivi des paramétres physico-chimiques et microbiol ogique pour une période

de 90 jours.

5. Margarine élabor ées

5.1 Propriétés physico-chimique des mar garines élabor ées
L’ensemble des résultats physico-chimiques des margarines a I’échelle laboratoire sont

résumeés dans | e tableau ci-dessous :
Tableau | X : Propriétés physico-chimique des 4 margarines elaborées a I’échelle laboratoire.

ME1L ME2 ME3 ME4 Nor mes
Analyse effectu SO
pH(Phaseaqueuse) | ;g9 0a | 40+ 07 4.9+ OF 4,9+ 0P 455

——
Humidite (%) 145:0° [ 1513+ | 1513+ | 142207 | Max16

Acidite 018+0% | 019+0° | 019+0° | 0190 | Max02

Lateneurensel (%) | o544y 00 | 050:0° | o052:0° 0,56 + (P 0.6

Pointdefuson (°C) | 3g540° | 36540 | 365:0° | 365:0° | 28437

Indice per oxyde 0+ 0 0+0? 0+ (? 0+0? Max 10

Les valeurs portant les mémes | ettres ne présentent aucune différence significative(a<b) a P<0,05.
ME;: Margarine Témoin a 100ppm;ME, ME; et ME,: Margarine élaborées avec I’extrait d’écorces de
grenade a des concentrations (50ppm , 100ppm et 150ppm) respectivement.
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a. Ph

La détermination de pH renseigne sur I’état de fraicheur de I’échantillon. Les résultats de pH de la
phase agueuse des 4 margarines élaborées est de 4,9 rentrent dans I’intervalle des normes fixées par
I’entreprise qui est 4,5-5.

b. Taux d’humidité

D’apreés la norme 1SO 662 (1998-90-1), le taux d’humidité d’une margarine ne doit pas
dépasser 16%, néanmoins, I’entreprise tolére des taux entre 16 et 18%. Les margarines
élaborées ME1, ME2, ME3 et ME4 présentent des taux 14,5, 15,13,15,13 et 14,20
respectivement. Les deux margarines ME2 et ME3 renferme significativement plus d’eau,
ceci est peut étre dd a un défaut de dosage de |a phase agueuse au cours de la fabrication de la

margarine.
c. Aciditéet indice d’acide

D’apres Karleskind, (1992), un corps gras est a I’abri de I’altération par hydrolyse si son
acidité est < 0,2%.

D’apres les résultats obtenus, I’acidité des 4 margarines élaborées est conforme ala norme
puisque les valeurs enregistréessont nettement inférieures a 0,2%. Ce constat prédit la faible

teneur en acides gras libres des 4 échantillons analysés.
d. Teneur en s

En plus de son réle dans I’amélioration de go(t et de la sapidité dans |la margarine, le sel joue

aussi un role bactériostatique.

Les taux de sel dans les 4 échantillons sont de I’ordre 0,54, 0,50, 0,52 et0,56 dans les
margarines élaborées ME1, ME2, ME3 et ME4 respectivement. Ces résultats sont conformes

a la norme fixée par I’entreprise (0,6 %).

La différence notée au niveau des teneurs en sel peut étre expliquée par une erreur au niveau

de la préparation de |a solution de saumure.
e. Point defusion

Le point de fusion donne une indication sur la température a laquelle la margarine devrait

se fonde dans la bouche.
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Selon la composition de la margarine, celle-ci pourrait fondre entre 28 et 37 °C comme
I’indique les normes fixée par I’entreprise. Les margarines élaborées sont conformes a ces
normes ; ME1, ME2, ME3 et ME4 fondent &36,5°C.

f. Indice de peroxyde (indice de qualité)

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

D’aprés les résultats obtenus, les indices de peroxyde des 4 échantillons sont de O
Meqd’O,/Kg pour les 4 margarines élaborées. Cette valeur est inférieure au seuil fixé par

I’entreprise (Max 10).

g. Taux de solide, SFC (Solid Fat Content)

Le SFC est un facteur essentiel car il est responsable de plusieurs caractéristiques d’un
produit, y compris son aspect généra et ses propriétés organoleptiques (Noor Lida et al.,
2002). Selon des protocoles définis par IUPAC (International Union of Pure and
AppliedChemistry), le SFC est |e pourcentage de triglycérides solidifiés dans une huile & une
température donnée, il peut étre utilisé en tant qu’une mesure du degré de cristallisation des
graisses. |l peut étre utilisé pour la description de la cristallisation et du comportement des

mélanges de matieres grasses pendant |e traitement (Bonger setal.,2011).

