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Résumé : 

Le but de cette étude est d’évaluer les propriétés antimicrobiennes et antioxydantes de l'extrait de la 
peau de grenade Punica granatum L. (EPG) in vitro ainsi que la stabilité oxydative des huiles de tournesol et 
de soja stabilisées avec cet extrait pendant le stockage accéléré. 

Les résultats ont montré que l’EPG est très riche en polyphénols totaux (448,4 mg/g EAG), en 
flavonoïdes (30,37 mg/g EQ) et en tanins hydrolysables (374,37 mg/g EAT). Il est efficace contre la 
croissance des bactéries Staphylococcus a., Bacillus s. Pseudomonas a. Klebsiella p. et a donné des zones 
d'inhibition dont le diamètre varie entre 10 à 26 mm et des CMI variant entre 62,5 et 500 µg/ml. L’EPG a 
montré une activité antioxydante élevée : Les IC50 (test DPPH) obtenus pour Ac. Ascorbique, EPG, BHT, et 
α-Tocophérol sont respectivement : 2,903 ± 0,002 ; 5,49 ± 0,039 ; 7,113 ± 0,166 ; 28,15 ± 0,767 µg/mL. Les 
EC50 (pouvoir réducteur) sont : 11,05 ± 0,01; 25,78 ± 0,10; 26,74 ± 0,17; 49,95 ± 0,01 µg/mL 
respectivement. Uneactivité d’inhibition de la peroxydation à 0.5 mg/ml élevée et qui suit l’ordre suivant : 
EPG≈BHT ˃ α-tocophérol. Une activité de chélation élevée mais inférieure à celle de l’EDTA. Les résultats 
de la stabilité oxydative des huiles indiquent que l’EPG a montré une activité antioxydante plus élevée que 
celle du BHT (200 ppm) dans l’huile de tournesol (500 et 1000 ppm) et la même activité dans l’huile de soja 
(1000 ppm). 

Par conséquent, cette étude indique que l’extrait de la peau de grenade peut être considéré comme une 
bonne source des composés naturels aux activités antioxydante et antimicrobienne pouvant être utilisés dans 
l'industrie alimentaire comme conservateur multi-fonctionnel dans les produits alimentaires. 
 
Mots clés : 
Extrait de peau de grenade (EPG), Polyphénols, Activité antioxydante, Activité antimicrobienne, stabilité 
oxydative, huile de tournesol, huile de soja.  
 



Summary: 
The purpose of this study is to evaluate the antimicrobial and the antioxidant pomegranate (Punica granatum 
L.) peel extract (PPE) of in vitro and the oxidative stability of sunflower oil and soybean oil stabilized by this 
extract during accelerated storage. 

The results showed that the PPE is very rich in total polyphenols (448.4 mg/g GAE), flavonoids (30.37 mg/g 
QE) and hydrolysable tannins (374,37 mg/g TAE). It is effective against Staphylococcus a., Bacillus s., 
Pseudomonas a., Klebsiella p. bacteria growth and gave inhibition zones diameters that vary between 10 to 
26 mm and MIC values ranging between 62.5 and 500 mg/ ml. The PPE showed a high antioxidant activity: 
The IC50 (DPPH test) obtained for A. Ascorbic, PPE, BHT, and α-tocopherol are respectively: 2.903 ± 
0.002, 5.49 ± 0.039, 7.113 ± 0.166, 28.15 ± 0.767 µg / mL. The EC50 (reducing power) were: 11.05 ± 0.01, 
25.78 ± 0.10, 26.74 ± 0.17, 49.95 ± 0.01 µg / mL, respectively. A high inhibition activity of peroxidation at 
0.5 mg / ml following the order: BHT ≈ EPG ˃  α-tocopherol. High chelating activity but less than the 
EDTA’s. The results of oxidative stability of oils indicate that the PPE showed a higher antioxidant activity 
than that of the BHT (200 ppm) in sunflower oil (500 and 1000 ppm) and the same activity in soybean oil 
(1000 ppm). 

Therefore, this study indicates that the pomegranate peel extract can be considered as a good source of 
natural compounds with antioxidant activity and antimicrobial and used in the food industry as a preservative 
in multi-functional food products. 

Keywords : 
Pomegranate peel extract (PPE), Polyphenols, Antioxidant activity, antimicrobial activity, oxidative stability 
of sunflower oil, soybean oil. 
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INTRODUCTION GENERALE  

'oxydation des lipides, qui est la cause principale de la détérioration de la qualité dans 

beaucoup de systèmes alimentaires, peut mener à une perte significative de la qualité 

alimentaire d'un aliment et causer des mauvais goûts et la formation des composés 

toxiques. Ce processus peut être lancé par exposition aux enzymes lipoxygénases, catalyseurs de 

métalloprotéines, chaleur, radiation ionisante, lumière etions métalliques (Daker et al., 2008). 

Pour cette raison, les antioxydants synthétiques tels que le butyl-hydroxy-anisole (BHA), 

butyl-hydroxy-toluène (BHT) et la tertiary-butyl-hydro-quinone (TBHQ) sont largement utilisés 

dans l'industrie alimentaire comme inhibiteurs potentiels de l'oxydation des lipides. Des rapports 

récents révèlent que ces composés peuvent être impliqués dans beaucoup de risques de santé, y 

compris le cancer et la carcinogenèse(Hou, 2003; Prior, 2004).Par conséquent, il y a une tendance 

vers l'utilisation des antioxydants naturels d'origine végétale pour remplacer ces antioxydants 

synthétiques (Zheng et al., 2010). 

L'utilisation des antimicrobiens dans les aliments est égalementdevenue de plus en plus 

nécessaire pendant que l'économie globale encourage la production et le transport des aliments dans 

le monde entier ;cependant, pourassurer l'approvisionnement en aliments de haute qualité, 

l'utilisation des conservateurs est essentielle(Davidson et Branen, 2005).L'application potentielle 

des composés antimicrobiens naturels par l'industrie alimentaire est énorme, et les études sur 

l'incorporation des antimicrobiens dans les aliments et pour maximiser leur bio-fonctionnalité ont 

été conduites dans le monde entier (Naidu, 2000). 

Les industries agro-alimentaires génèrent, à partir de leur activité de transformation, des 

quantités importantes de déchets et co-produits d’origine organique. La valorisation de ces déchets 

représente des enjeux importants pour le monde agricole et agro-alimentaire. Les co-produits 

d’origine végétale sont intéressants car ils contiennent d’importantes molécules tels que les 

polyphénols. De nombreux co-produits ont été étudiés comme source d’antioxydants et 

d’antimicrobiens. De ce fait, leur utilisation est encouragée, vu l'importance accordée à l'activité 

biologique des polyphénols présents dans ces co-produits(Agourram, 2004). 

Avec l'intérêt croissant pour les antimicrobiens et les antioxydants naturels dérivés des fruits, 

des légumes et de la plupart des plantes comestibles, en raison de leur utilisation et leur avantage 

dans la conservation des aliments et comme additifs alimentaires naturels, la recherche sur la 

grenade a été également un domaine scientifique intéressant pour les chercheurs (Orak et al., 

2011). 

L 
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La peau de grenade (Punica granatum L.) est une partie non comestible obtenue pendant le 

traitement du jus de grenade. La peau de grenade est une source riche en tanins, flavonoïdes et 

autres composés phénoliques (Li et al., 2006). Les propriétés antioxydantes et antibactériennes de 

la peau de grenade dans les systèmes modèles in vitro ont été rapportées (Negi et Jayaprakasha 

2003; Reddy et al., 2007; Opara et al., 2009; Alzoreky 2009). 

L'objectif de la présente étude est de déterminer les activités antioxydante et antimicrobienne 

de la peau de grenade, un sous-produit de jus afin d’exploiter son potentiel comme conservateur 

naturel et nutraceutique. 

Cette  étude est axée sur 3 parties principales : 

� La première partie de ce travail est consacrée à l’extraction et le dosage des composés 

bioactifs tels que les phénols totaux, les flavonoïdes et les tanins hydrolysables ainsi que  

l’évaluation de l’activité antioxydante de l’extrait de la peau de grenade; 

� Dans la seconde partie, un essai de valorisation de l’extrait phénolique comme antioxydant 

naturel a été testé sur deux huiles végétales raffinées sans antioxydants à savoir : l’huile de 

tournesol et l’huile de soja. 

� Dans la troisième partie, une évaluation du pouvoir antimicrobien a été réalisée par une 

analyse qualitative : par détermination des zones d’inhibition et par analyse quantitative: par 

détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB). 
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I.  L’oxydation des lipides : 

En science des aliments, lorsque l’on parle de la réaction de l'oxygène moléculaire avec des 

TAG. On parle de l‘« oxydation ». Plus formellement, cependant, il s'agit d'une réaction d'addition 

d’une molécule d’oxygène qui aboutit à la formation de radicaux peroxyle (ROO*). C'est la raison 

pour laquelle on utilise plutôt le terme de peroxydation des lipides insaturés. Globalement, il s'agit 

d'une réaction d'addition ou mieux d'insertion d'une molécule d'oxygène dans une liaison C-H. La 

peroxydationdes lipides concerne tous les lipides contenant des AG insaturés quelle que soit leur 

provenance. Par ailleurs, elle intervient aussi dans de nombreux processus biologiques(Bauer et al., 

2010). 

La peroxydation lipidique est le facteur nuisible le plus commun dans les huiles végétales 

parmi les causes principales de la détérioration d'huile pendant le stockage ou le traitement des 

aliments contenant une grande quantité d’huile. L'oxydation des lipides se produit quand l'oxygène 

réagit avec des lipides particulièrement riches en acides gras insaturés et une série de réactions en 

chaîne de radicaux de libres mène aux complexes changements chimiques. L'oxydation provoque 

une saveur désagréable et un goût rance aussi bien que la perte de la valeur nutritionnelle des 

aliments et la formation des composés potentiellement toxiques pour la santé humaine (Pan et al., 

2007; Lambropoulos et Roussis, 2007). 

In vitro, l’oxydation des lipides dans les aliments pose de sérieux problèmes pour l’industrie 

alimentaire qui utilise de plus en plus des acides gras hautement insaturés tels que ceux de la série 

n-3 (ω 3) très susceptibles à l’auto-oxydation. L’oxydation des lipides alimentaires entraîne des 

altérations qualitatives (rancissement), nutritionnelles (perte en vitamines) voir même une toxicité 

due aux produits issus de la peroxydation lipidique (peroxydes, aldéhydes) (Cillard et Cillard, 

2006). 

In vivo, la peroxydation lipidique est un phénomène également très important. Les membranes 

des cellules sont particulièrement riches en acides gras polyinsaturés (30 à 50 %) présents dans les 

phospholipides, les sphingolipides, les cardiolipines. La lipoperoxydation des membranes va altérer 

leur fonctionnalité (modification de leur perméabilité, de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes, 

de récepteurs…). L’oxydation des cardiolipines de la mitochondrie est un facteur déterminant dans 

le déclenchement de l’apoptose des cellules. Les lipoprotéines telles que les LDL, riches en 

cholestérol et en phopholipides sont également des cibles privilégiées de la peroxydation lipidique. 

Les LDL oxydées sont fortement incriminées dans l’athérogenèse.  
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De nombreuses autres pathologies sont associées à la peroxydation des lipides. C’est le cas 

des maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), du diabète, des cancers, des maladies 

inflammatoires, du vieillissement…(Cillard et Cillard, 2006). 

1.1.Théorie de l'oxydation lipidique :  

L'oxydation des lipides est un phénomène complexe induit par l'oxygène en présence des 

initiateurs tels que la chaleur, les radicaux libres, la lumière, les pigments photosensibilisateurs et 

les ions métalliques. Elle se produit par l'intermédiaire de troisprocessusréactionnels : 

i. auto-oxydation  non-enzymatique à chaîne par l’intermédiaire des radicaux libres ; 

ii.  photo-oxydation non-enzymatique et non radicalaire et ; 

iii.  oxydation enzymatique (Laguerre et al., 2007a). 

Les deux premiers types de l’oxydation consiste en une combinaison de réactions impliquant 

l’oxygène triplet 3Ó2, qui pourrait être considéré comme état fondamental biradical °OO°, et 

l’oxygène singulet 1O2, qui correspond à un état excité de la molécule.Il y a  de nombreuses sources 

de 1O2 mais sa présence est souvent couplée à l’impact photonique UV en présence des 

photosensibilisateurs (Laguerre et al., 2007a). 

Selon Frankel (1998), il y a deux types de photosensibilisateurs : type I pour la riboflavine, et 

type II pour la chlorophylle et l’érythrosine. Brièvement, le mécanisme de la photo-oxydation 

dépend du type de photosensibilisateur.  Dans le type II de réactions, un photosensibilisateur triplet 

(3sens, réaction (1)) absorbe des photons et devient un singulet, transmettant ensuite son énergie à 

l’oxygène moléculaire, qui à son tour devient excité et forme l’oxygène singulet – autour de 1500 

fois plus réactif que l’oxygène triplet : 

hv 
3sens →1sens + 3O2→

1O2                                                (1) 

L’oxygène  singulet formé par la réaction (1) est électrophile et peut se lier ainsi directement 

aux doubles liaisons C═C, menant à la formation d’hydroperoxydes. Cependant, cette photo-

oxydation non radicalaire semble être une réaction mineure par rapport à l’auto-oxydation (tableau 

1) à chaînes radicales induite par 3Ó2. Il a été ainsi suggéré que la photo-oxydation génère 

principalement des hydroperoxydes qui se décomposent en radicaux libres qui pourraient initier des 

réactions d’auto-oxydation (Cillard et Cillard, 2006). 

L’auto-oxydation est la voie la plus importante et un mécanisme principal dans l’oxydation 

des lipides. Elle produit principalement des hydroperoxydes et des composés volatils, généralement 
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par un processus triphasé (initiation, propagation et terminaison). D’autres substances non polaires, 

tels que les terpènes, les stérols et les caroténoïdes, sont oxydées suivant des mécanismes similaires 

(Pokorny, 2003 ; Laguerre et al., 2007a). 

Tableau 1 : Mécanismes d’oxydation des lipides (Pokorny, 2003) 

Type d’oxydation Lipides oxides Catalyseur 
Agent 

oxydant 
Prévention 

L’auto-oxydation 
Tous les lipides 

insaturés 
Métaux lourds, 
radicaux libres 

Oxygène 
triplet 

Antioxydants 

Oxydation enzymatique 
Lipides 

polyinsaturés 
Lipooxygénases 

Oxygène 
triplet 

Inactivation des 
enzymes 

Oxydation due à 
l’oxygène singulet 

Tous les lipides 
insaturés 

Molécules 
photosensibles 

Oxygène 
singulet 

Piégeurs 
d’oxygène singulet 

1.2.Définition et propriétés des radicaux libres : 

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes dont les couches électroniques 

périphériques ont un électron en surnombre. Ils sont très réactifs vis-à-vis des autres radicaux libres 

ou de molécules désaturées. Ils donnent naissance à un édifice stable et alors la réaction s’arrête, ou 

bien il apparaît un nouveau radical à l’origine d’une réaction en chaîne (Frénot et Vierling, 2001). 

La «réaction en chaîne» débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus 

proche en lui «accaparant» son électron, et «la molécule attaquée» devient alors elle-même un 

radical libre (Pelli et Lyly, 2003). 

Leur principal danger vient des dommages qu’ils peuvent provoquer lorsqu’ils réagissent avec 

des composants cellulaires importants, tels que l’ADN ou la membrane cellulaire. Suite à une 

exposition aux radicaux libres, il peut se produire une prolifération (multiplication anormale) des 

cellules, entraînant un cancer, un dysfonctionnement cellulaire ou la mort des cellules (Pelli etLyly, 

2003). 

Les principaux radicaux libres oxygénés sont formés à partir de : 

� l’oxygène moléculaire : 

O=O   →  O=O  ° [O2°] radical superoxyde 

� l’eau : 

H2O → H° + HO° radical hydroxyle 
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Le radical OH° est beaucoup plus oxydant que le superoxyde. 

� l’ozone de la haute atmosphère : 

O3 + H° → O2 + HO°       hydroxyle 

O2 + é → [O2°] 
-              superoxyde 

� les substrats des transferts d’électrons dans les cellules. La cellule se défend en les éliminant 

par la voie enzymatique de la superoxyde dismutase. 

E1 

2O2
- + 2 H+  → H2 O2 + O2 

E1 =superoxyde dismutase des mitochondries, du cytoplasme 

                                                                                        E2 

H2O2  → H2O + 1/2O2 

E2 = catalase des peroxysomes (Frénot et Vierling, 2001). 

1.3.Oxydation des graisses et des huiles  

Dans les graisses et les huiles, le processus de l’oxydation est semblable à celui de 

l’oxydation de n’importe quel autre matériel organique insaturé et exige un processus d’initiation, 

afin de produire des radicaux libres à partir du substrat (Wanasundara et Shahidi, 2005). 

- L’auto-oxydation : 

L’auto-oxydation est la détérioration oxydative des acides gras insaturés par l’intermédiaire 

d’un processus auto-catalytique consistant en un mécanisme de chaîne de radicaux libres. Cette 

chaîne comprend les réactions d’initiation, propagation, et terminaison qui pourraient être cycliques 

une fois déclenchées. 

 

 

 

 

 
 

Figure 1 : Réactions possibles du processus de l’auto-oxydation (R est un groupe alkyle d’une 
molécule lipidiqueinsaturée, H est un atome hydrogène α-méthylénique facilement détachable à 
cause de l’influence de l’activation de la double liaison ou des liaisons voisines, RO° est un radical 
alcoxyle, ROO° est un radical peroxyle, I est un initiateur (Wanasundara et Shahidi, 2005). 

I 
RH → R° + H°                                                                                                                    [1] 

R° + 3O2 → ROO°                                                                                                               [2] 

ROO° +RH →ROOH + R°                                                                                                 [3] 

ROOH → RO° + °OH                                                                                                         [4] 

RO° + RH → ROH + R°                                                                                                     [5] 
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Le processus d'initiation génère des radicaux libres à partir du substrat.L'atome H α-

méthylénique est capté à partir de la molécule lipidique insaturée pour former un radical lipidique 

(alkyle). Le radical lipidique est fortement réactif et peut réagir avec l'oxygène atmosphérique (3Ó2), 

une réaction facile résultant de la nature di-radicale de la molécule d'oxygène, et il produit un 

radical peroxyle (ROO°) (réaction [2]). 

Dans les réactions de propagation, le radical peroxyle réagit avec une autre molécule lipidique 

insaturée pour former un hydroperoxyde et un nouveau radical lipidique instable (réaction [3]). 