Les résultats de taux de solide sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau X: Taux de solide des 4 margarines élaborées (%)

Echantillon/Température 0°C 10°C 20°C 30°C 40°C
ME1a100ppmvitE | 32,81+ 0° | 2557+ 0* | 12,67+0° | 482+ 0° 0+0°
ME2 & 50ppm d’extrait | 32,81+0° | 2557+ 0* | 12,67+0° | 4,82+ 0° 0+0°
ME3 & 100ppm d’extrait | 32,81+ 0° | 2557+ 02 | 12,67+0° | 4,82+ 0? 0+0°
ME4 & 150ppm d’extrait | 32,81+ 0° | 2557+ 0% | 12,67+0° | 4,82+ 0 0+0°

Les valeurs portant les mémes | ettres ne présentent aucune différence significative.(a<b) a P<0,05.
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Conclusion

La présente étude a pour but de substituer le vit E souvent utilisée comme antioxydant dans
les aliments tels que la margarine, par des extraits obtenus a partir de déchets alimentaires
représentés dans ce cas par les écorces de grenade(Punicagranatum L.). La procédure a suivre
estbriévement, tout d’abord d’obtenir I’extrait d’écorces, de quantifier et d’évaluer I’activité
antioxydante deses composants et enfin d’incorporer celui-ci dans la margarine de table.

Les écorces obtenues a partir de variété de grenade Lahlou, récoltée dans la région de
Timezrit,posseédent un taux d’humidité élevé, ce qui indique que les composants extraits sont
de nature hydrophile et que par conséquent leur incorporation doit se faire dans la phase
agueuse pour favoriser leur dissolution.

Les résultats des dosages d’antioxydants dans I’extrait éthanolique d’écorces de grenade
obtenusrévélent des teneurs importantes en composés phénoliques, flavonoides qui jouent un
réle important contre I’oxydation. A ce propos, I’étude des activités antioxydante et
antiradicalaire de cet extrait, a mis en avant particuliérement, performance de celui-ci vis-&
vis de I’oxydation du fer ferrique.

Les tests réalisés au niveau de société des corps gras de b§aiaCO.G.B-« laballe », ont permis
de déterminer a partir de différentes concentrations d’extrait d’écorces, qui pourraient
substituer la vit E (utilisée a 100ppm).Le suivi de I’évolution des margarines formulée au
cours de trois mois de stockage a 4°C, arévéléque méme a concentration plus faible (50%)
de celle du vit E, les margarines élaborées résistent a I’oxydation que la margarine témoin. Par
ailleurs, les propriétés physico-chimiques (pH, taux de solide et point de fusion, acidité, indice
de peroxyde....) s’averent conformes a la recette préétablie et aussi aux normes internes et
réglementaires. 1l en est de méme pour les résultats microbiologiques, ce qui permet de
déduire gque les margarines élaborée avec I’extrait d’écorces et aussi d’une bonne qualité que

celle commercialisée par CO.G.B-«laballe ».

Afin d’élargir cette étude, d’autres aspects peuvent étre développés tels que :

- Purifier extrait afin d’identifier les types d’antioxydants présents dans I’extrait ;

- Elargir la vaorisation de sous-produit d’écorces de grenade dans d’autres domaines
agro-alimentaire ;

- Effectuer des recherches plus approfondies sur le pouvoir antioxydant, les effets
thérapeutiques...de ces sous-produits;;

- Amédiorer les conditions de culture de la grenade et construire éventuellement des
unités spécialisées dans la val orisation des différentes parties de ce fruit.
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(a) Courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques.
(b) Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.
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Annexe 11

Schéma de la fabrication de la margarine (1Kg) au niveau de laboratoire de I’unit¢é COGB La
Belle Bejaia

Phase grasse
(82%)

Phase aqueuse
(18%)

v Blend (815,54Q) v' L’eau osmosée (160ml)
v Vitamine A et D3 (0,03g) v Acide citrique (0.29)
v Arome (0,03 ml) v’ Sorbate de potassium
v’ Emulsifiant (4g) (0.49)
v Sel (5g)

v" Extrait d’écorces de

grenade (100PPM)
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Annexe 111

(a) Appareil de Rotavapore de type (Heidolph, Allemagne)
(b) Spectrométre a résonance nucleaire (RMN) basse résolution de type (minispecmq 20,
Allemagne)
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Annexe IV