Pendant qu'un nouveau radical libre est produit à chaque étape, plus d'oxygène est incorporé 

au système. Le radical lipidique nouvellement propagé réagira alors avec l'oxygène pour produire 

un autre radical peroxyle, ayant pour résultat un mécanisme cyclique auto-catalysé (réaction [4]). 

Les hydroperoxydes sont instables et peuvent se dégrader en radicaux qui accélèrent les 

réactions de propagation. Ce sont des étapes embranchantes du processus de l'auto-oxydation 

lipidique (réactions [5] et [6]). 

Ces réactions en chaîne procèdent, et l'arrêt se produit seulement quand deux radicaux libres 

se combinent pour former un produit non radicalaire. L’auto-oxydation décompose les molécules du 

substrat aussi bien qu’elle forme de nouvelles molécules causant des gros changements dans les 

propriétés chimiques et physiques du substrat oxydé.  

Un lipide qui contient des doubles liaisons subit l'auto-oxydation induite par de diverses 

manières.Il est maintenant clair que la décomposition des hydroperoxydes préformés, catalysée par 

un métal est la cause la plus susceptible du processus d’initiation. 

L'oxydation thermique est également auto-catalytique et considérée comme catalysée par un 

métalparce qu'il est très difficile d'éliminer lestracesdes métaux (des graisses et huiles ou des 

aliments) qui agissent comme catalyseurs et elle peut se produire comme proposé dans la réaction 

[4]. Les métaux redox de valence variable peuvent également catalyser la décomposition des 

hydroperoxydes (réactions [6] et [7]). 

 

 

Figure 2 :Réactions possibles de production des hydroperoxydes (Mn+ est l'ion métallique àvalence 
transitoire) (Wanasundara et Shahidi, 2005). 

ROOH + M2+ → R° + OH + M3+                                                                                       [6] 

ROOH + M3+→ ROO° + H+ + M2+                                                                                    [7] 
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L'oxydation photosensibilisée ou l'oxydation catalysée par la lipoxygénase produisent 

également des hydroperoxydes. 

- La photo-oxydation ou auto-oxydation par l'oxygène singulet : 

La photo-oxydation directe est provoquée par les radicaux libres produits par le rayonnement 

ultraviolet qui catalyse la décomposition des hydroperoxydes et des peroxydes.Cette oxydation 

procède comme réaction en chaîne de radicaux libres. Bien qu'il devrait y avoir une irradiation 

directe de la lumière UV pour le substrat lipidique, qui est habituellement rare sous pratiques 

normales, les métaux et les complexes métalliques de l'oxygène peuvent s’activer et générer des 

radicaux libres ou de l'oxygène singulet. 

L'oxydation photosensibilisée est une réaction directe activée par la lumière, l'oxygène 

singulet avec  les acides gras insaturés, et par la suite,les hydroperoxydes se forment. 

L'oxydation photosensibilisée se produit à cause de la présence des molécules qui peuvent 

absorber la lumière visible ou UV proche pour devenir électroniquement excitées (sensibilisateurs) 

(réaction 8). 

Les pigments initiant l'oxydation photosensibilisée dans les aliments incluent les 

chlorophylles, les hémoprotéines, et la riboflavine. Le type sensibilisateur I sert de radical libre 

initiateur photo-chimiquement activé, et le type sensibilisateur II dans l'état triplet interagit avec 

l'oxygène par transfert d'énergie pour former l'oxygène singulet (1O2) qui réagit de même avec un 

lipide insaturé (réaction 9). Dans des conditions d'oxydation photosensibilisée, la réaction des 

lipides insaturés avec l'oxygène singulet (1O2)  mène à la formation rapide des hydroperoxydes 

(réaction 10).  

 

 

 
Figure 3 : Formation des hydroperoxydes par photo-oxydation d'un lipide avec un sensibilisateur 
(hv est l’énergie sous forme de lumière UV, les sensibilisateurs qui sont naturellement présents dans 
les pigments  photosensibles, leurs produits de dégradation, ou des hydrocarbures aromatiques 
polycycliques capables de transférer l'énergie à partir de la lumière aux molécules chimiques) 
(Wanasundara et Shahidi, 2005). 

Qu’ils soient formés par l’un ou l’autre des mécanismes décrits ci-dessus, leshydroperoxydes 

ROOH s’accumulent dans l’huile. Ce sont des molécules instables, surtout en présence d’ions 

Sensiblisateur fondamental + hv→ Sensiblisateur excité                                                                                  [8] 

Sensiblisateur excité + 3O2 → Sensiblisateur fondamental + 1O2                                                                [9] 
1O2 + RH →ROO° + H°                                                                                              [10] 
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métalliques tels que Fe2+ et Cu+ ou à des températures dépassant 60 °C. Les nouveaux radicaux 

qu’ils produisent, notamment les alcoxyles RO°et les hydroxyles OH°, vont à leur tour alimenter 

l’auto-oxydation des AGI ou trouver pour cibles d’autres composés tels que les vitamines, les 

pigments, ou encore les protéines dans le cas de produits formulés. Les radicaux alcoxyles sont 

également à l’origine deréactions de scission, de cyclisation et de polymérisation. Ces réactions, 

dites de terminaison, vont donner naissance à une multitude de composés, parmi lesquels des 

composés volatils et très odorants responsables de l’apparition de la note rance. Les produits non 

volatils sont plus ou moins oxygénés, cyclisés et polymérisés. S’y ajoutent les polymères d’origine 

thermique en cas de chauffage intensif, qui peu à peu vont contribuer à l’augmentation de la 

viscosité de l’huile (Cuvelier et Maillard, 2012). 

Les réactions de l’oxydation mentionnées ci-dessous sont résumées dans la figure 4. 

 

Figure 4 : Schéma des réactions d’oxydation des lipides (d’après Berset et Cuvelier, 1996) 

1.4.Evaluation de l’état d’oxydation : 

L’état d’oxydation dans lequel se trouve une huile peut être mesuré de diverses manières, 

selon que l’on dose l’apparition des produits primaires d’oxydation (diènes conjugués, 

hydroperoxydes) ou des produits secondaires (polymères, composés volatils. . .), la consommation 

d’oxygène ou des acides gras insaturés, ou encore la co-oxydation d’autres substrats, tels que des 

pigments ou des protéines (Cuvelier et Maillard, 2012). 
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Le tableau 2 présente les diverses méthodes et normes françaises ou internationales 

actuellement disponibles. La diversité des techniques avec leurs limites, leurs sensibilités et leurs 

spécificités rend difficile la comparaison des résultats. L’analyse sensorielle reste bien sûr la 

méthode de choix puisqu’elle est la seule à rendre compte parfaitement de l’état d’acceptabilité 

mais elle reste lourde  à mettre en œuvre (Cuvelier et Maillard, 2012). 

Tableau 2 : Méthodes d’évaluation de l’état d’oxydation des huiles 

Marqueurs d’oxydation Méthodes 

Niveau d’insaturation Indice d’iode (mesure colorimetrique) (Norme AFNOR NF EN ISO 
3961) 

Profil en acides gras Dosage par chromatographie en phase gazeuse après méthanolyse 
des triglycérides (Norme AFNOR NF EN ISO 12966-2 et 5508) 

Teneur en acides gras libres Indice d’acide par colorimétrie (Norme AFNOR NF EN ISO 660) 

Teneur en diènes conjugués Mesure par spectrophotométrie UV (Norme AFNOR NF EN ISO 
3656) 

Taux de peroxides Indice mesure par iodométrie (Norme AFNOR NF EN ISO 3960) 
ou potentiométrie (ISO 27107) 

Présence d’aldéhydes  Indice de para-Anisidine par spectrophotométrie (Norme AFNOR NF 
EN ISO 6885) 
Test TBA (acide 2-thiobarbiturique) par spectrophotométrie 

Taux de polymers Mesure directe par chromatographie liquide haute performance 
d’exclusion (AFNOR NF EN ISO 16931) ou par viscosité 

Taux de composés polaires Chromatographie liquide d’absorption et gravimétrie (Norme 
AFNOR NF EN ISO 8420) 

Composés volatils Mesure par chromatographie en phase gazeuse de l’espace gazeux 
(AOCS Recommended Practice Cg 1-83, 4-94) 

Rancidité Analyse sensorielle avec juges experts (AOCS Recommended 
Practice Cg 2-83) 

Chaque mesure apporte ainsi une information partielle sur un phénomène global, l’idéal étant 

d’évaluer l’état d’oxydation par plusieurs méthodes complémentaires, permettant de suivre en 

parallèle la formation des produits primaires et secondaires (Cuvelier et Maillard, 2007 ; Frankel, 

1998). 
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1.5.Les conséquences de l’oxydation des lipides : 

La conséquence la plus perceptible de l’oxydation des lipides est l’apparition d’odeurs et de 

flaveurs désagréables souvent qualifiées de rance. Ces odeurs qui conduisent souvent au rejet de 

l’aliment par le consommateur peuvent être perçues très précocement. Elles sont liées à la formation 

de composés volatils aux seuils de détection olfactifs très bas. L’oxydation des lipides peut 

également induire une modification de la couleur des produits par co-oxydation des pigments qu’ils 

soient liposolubles ou hydrosolubles (Villière et Genot, 2006). C’est le cas par exemple des 

caroténoïdes dans la margarine ou le pain (Prior., 2003), ou de l’accélération de l’oxydation de la 

myoglobine dans la viande (Genot, 2000). L’oxydation peut affecter la texture des aliments, en 

raison de la réaction des protéines avec les produits d’oxydation (Kanner, 1994 ; Genot et al., 

2003 ; Pokorny, 2003). Elle affecte également la valeur nutritionnelle des aliments en entraînant la 

perte d’acides gras essentiels mais aussi de vitamines et d’acides aminés indispensables. 

Enfin, la toxicité de produits d’oxydation des lipides a été observée lors de l’administration de 

doses importantes de ces composés à des animaux. Or, même s’il est rare de consommer des 

aliments contenant des quantités importantes de produits d’oxydation, notamment en raison de 

l’odeur que ces produits développent, il existe à ce jour peu de données quant aux risques liés à une 

ingestion régulière d’aliments faiblement oxydés. Enfin, les risques liés à la peroxydation lipidique 

au cours du passage et de la transformation des aliments dans le tractus digestif commencent 

seulement à être considérés (Villière et Genot, 2006). 

1.6.   Inhibition de la peroxydation des lipides 

L’auto-oxydation des lipides insaturés ne peut être évitée qu'en l'absence totale d'oxygène. En 

pratique, elle ne peut jamais être totalement exclue, mais uniquement freinée ou retardée en mettant 

en œuvre les moyens suivants : 

� exclusion partielle de l'oxygène: possible par un emballage sous vide ou par adjonction de 

glucose oxydase dont l'action est de consommer l'oxygène résiduel. 

� entreposage à basse température et dans l'obscurité. La vitesse de l'auto-oxydation s'en 

trouve réduite. Pour les fruits et légumes qui contiennent l'enzyme lipoxygénase, cette 

mesure est en règle générale insuffisante: une dégradation peut uniquement être évitée si 

l'enzyme a été inactivée par un blanchiment préalable, 

� addition d'antioxydants (Bauer et al., 2010). 
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II.  Les antioxydants : 

2.1.Définition d’un antioxydant: 

Dans un système biologique, un antioxydant est défini comme toute substance qui, si présente 

à faible concentration comparée à celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de manière 

significative l'oxydation de ce substrat (Halliwell, 1995 ; Halliwell et Gutteridge, 1999). 

En termes d’aliments, les antioxydants peuvent être définis comme toutes les substances qui 

sont capables de retarder ou empêcher le développement de la rancidité ou de toute autre 

détérioration de saveur dans les aliments due à l'oxydation. Les antioxydants retardent le 

développement des mauvaises odeurs en étendant la période d'induction. L'addition des 

antioxydants après la fin de cette période tend à être inefficace à retarder le développement de 

rancidité (Gülçin, 2011). 

Le substrat oxydable peut être toute molécule qui se trouve dans les aliments ou matériaux 

biologiques, y compris les hydrates de carbone, l’ADN, les lipides, et les protéines. L’aliment est un 

système à plusieurs composants constitué de variété de biomolécules, et donc, cette définition décrit 

bien un antioxydant (Wanasundara et Shahidi, 2005). 

2.2.Utilité alimentaire :  

Maîtriser l'oxydation est indispensable pour gérer l'évolution des systèmes biologiques dans 

leur complexité, en particulier dans le cas des aliments dont la dégradation peut avoir des 

conséquences sur la sécurité alimentaire. L'activité antioxydante est évaluée soit par le dosage des 

produits formés (en particulier des hydroperoxydes) par des techniques photométriques plus ou 

moins directes, soit par la mesure de l'efficacité du composé à piéger des radicaux libres.  

Pour limiter l'oxydation, l'industrie agroalimentaire peut baisser le taux d'oxygène 

(immersion, vide, atmosphère sous azote), ralentir les réactions par réfrigération ou congélation, 

détruire les enzymes d'oxydation (polyphénols oxydases) par blanchiment, et user d'antioxydants 

inhibant l'oxydation induite par l'oxygène moléculaire.  

En limitant les risques de radicaux libres, la présence d'antioxydants, combinée à d'autres 

techniques, est indispensable à la stabilité des produits. (Marc et al., 2004). 

2.3.Propriétés : 

L'antioxydant alimentaire idéal, et facilement incorporable et efficace à faible dose, est non 

toxique, n'entraîne ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable. Il est résistant aux processus 

technologiques et stable dans le produit fini (Marc et al., 2004). 
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Il s'agit, en fait, d'agents de prévention ou de terminaison capables d'éviter ou de piéger les 

radicaux libres en bloquant l'initiation, en complexant les catalyseurs, en réagissant avec l'oxygène 

ou en déviant de l'aliment les effets de lumière ou les rayonnements (Wannas, 2000). 

Bien que la plupart des matières premières utilisées contiennent déjà des antioxydants 

naturels, durant les procédés de fabrication des aliments, ils en sont appauvris, nécessitant l'addition 

d'antioxydants synthétiques. Les antioxydants peuvent être efficaces à de très faibles concentrations, 

0,01%, mais ils ne peuvent ni rendre le processus d'oxydation réciproque ni prévenir la rancidité 

hydraulique (Madhavi et al., 1996). 

2.3.1. Les antioxydants synthétiques : 

Pour une utilisation pratique, les antioxydants doivent remplir les conditions suivantes: ils ne 

doivent pas être toxiques, ils doivent être hautement actifs à de faibles concentrations (0,01-0,02%) 

et être présents à la surface ou dans la phase grasse de l'aliment. De ce fait, les antioxydants 

fortement lipophiles sont particulièrement indiqués pour des émulsions de type huile dans eau H/E 

(p. ex. BHA, BHT, tocophérol, gallate de dodécyle). En revanche, les antioxydants TBHQ, plus 

fortementpolaires, et les gallates de propyle sont particulièrement actifs dans les graisses et  les 

huiles, étant donné qu'ils se trouvent surtout dans l’interface lipide-air. Ces antioxydants doivent 

pouvoir résister aux opérations unitaires de la technologie alimentaire. 

Cependant l’utilisation des antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA) 

et le butylhydroxytoluène (BHT) (figure 5) dans les industries agroalimentaire, cosmétique et 

pharmaceutique est suspectée à long terme d’effets tératogènes, mutagènes et cancérigènes 

(Chavéron , 1999). 

 

Figure 5 : Formules développées du BHA et du BHT 

2.3.2. Les antioxydants naturels : 

Le remplacement des antioxydants synthétiques par ceux naturels peut avoir des avantages 

dus aux implications de santé et à la fonctionnalité telle que la solubilité dans l'huile et l'eau, 

d'intérêt pour les émulsions, dans les systèmes alimentaires. Cependant, certains d'entre eux comme 
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ceux des épices et des herbes (origan, thym, dictame, marjolaine, lavande, romarin) ont des 

applications limitées malgré leur activité antioxydante élevée, parce qu’ils donnent une saveur 

caractéristique de l'herbe à l'aliment, et donc, des étapes de désodorisation sont requises (Reglero et 

al., 1999). 

Les caractéristiques organoleptiques des extraits doivent convenir à l'incorporation dans les 

produits alimentaires sans conférer la saveur intense de l’herbe qui peut limiter quelques 

applications, comme se produit pour l'extrait naturel de romarin qui a d'excellentes propriétés 

antioxydantes (Moure et al., 2001). 

La majorité des antioxydants naturels sont les composés phénoliques, et les groupes les plus 

importants des antioxydants naturels sont les tocophérols, les flavonoïdes et les acides phénoliques 

(Gülçin, 2011). 

2.4.Mécanismes d'action des antioxydants : 

Les antioxydants peuvent agir contre l’oxydation de deux manières distinctes : soit en 

protégeant les lipides cibles des initiateurs de l’oxydation, soit en interrompant la phase de 

propagation (Leger, 2006). 

Selon cette classification, certains antioxydants présentent plus d'un mécanisme d'activité, par 

conséquent, appelés antioxydants multiples-fonctions. Une autre classification couramment utilisée 

catégorise les antioxydants en antioxydants primaires : piégeurs de l'oxygène, et antioxydants 

secondaires : enzymatiques et chélateurs/séquestrants (Wanasundara et Shahidi, 2005). 

Dans le premier cas, les antioxydants dits préventifs (ou retardeurs), empêchent la formation 

ou piègent les ERO responsables de l’initiationde l’oxydation (O-
2, 

1O2….). Dans le second cas, les 

antioxydants dits briseurs de chaîne interceptent les radicaux propagateurs de l’oxydation 

(lipoperoxyradicaux, ou ROO•) ou participent indirectement à l’interruption de l’oxydation 

radicalaire en chaîne (Laguerre et al., 2007a). 

2.4.1. Antioxydants préventifs  

Il y a différentes voies préventives d'anti-oxydation en raison de la gamme diverse des 

initiateurs disponibles d'oxydation.Ces voies incluent la chélation des métaux de transition, de la 

désactivation de l'oxygène singulet, de la désintoxication enzymatique de ERO, de la filtration UV, 

de l'inhibition des enzymes pro-oxydant, des cofacteurs antioxydants d'enzymes, etc…Ici, nous 

décrirons seulement les plus renommés. 
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–  La détoxification des ERO constitue une voie de prévention primordiale de l’oxydation, 

principalement relayée par les systèmes antioxydants enzymatiques endogènes.  