Résultats des propriétés physico-chimiques durent 90 jours

Margarine
ME1 ME2 ME3 ME4
Analyse
effectuée
pH (Phase aqueuse) 4,9 4,9 4,9 4,9
4,9 4,9 4,9 4,9
Humidité (%) 14,5 15,13 15,13 14,2
14,5 15,13 15,13 14,2
Acidité 0,18 0,19 0,19 0,19
0,18 0,19 0,19 0,19
La teneur en sel (%0) 0,54 0,50 0,52 0,56
0,54 0,50 0,52 0,56
Point de fusion (°C) 36,5 36,5 36,5 36,5
36,5 36,5 36,5 36,5
Indice peroxyde 0 0 0 0
0 0 0 0
SFC (%)
Margarines 0°C 10°C 20°C 30°C 40°C
ME1 32,81 25,57 12,67 4,82 0
32,81 25,57 12,67 4,82 0
ME2 32,81 25,57 12,67 4,82 0
32,81 25,57 12,67 4,82 0
ME3 32,81 25,57 12,67 4,82 0
32,81 25,57 12,67 4,82 0
ME4 32,81 25,57 12,67 4,82 0
32,81 25,57 12,67 4,82 0




Résultats des propriétés microbiologiques durent 90 jours

Annexes

Margarine ME1 ME2 ME3 ME4
Gérmes
Germes aérobies <102 <102 <102 <102
mésophil
ésophiles <10 <102 <102 <102
Levures et moisissure <10 <10 <10 <10
<10 <10 <10 <10
Staphylocoques <10 <10 <10 <10
aureus
<10 <10 <10 <10
Coliformes fécaux Absence | Absence Absence Absence
Absence Absence Absence Absence
Salmonelles Absence | Absence Absence Absence
Absence Absence Absence Absence




RESUME

Cette étude rentre dans le cadre de la valorisation industrielle des sous-produits de grenade.
L’étude est réalisée sur 1’écorces de grenade (Punicagranatum L.) appelée Lahlou,de la région
de Timezrit, (Bejaia). L’objectif a été de substituer le vit E utilisé comme antioxydant dans la
conservation de certains aliments tels que la margarine. L’extrait éthanoique d’écorces obtenu
a servi pour I’ensemble des analyses. Les résultats des dosages d’antioxydants ont montré la
richesse d’écorces, particulierement, en composés phénoliques (926,74mg EAG/100g MS),
flavonoides (625,20 mg EQ /100 g MS) et en tannins (174,79mg EC /100 g MS). L’évaluation
des activités antioxydantes et antiradicalaires par deux méthodes (pouvoir réducteur et
inhibition du DPPH) a révéle des effets réducteurs intéressants vis a-vis de I’oxydation et qui
sont proches de ceux de la quercétine et du BHA. Les tests réalisés a échelle laboratoire ont
permis de montrer qu’avec I’extrait d’écorces de grenade, méme a concentration plus
faible(50%) de celle du vit E, les margarines élaborées résistent a 1’oxydation que la
margarine témoin, sans modification des propriétés physico-chimiques et microbiologiques.
Les écorces de grenade constituent une bonne source de substances bioactives qui s’avérent
de grand intérét et qui pourraient étre exploitées dans différents secteurs agro-alimentaire.

Mots-clés :Punicagranatum L., écorces de grenade, antioxydants, activités antioxydants et
antiradicalaires, vitamine E, margarine, oxydation.

SUMMARY

This study falls within the framework of the industrial recovery of pomegranate
byproducts. The study was conducted on pomegranate peel (Punicagranatum L.) called
Lahlou, from the region of Timezrit (Bejaia). The aim was to substitute the vit. E used as an
antioxidant in the preservation of several foods such as margarine. The ethanol extract
obtained from the peels was used for all analyzes. The results of the assays showed high level
in antioxidants content, particularly phenolic compounds (926.74 mg EAG / 100 g MS),
flavonoids (EQ 625.20 mg / 100 g MS) and tannin (174.79 EC mg / 100 g MS). Evaluation of
antioxidant and radical scavenging activity by two methods (reducing power and inhibition of
DPPH) revealed interesting reducing effects that are close to those of quercetin and BHA.
Tests carried out in laboratory scale showed that with the extract of pomegranate peel, even at
50% lower concentration than vit. E, margarines developed were resistant to oxidation,
without modification of the physico-chemical and microbiological properties. Pomegranate
peel constitutes a good source of bioactive substances that are proving of great interest and
that could be used in different food sectors.

Keywords:Punicagranatum L., pomegranate peel, antioxidants, antioxidant and antiradical,
vitamin E, margarine, oxidation.
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