Tout d’abord, la superoxyde dismutase, une métalloenzyme ubiquitaire chez les eucaryotes, 

catalyse la réaction de dismutation de l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène et en oxygène 

(Laguerre et al., 2007a). 
SOD 

2O°-
2+ 2H+→ H2O2+ O2 

La glutathion peroxydase (GSH-Px), une autre enzyme, ayant une activité de détoxification 

qui concerne trois espèces réactives : le peroxyde d'hydrogène, hydroperoxydes des lipides et 

peroxynitrite, qui est une espèce d'azote fortement réactive.GSH-Px est une enzyme séléno-

dépendant contenant quatre atomes de sélénium situés, sous forme de séléno-cystéine, au noyau 

actif de l'enzyme. En particulier, cette enzyme détoxifie le peroxyde d’hydrogène en accélérant la 

réaction d’oxydation du glutathion (thiol peptidique) par le peroxyde d’hydrogène, qui est alors 

réduit en eau (Laguerre et al., 2007a). 
GSH-Px 

H2O2+ 2GSH → 2 H2O + GSSG 

Une troisième enzyme, la catalase (CAT), a également comme substrat le peroxyde 

d’hydrogène qu’elle réduit en eau et en oxygène moléculaire.Cette enzyme héminique se produit 

principalement dans les peroxysomes et les érythrocytes (Laguerre et al.,, 2007a). 

           2H2O2 →2 H2O + O2 

In vivo, il est classiquement admis qu’il existe une coopérationétroite entre ces différentes 

enzymes. Ainsi, l’activité superoxyde dismutaseconduit à la formation de peroxydes d’hydrogène 

dont la détoxification est alors prise en charge par le système catalase et/ou glutathion peroxydase 

(Laguerre et al., 2007a). 

– Les chélateurs de métaux de transition comme le cuivre et le fer peuvent prévenir l’oxydation 

en formant des complexes ou des composés de coordination avec les métaux. Il s’agit de protéines 

telles que la transferrine, la ferritine, la lactalbumine qui séquestrent le fer, ou encore la 

céruloplasmine et l’albumine qui séquestrent le cuivre. Les polyphosphates, l’acide 

éthylènediaminetétracétique, l’acide citrique, les acides phénoliques et les flavonoïdes sont 

également connus pour leur capacité à chélater les métaux de transition (Laguerre et al., 2007b). 

Il semblerait cependant que l’importance de ce type d’antioxydation dépende étroitement de 

la cible à protéger. Comparé à l’activité antiradicalaire par capture de ERO, ce mode d’action serait 
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mineur dans l’inhibition de la peroxydation lipidique mais prédominant dans l’inhibition de la 

coupure oxydante des brins d’ADN (Dangles, 2006). 

– Désactivateurs de l'oxygène singulet 

Selon Buettner (1999), ils peuvent agir par désactivation chimique en se fixant sur une 

molécule tel qu’un acide gras pour donner un hydroperoxyde (réaction 11) ou encore par 

désactivation physique éliminant l’énergie d’excitation sans changement chimique (réaction 12). 

1O2 + LH→ROOH (11) 
1O2 + b-carotène→O2 + β-carotène*(12) 

Les caroténoïdes sont, en l’état actuel de nos connaissances, les moléculesles plus efficaces 

pour piéger l’oxygène singulet. Les caroténoïdes peuvent être des hydrocarbures purs appelés 

carotènes (lycopène, β-carotène...) ou posséder un groupement fonctionnel oxygéné et dans ce cas, 

s’appeler xanthophylles (astaxanthine, lutéine...) (Krinsky, 1998). 

Le lycopène est le plus réactif. Sa vitesse de réaction avec 1O2 est particulièrement élevée (31 

× 109 M–1S–1) [13]. Le β-carotène réagit avec 1O2 avec une vitesse de réaction 6 fois plus faible (5 × 

109 M–1S–1).  

Les tocophérols (2,7 × 107 M–1S–1), les thiols, l’acide ascorbique (1 × 108 M–1S–1) sont moins 

efficaces vis à vis de la désactivation de 1O2. Néanmoins ces composés ont des concentrations 

élevées dans les systèmes biologiques et contribuent à égalité avec les caroténoïdes à la 

désactivation de 1O2. Un acide aminé comme l’histidine est aussi un bon « quencher » de 1O2 

(Cillard et Cillard, 2006). 

2.4.2. Antioxydants « chain breaking » ou mécanisme briseur de chaîne 

Les antioxydants primaires, également appelés antiradicalaires, sont des molécules capables 

de bloquer les radicaux lipidiques R°, RO° et ROO° par transfert d’un H° : 

ROO° + AOH → ROOH + AO° 

L’antioxydant devient alors lui-même porteur d’un radical, mais à la différence des radicaux 

lipidiques, il est peu réactif, ce qui stoppe la propagation radicalaire. Ce groupe d’antiradicalaires 

est constitué presque exclusivement de composés phénoliques en raison de la grande stabilité 

apportée par leur cycle aromatique. On trouvera ainsi dans ce groupe les additifs antioxydants, 

BHA, BHT, TBHQ, gallates, mais aussi les tocophérols (vitamine E) et les polyphénols végétaux 

(flavonoïdes, acides phénoliques, diterpénoïdes) (Berset, 2006). 
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Cette catégorie d’antioxydants va réagir le plus souvent avec les radicaux peroxyles ou 

alcoxyles, interrompant ainsi la réaction de propagation de la peroxydation. Il est à noter que ces 

antioxydants n’inhiberont pas par conséquent l’auto-oxydation des lipides par l’oxygène singulet. 

Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes : 

 
– les donneurs d’hydrogène : C’est le cas leplus fréquent. Ils doivent avoir un potentiel de 

réduction inférieur au potentiel des AGPI (E = 0,6 V) et doivent pouvoir donner un hydrogène au 

radical alcoxyle (E = 1,6V) et au radical peroxyle (E = 1V). Ces antioxydants sont principalement 

des composés phénoliques mono- ou polyhydroxylés (tocophérols, tocotriènols, BHT, BHA, 

flavonoïdes...) avec diverses substitutions sur les noyaux.  

Après la réaction d’oxydation, l’antioxydant est transformé en un radical qui doit être 

suffisamment stable pour inhiber la formation d’un autre radical et arrêter ainsi la propagation de la 

chaîne radicalaire. Il doit ensuite évoluer vers un produit d’oxydation stable, ce qui conduit à la 

consommation de l’antioxydant. 

Ces antioxydants introduisent une phase de latence ou « lag phase » pendant laquelle la 

peroxydation lipidique est très faible et qui persiste tant que l’antioxydant n’est pas consommé par 

les radicaux peroxyles. Après la disparition complète de l’antioxydant, la vitesse de la peroxydation 

augmente très rapidement (Cillard et Cillard, 2006). 

– Les antioxydants « sacrifiés » :Le qualificatif de « chain breaking antioxidant sacrificial » 

employé par Buettner concerne des molécules, elles-mêmes radicalaires, qui réagissent avec les 

radicaux peroxyles ou alcoxyles pour donner des produits non radicalaires interrompant ainsi la 

propagation de la peroxydation. 

Deux radicaux sont connus pour se combiner avec les radicaux peroxyles : le monoxyde 

d’azote (NO) et l’anion superoxyde (O2-) (Cillard et Cillard, 2006). 

2.5.Les études d’efficacitédes antioxydants 

Pour mesurer l’efficacité d’un antioxydant, deux possibilités s’offrent au formulateur : 

� Soit mettre en œuvre un test de vieillissement en conditions normales de stockage : 

parfaitement représentatif, ce type de test est long et incompatible avec les contraintes de 

développement d’un produit. 

� Soit mettre en œuvre un test accéléré, pour « gagner » du temps lors des développementsde 

produits. Plusieurs types de tests accéléréspeuvent être envisagés : 
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2.5.1. des tests très modélisés, mettant en œuvre des substrats modèles (esters) dans des milieux 

modèles parfois éloignés de la matrice « huile », et dans des conditions souvent assez drastiques. 

Citons à titre d’exemples le test DPPH (dipicrylphénylhydrazine), le test de co-oxydation au β-

carotène, et plus récemment mis au point, le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Le 

principe de ce dernier est le suivant : mesure de la destruction d’une protéine végétale, qui possède 

la propriété de fluorescer lorsqu’elle est soumise à un rayonnement lumineux spécifique. Sous 

l’action des radicaux libres présents dans le milieu réactionnel, la protéine est détruite et perd sa 

fluorescence, tandis qu’en présence d’un capteur de radicaux libres (antioxydant) la fluorescence 

persiste : ce test permet d’évaluer la capacité globale d’antioxydation (pouvoir antiradicalaire) d’un 

extrait végétal, par référence à un standard qui est le TROLOX (vitamine E sous forme 

hydrosoluble, dépourvue de chaîne carbonée). Ces tests modélisés permettent de réaliser un premier 

screening conduisant au classement des antioxydants testés en deux groupes : ceux qui ont une 

efficacité, ceux qui en ont aucune  (Judde, 2004). 

2.5.2. des tests d’oxydabilité accélérée types test Rancimat (ISO 6886), Oxydograph ou 

Oxipress. Le test Rancimat est le plus connu : la spécification de TIR (soit le Temps d’Induction au 

test Rancimat, exprimé en heures) est encore utilisée dans les cahiers des charges des corps gras. 

Elle correspond au temps pendant lequel l’huile végétale a résisté à un stress oxydatif. Le principe 

est le suivant : la prise d’essai de corps gras est soumise à une température élevée (98 °C) et à un 

bullage intensif d’air, ce qui déclenche les réactions d’oxydation, et notamment la libération 

d’acides organiques volatils, entraînés et piégés dans une cellule contenant de l’eau distillée, dont la 

conductivitéva varierconsécutivement. L’enregistrement repère le moment à partir duquel cette 

conductivité varie et qui correspond au TIR. L’avantage de ce type de test est la possibilité de suivre 

en parallèle plusieurs échantillons, avec des durées d’analyse réduites. L’inconvénient majeur 

repose sur les conditions mêmes du test, très drastiques, et peu représentatives des conditions 

normales de stockage. En conséquence, les résultats obtenus grâce à un test Rancimat ne peuvent 

être transposés directement (Judde, 2004). 

2.5.3. les tests en conditions accélérées en enceinte thermostatée: les conditions de ces tests 

doivent être ajustées au cas par cas, à l’objectif de l’essai, à la nature de la matrice, à la nature du 

corps gras, et débouchent sur le choix des facteurs accélérateurs de l’oxydation (niveau de 

température, présence de la lumière), sur la sélection des méthodes d’évaluation de l’oxydation et 

sur la définition des points de cinétique (Judde, 2004). 

Dans tous les cas, les conditions seront choisies les plus douces possible, ce qui implique des 

tests assez lents (en semaines en général), mais qui réservent l’approche la plus cohérente avec ce 

qui se passe en conditions normales de stockage. 
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III.  Polyphénols :  

3.1.   Définition : 

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de 

plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un 

point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique à 6 carbones, lui-

même porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004). 

3.2.   Structure et classification des polyphénols : 

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids 

moléculaire jusqu’aux tanins complexes de très haut poids moléculaire, et ils peuvent être classés 

selon le nombre et l’arrangement des atomes de carbone qui les composent, en fonction de la nature 

de leur squelette carboné et en fonction de la longueur de la chaîne aliphatique liée au noyau 

benzénique(Cheynier et al., 1997 ; Bravo, 1998). 

En dépit de cette diversité structurale, ces composés sont souvent désignés sous le nom des 

polyphénols (Balasundram et al., 2006). 

La plupart des composés phénoliques naturels sont présents conjugués avec des mono et des 

polysaccharides, liés à un ou plusieurs groupes phénoliques (Harborne, 1989; Harborne et al., 

1999 ; Chira et al., 2008 ) et peuvent également se produire comme dérivés fonctionnels tels que 

les esters et les esters méthyliques. Cependant une telle diversité structurale a comme conséquence 

l'éventail de composés phénoliques qui se produisent dans la nature, ces composés phénoliques 

peuvent fondamentalement être classés par catégorie dans plusieurs classes comme montré dans 

letableau 3 (Harborne, 1989; Harborne et al., 1999). 

Les principales classes des polyphénols sont définies selon la nature de leur squelette de 

carbone :acides phénoliques, flavonoïdes, stilbènes moins communs, et lignanes. Les acides 

phénoliques sont abondants dans les aliments.Les plus fréquemment rencontrés sont l'acide 

cafféique et, à un moindre degré, l'acide férulique. 

De ces classes, les acides phénoliques, les flavonoïdes et les tanins sont considérés comme les 

principaux composés phénoliques alimentaires (King et Young, 1999). 
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Tableau 3 : Classes des composés phénoliques dans les plantes(Harborne, 1989; Harborne et al., 

1999). 

Classe Structure 

Polyphénols simples, benzoquinones C6 

Acides hydroxybenzoïques   C6–C1 

Acethophénones, acides phénylacétiques   C6–C2 

Acides hydroxycinnamique , phénylpropanoides  C6–C3 

(coumarines, isocoumarines, chromones, chromenes)   

Napthoquinones C6–C4 

Xanthones  C6–C1–C6 

Stilbènes, anthraquinones C6–C2–C6 

Flavonoïdes, isoflavonoïdes C6–C3–C6 

Lignanes, neolignanes  (C6–C3)2 

Biflavonoïdes (C6–C3–C6)2 

Lignines (C6–C3)n 

Tanins condensés (proanthocyanidines ou flavolanes) (C6–C3–C6)n 

3.2.1. Formes les plus simples : 

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du simple 

phénol en C6 (non présent naturellement chez les végétaux) aux flavonoïdes en C15 et à des 

molécules proches. Sauf exceptions, ces substances sont présentes sous forme soluble dans la 

vacuole (Macheix et al.,2006). 

a. Les acides phénoliques : 

Les acides phénoliques se composent de deux sous-groupes, c.-à-d., les acides 

hydroxybenzoïques et hydroxycinnamiques (figure 6). Les acides hydroxybenzoïques incluent les 

acides : gallique, p-hydroxybenzoïque, protocatéchique, vanillique et syringique, qui ont en 

commun la structure C6-C1. Les acides hydroxycinnamiques, d'autre part, sont les composés 

aromatiques avec une chaîne latérale de trois-carbone (C6-C3), avec les acides cafféique, férulique, 

p-coumarique et sinapique étant les plus communs (Bravo, 1998). 

Bien que les fruits et les légumes contiennent beaucoup d'acides phénoliques libres, dans les 

grains et les pépins en particulier dans le son ou la coque. Les acides phénoliques sont souvent sous 

forme liée. Ces acides phénoliques peuvent seulement être libérés ou hydrolysés par hydrolyse 

acide ou alcaline, ou par des enzymes (Tsao, 2010)  
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Figure 6 : Acides phénoliques typiques dans les aliments 

b. Les flavonoïdes : 

Les flavonoïdes, les polyphénols les plus abondants dans nos régimes, les plus nombreux 

(plus de 5 000 molécules isolées) et les plus connus, peuvent être divisées en plusieurs classes selon 

le degré d'oxydation de l'oxygène hétérocyclique (Reinli et Block, 1996; Scalbert et Willamson, 

2000) : Les flavonoïdes stricto sensu, pigments végétaux jaune-orangé (leur nom venant du mot 

latin flavus : jaune), les anthocyanes, composés de couleur rouge à violet et un groupe de tanins, les 

proanthocyanidines, molécules incolores et très hydrosolubles (Kris-Etherton et al., 2002). 

Les flavonoïdes sont les composés à faible poids moléculaire, se composant de quinze atomes 

de carbone, disposés dans une configuration C6-C3-C6.  Essentiellement,leur structure se compose 

de deux anneaux aromatiques A et B, unis par un pont 3-carbones, habituellement sous forme 

d'anneau hétérocyclique C (Figure 7).L'anneau aromatique A est dérivé de la voie 

d'acétate/malonate, alors que l'anneau B est dérivé de la phénylalanine par la voie de shikimate 

(Bohm, 1998 ; Merken et Beecher, 2000). 
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Figure 7 : Structure générique d’une molécule de flavonoïde

Les variations des modèles de substitution par rapport à l'anneau C ont comme conséquence 

les principales classes des flavonoïdes, c.

catéchine), isoflavones, flavanonols, et anthocyanidines (figure 8) 

quelles les flavones et les 

diverses(Harborne et al., 1999). 

différents composés dans chaque classe des flavonoïdes 

inclure l'oxygénation, l'alkylation, la

Hollman et Katan, 1999). 

Figure 8 : 
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Structure générique d’une molécule de flavonoïde

Les variations des modèles de substitution par rapport à l'anneau C ont comme conséquence 

les principales classes des flavonoïdes, c.-à-d., flavonols, flavones, flavanones, flavanols (ou 

catéchine), isoflavones, flavanonols, et anthocyanidines (figure 8) (Hollman et Katan, 1999)

les flavonols sont les plus largement rencontrées et structurellement 

1999). Les substitutions par rapport aux anneaux A et B provoquent les 

différents composés dans chaque classe des flavonoïdes (Pietta, 2000). Ces substitutions peuvent 

l'oxygénation, l'alkylation, la glycosylation, l'acylation et la sulfatation 

8 : Les principales classes des flavonoïdes 
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c. Autres exemples : 

A côté des composés évoqués ci-dessous, de très nombreux autres phénols peuvent être 

présents chez les végétaux. Ainsi, la tyrosine est un acide aminé de nature phénolique constitutif des 

protéines chez tous les êtres vivants. Parmi les phénols simples, on peut citer le catéchol et le 

pyrogallol, un aldéhyde comme la vanilline, constituant majeure de l’arôme de la vanille, 

l’oleuropéine responsable de l’amertume de l’olive (Macheix et al., 2006). 

Certains terpènes (thymol, gossypol…), des alcaloïdes (morphine, papavérine…) ou encore 

des composés azotés comme la bétanidine (pigment rouge de la betterave) sont également de nature 

phénolique, bien que rattachés à d’autres groupes de métabolites secondaires par leur origine 

biosynthétique et leurs propriétés. Les tocophérols (vitamine E) et les tocotriénols sont également 

caractérisés par un noyau portant un hydroxyle phénolique (Macheix et al., 2006). 

Les quinones (benzoquinones, naphtoquinones dont la juglone, anthraquinones) peuvent 

également être rattachées aux composés phénoliques simples dont elles dérivent par processus 

oxydatifs (Macheix et al., 2006). 

3.2.2. Formes condensés : 

a. Les tanins : 

Les tanins sont des polyphénols végétaux de poids moléculaire élevé divisés en deux groupes 

chimiquement et biologiquement distinctes: les tanins condensés ou proanthocyanidines 

(thé, raisins, canneberges, etc), et les tanins hydrolysables : ellagitanins (Ets) (framboises, fraises, 

grenades) et gallotanins (GTs) (Aguilar et al., 2008). 

Les tanins, les composés de poids moléculaire relativement élevé qui constituent le troisième 

groupe important des composés phénoliques peuvent être subdivisés en tanins hydrolysables et  

tanins condensés. Les premiers sont des esters d'acide gallique (gallo- et ellagi-tanins), alors que les 

derniers (également connu comme proanthocyanidines) sont des polymères des monomères de 

polyhydroxyflavan-3-ol (Porter, 1989). Une troisième subdivision, les phlorotanins consistant 

entièrement en phloroglucinol, qui a été isolé dans plusieurs genres des algues brunes (Porter, 

1989), mais ces phlorotanins ne sont pas significatives dans le régime humain (Bravo, 1998). 

Les tanins sont des molécules complexes caractérisées par la teneur élevée en polyphénols 

selon leurs structures, ces polyphénols sont divisés en trois groupes : les tanins hydrolysables, qui 

ont un noyau de sucre lié par estérification à l'acide gallique (gallotanins) ou à l'acide ellagique 

(ellagitanins) ; tanins condensés, formés du monomère flavan-3-ol ou du flavan-3,4-diol et tanins 
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complexes ou catéchine-gallates, qui partagent les propriétés des tanins hydrolysables et condensés 

(Bhardwaj et al., 2003; Bhat et al.,1998). 

Ellagitanins (ET) sont des esters de l'acide hexahydroxydiphenique (HHDP) liés aux polyols, 

habituellement le glucose ou l’acide quinique (Aguilar et al., 2007). 

b. Lignines : 

Ces composés de haut poids moléculaire contribuent à former, avec la cellulose et les dérivés 

hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymères tridimensionnels résultant 

de la condensation (copolymérisation) de trois alcools phénylpropéniques (Haslam, 1996). 

3.3.Les grands aspects de la biosynthèse des polyphénols : 

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des plantes. Ils sont synthétisés 

à partir de deux voies bio-synthétiques : 

� celle de l’acide shikimique, qui conduit après transamination et désamination, aux acides 

cinnamiques et à leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoïques ou les phénols 

simples; 

� celle issue de l’acétate, qui conduit à des poly ß-coesters (polyacétates) de longueur variable 

menant par cyclisation à des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8 

anthraquinones ou les naphtoquinones. 

De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques, due à cette double origine bio-

synthétique est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux voies dans 

l’élaboration de composés d’origine mixte, les flavonoïdes (Martin et Andriantsitohaina, 2002). 

La grande majorité de composés phénoliques des plantes sont synthétisées par la voie de 

phénylpropanoïde, qui dirige les composés aromatiques de la voie acide shikimique dans une foule 

de métabolites de base phénolique. 

La première étape dans la voie de phénylpropanoïde est la désamination de la phénylalanine 

pour former l'acide trans-cinnamique, qui contient le squelette phénylpropane C6-C3 présent dans 

tous les composés phénoliques excepté certains dérivés d'acide benzoïque comme les esters d'acide 

gallique. Cette réaction est catalysée par la phénylalanine ammonialyase (PAL), l'enzyme principale 

de point de branchement entre le métabolisme primaire et secondaire qui règle le flux dans la voie 

de phénylpropanoïde. 
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Les monocotylédones contiennent la tyrosine ammonia lyase (TAL), qui catalyse la formation 

dudérivé monohydroxylé de l'acidep-coumarique directement de tyrosine(Grace, 2005).. 

Les principaux produits de la voie de phénylpropanoïde sont les acides hydroxycinnamiques 

(HCAs), qui peuvent s'accumuler comme esters ou servir de précurseurs à d'autres métabolites 

phénoliques comprenant les flavonoïdes et la lignine. 

Bien que souvent négligés,les esters de HCAs sont extrêmement répandus dans la nature. Par 

exemple, les ester de l'acide quinique, de l'acide cafféique, de l'acide chlorogénique (5Oacide 

caféoylquinique), se trouvent en quantité importante chez beaucoup de plantes et sont pratiquement 

universels dans leur distribution (Grace, 2005). 

En fait, les formes métaboliquement actives des acides hydroxycinnamiques sont leurs esters 

avec le coenzyme A qui permettent d’accéder aux principales classes de composés phénoliques. On 

peut citer quelques orientations majeures (Macheix et al., 2006) : 

� vers les acides de la série benzoïque (acides gallique, protocatéchique…) par β-oxydation. 

L’acide gallique lui-même, par combinaison avec des sucres simples, conduit aux tanins 

hydrolysables (tanins galliques et ellagiques) ; 

� vers les esters de type chlorogénique par estérification avec un acide alcool (acides quinique, 

tartrique, shikimique…) ; 

� vers les coumarines, par cyclisation interne des molécules suivie de modifications 

complémentaires (glycosylations, prénylations…) ; 

� vers les lignines par réduction, formation des monolignols puis polymérisation oxydative 

initiée dans la paroi cellulaire par les peroxydases et éventuellement les laccases(Macheix, 

et al., 2006) ; 

� vers les flavonoïdes. La synthèse des flavonoïdes emploie des intermédiaires de la voie de 

phénylpropanoïde et de la voie de polycétide pour former le squelette C6’–C3–C6 (flavane) 

caractéristique de toutes les flavonoïdes.La première étape dans la synthèse des flavonoïdes 

implique la condensation de p-coumaroyl-CoA avec trois molécules d'acétate par 

l'intermédiaire du malonyl-CoA pour former la chalcone de narigénine. Cette réaction est 

catalysée par la chalcone synthase (CHS), l'enzyme principale de point de branchement 

reliant les voies de phénylpropanoïde et de flavonoïde (Grace, 2005). 
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Figure 9 : Les grandes lignes de la biosynthèse des principaux groupes des composés phénoliques 

(d’après Macheix, 1996) 

 



Chapitre III : Polyphénols                                                                           Synthèse bibliographique 

 

ENSA 2012Page27 

 

 

Figure 10 : Relations biosynthétiques entre les phénylpropanoïdes et les flavonoïdes 

Les principales enzymes incluent phénylalanine ammonia lyase (PAL), cinnamate-4-hydroxylase 
(C4H), 4-coumarate CoA ligase (4CL), chalcone synthase (CHS), chalcone isomérase (CHI), 

isoflavone synthase (IFS), dihydroflavonol réductase (DFR), flavonol synthase (FS), 
anthocyanidine synthase (ANS). 

3.4.Rôle des polyphénols : 

Le rôle des polyphénols est maintenant reconnu dans différents aspects de la vie de la plante 

et dans l’utilisation que fait l’homme des végétaux. Ils peuvent en effet intervenir : 

� dans certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de la croissance, 

interactions moléculaires avec certains microorganismes symbiotiques ou parasites…) ; 

� dans les interactions de la plante avec leur environnement biologique et physique (relations 

avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV), soit directement dans 

la nature soit lors de la conservation après récolte de certains végétaux ; 

� dans les critères de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles…) qui 

orientent le choix de l’homme dans sa consommation des organes végétaux (fruits, légumes, 

tubercules…) et des produits qui en dérivent par transformation ; 
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� dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements 

technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées…) pendant lesquels 

apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité du 

produit fini ;dans la protection de l’homme vis-à-vis de certaines maladies en raison de leur 

interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés antioxydantes 

(Macheix et al., 2005). 

3.5.Propriétés antioxydantes des polyphénols : 

3.5.1. Composés phénoliques comme piégeurs de radicaux libres et chélateurs des métaux  

Les composés phénoliques (CPH) agissent comme accepteurs de radicaux libres et briseurs de 

chaînes. Ils interfèrent avec l'oxydation des lipides et d'autres molécules par donation rapide d'un 

atome d'hydrogène aux radicaux (R) :        R + CPH → RH + PO· 

Les intermédiaires des radicaux phénoxyls (PO·) sont relativement stables due à la résonance 

et donc une nouvelle réaction en chaîne n’est pas facilement initiée. De plus, les radicaux phénoxyls 

intermédiaires agissent également comme des terminateurs de chemin de propagation par réaction 

avec d'autres radicaux libres :         PO· + R· → POR   

Les composés phénoliques possèdent la chimie de structure idéale pour les activités de 

piégeage des radicaux libres parce qu'ils ont : 

1. groupes hydroxyles phénoliques qui sont susceptibles de donner un atome d'hydrogène ou 

un électron à un radical libre ;  

2.  système aromatique étendue conjugué pour délocaliser un électron non apparié (Dai et 

Mumper, 2010). 

Comme une propriété antioxydante alternative, certains composés phénoliques avec des 

groupes dihydroxyles peuvent conjuguerles métaux de transition, empêchant la formation des 

radicaux libres induite par le métal. Les ions métalliques actifs comme le Cu+ ou Fe2+ interagissent 

avec le peroxyde d'hydrogène (H2O2) par le biais de la chimie de Fenton (comme le montrela 

réaction n ° 13 ci-dessous) pour former des radicaux hydroxyles (·OH), qui sont les plus réactifs 

ERO connus, capablesd’initier des réactions en chaîne de radicaux libres par abstraction de 

l'hydrogène à partir presque de n'importe quelle molécule. Les composés phénoliques avec des 

groupes catécholates et gallates peuvent inhiber la formation de radicaux d'oxygène induite par le 

métalsoit en coordination avec le Fe2+ et en améliorant l'auto-oxydation du Fe2+ (comme le montre 

la réaction 14 ci-dessous), soit par la formation d’un complexe inactif avec Cu2+, Fe2+ ou Cu+ avec 

une interaction relativement plus faible (Dai et Mumper, 2010). 
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H2O

Théoriquement, ces deux activités antioxydantes peuvent causer une réduction des 

concentrations des radicaux libres et des espèces 

l'oxydation ultérieure des molécules cibles tel

est diminuée. Basé sur ces capacités potentielles, les études étendues ont démontré les activités 

antioxydantes des composés phénoliques naturels, en général, dans une myriade de systèmes 

biochimiques et ex vivo (Fraga, 2007).

3.5.2. Activité pro- oxydante des composés phénoliques

Il est important de noter que quelques antioxydants phénoliques peuvent lancer

d'auto-oxydation et se comporter comme des pro

Wanasundara, 1992). Au lieu de terminer une réaction en chaîne de radicaux libres par réaction 

avec un deuxième radical, le radical phénoxy

quinones  (P=O) et des anions

Néanmoins, les ions métalliques de transition peuvent également induire l'activité pro

oxydante des antioxydants phénoliques comme il est montrédans

Cu2+ or Fe

ROOH + Cu

Il a été trouvé que les antioxydants phénoliques se comportent comme des pro

les conditions qui favorisent leur auto

élevées en ions métalliques 

composés phénoliques qui sont facilement oxydés, comme la quercétine, 

une activité pro-oxydante ; tandis que les composés phénoliques de haut poi

les tanins condensés et hydrolysables, ont peu ou pas d'activité pro

etal.,1998).
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IV.  Grenadier : 

L'explosion actuelle de l'intérêt pour la grenade comme un produit médicinal et nutritionnel 

est mise en évidence par une recherche sur MedLine de l’année 2000 jusqu’à présent, révélant plus 

de 150 nouveaux articles scientifiques relatifs à ses effets sur la santé. Entre 1950 et 1999 seulement 

25 de ces publications apparaissent sur MedLine  (Lansky et Newman, 2007). 

Le grenadier (Punica granatum L.) est un des fruits comestibles les plus anciens et a été 

utilisé intensivement dans la médecine populaire de nombreuses cultures (Li et al., 2006). 

La grenade Punica granatum L., est une espèce de climat tempéré, principalement cultivée 

dans la région méditerranéenne, l’Asie méridionale, et dans plusieurs pays de l'Amérique du nord et 

l'Amérique du Sud (Stover et Mercure, 2007). 

La popularité de la grenade a augmenté énormément surtout dans la dernière décennie en 

raison des effets : antimicrobien, antioxydant puissant, antiviral, anticancéreux et anti-mutagénique 

du fruit (Negi et al.,2003).      

Le jus et la peau de grenade contiennent des quantités importantes de polyphénols comme les 

tanins ellagiques, l’acide ellagique et l'acide gallique. Il a été utilisé dans la préparation de teintures, 

de formule cosmétique, thérapeutique et recettes alimentaires et à cet égard la peau de grenade est 

une bonne source d'antioxydants (Yasoubi et al., 2007). 

Li et al. (2006) ont rapporté que la peau de grenade montrait l'activité antioxydante la plus 

élevée parmi les fractions de peau, de pulpe et de graine de 28 genres de fruits de consommation 

courante en Chine. 

La transformation d’une tonne de fruit de grenade produit approximativement 322-341 litres 

de jus et produit d'environ 669 kilogrammes de marc de grenade, un sous-produit composé des 

grains et de peaux. Le marc de grenade a été également montré pour contenir des teneurs élevées en 

polyphénols et ce matériel est ainsi une source potentielle pour isoler les antioxydants à valeur 

ajoutée (Qu et al., 2011). 
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4.1.Classification botanique : 

Le grenadier, Punica granatum, a été décrit par Linné et introduit dans sa classification en 

1753. Telle est cette classification : 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous-embranchement : Angiospermes 

Classe : Magnoliopsida 

Ordre : Myrtales 

Famille : Punicaceae 

Genre :Punica 

Espèce : Punica granatum 

En 1998, une nouvelle classification des angiospermes, c’est-à-dire des plantes àgraines, est 

créée par un groupe de botanistes, l’Angiosperm Phylogeny Group ou APG. Cette classification 

phylogénétique réorganise le règne végétal en fonction de critères moléculaires, s’intéressant 

essentiellement à l’ADN de deux gènes chloroplastiques et d’un gène nucléaire de ribosome. Ainsi, 

pour certaines espèces végétales, les résultats moléculaires sont en accord avec les anciennes 

classifications alors que pour d’autres espèces végétales, il est nécessaire de modifier leur 

positiondans la systématique. Ces résultats reconsidèrent la phylogénie des plantes. Cette nouvelle 

organisation se compose alors de 462 familles réparties dans 40 ordres (Spichiger, Savolainen, et 

al., 2004). 

Cette classification a été révisée en 2003, donnant naissance à la classification phylogénétique 

APGII, qui comporte 457 familles réparties dans 45 ordres. Au sein de cette classification, la 

position du grenadier est : 

Clade : Angiospermes 

Clade : Dicotylédones vraies 

Clade : Rosidées 

Ordre : Myrtales 

Famille : Lythraceae 

Genre : Punica 

Espèce : Punica granatum 

Il convient donc de retenir que dans cette nouvelle classification, la famille des Punicacées 

n’existe plus. Le grenadier appartient alors à la famille des Lythracées, famille comportant 30 

genres et 600 espèces (Spichiger, Savolainen et al., 2004). 
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- Le genre Punica : 

Le nom botanique de la grenade est Punica granatum, Punica étant le nom de l’ancienne ville 

phénicienne du nord de l’Afrique où les soldats romains en route pour la première des trois guerres 

puniques au IIIe siècle av. J.-C. ont pour la première fois rencontré le grenadier, et granatum 

signifiant « riche en pépins ». Sur le plan botanique, Punica granatum partage son nom de famille 

avec son ancêtre génétique rare, Punica protopunica, dont l’habitat se limite à l’île de Socotra à la 

rencontre de mer et de l’océan indien, dépendance du Yémen (Storey, 2007 ;Joannet, 2009).  

- Description : 

Le grenadier (arbre ou arbuste) atteint 3 à 5 mètres de haut et se reconnaît à ses feuilles vert 

vif, ovales ou en forme de lance, qui tombent l’hiver. Le fruit, qui arrive à maturité en septembre 

dans l’hémisphère nord (et en mars dans l’hémisphère sud, encore faut-il en trouver !) a la forme 

d’une pomme, une couleur brun-jaune ornée d’une touche de rouge et un calice dur semblable à une 

couronne. En cassant l’écorce dure, on peut voir les fruits translucides blancs, rosâtres ou écarlates 

serrés les uns contre les autres à l’intérieur. Les pépins juteux peuvent être doux ou quelque peu 

acides, selon la variété, et l’on doit parfois les sucrer avant de les consommer. Le jus extrait des 

pépins, autrefois transformé en vin, est aujourd’hui employé comme sirop pour aromatiser les 

boissons (Storey, 2007). 

La grenade est formée de trois parties principales, ayant chacune leur propre caractère 

métaphysique, botanique et chimique. Ces parties sont les pépins ou « arilles », le jus et la peau. En 

outre, l’écorce, les racines, les feuilles et les fleurs de l’arbre renferment toutes des éléments 

spécifiques et uniques, possédant chacun des effets complexes et intéressants lorsqu’ils sont 

préparés sous forme de médicaments pour la consommation humaine ou animale (Storey, 2007). 

4.2.Le grenadier en Algérie : 

Bien que le grenadier soit peu exigeant, les plantations ne sont pas très importantes en 

Algérie. Il existe de nombreuses variétés de grenades, de qualités très différentes. Plusieurs sortes 

de grenadier sont signalées dans des petits jardins en Kabylie, on ne connaît que leur appellation 

locale (Lahlou, Elmouze, ..). Quatorze variétés sont actuellement autorisées à la production et à la 

commercialisation par l’Etat (tableau 4) (INRAA, 2006). 
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Tableau 4 : Variétés de grenadier autorisées à commercialiser en Algérie (INRAA, 2006) 

Espagne rouge Gajin Selection station 

Corda travita Sefri Chelfi 

Moller huesso  Zemdautomne  Doux de kolea 

Mellisse   Sulfani Messaad 

Papers shell  Spanish duoy 
 

 

4.3.Composition biochimique du fruit : 

Le fruit de grenade se compose de trois parties : les graines, le jus, et les écorces (Lansky et 

Newman, 2007). 

La partie comestible du fruit de grenade (50%) se compose 40%  des arilles (jus) et 10% des 

graines. Les arilles contiennent 85%eau, 10% sucres totaux, principalement fructose et glucose, et 

1.5% pectine, acides organiques tels que l'acide ascorbique, l'acide citrique, et l'acide malique, et les 

composés bioactifs tels que les composés phénoliques et les anthocyanines, du potassium, du 

phosphore et des minéraux, ainsi que diverses vitamines dont une forte teneur en vitamine C : 20 

mg pour 100g. Sa composition est proche de celle des organes (Joannet, 2009 ; Viuda-Martos, 

Fernández-López et Pérez-Álvarez, 2010). 

La plupart des analyses chimiques des grenades se sont focalisées sur le jus, la peau, le 

péricarpe et l’huile de pépins. Le jus contient de grandes quantités de tanins hydrolysables, 

notamment des ellagitanins (acide gallique et acide ellagique), des anthocyanines (cyanidine, 

delphinidine, pélargonidine) ainsi que des acides phénoliques (acide ellagique, acide caféique et 

acide chlorogénique). Le péricarpe est également riche en tanins hydrolysables (remarque : Le 

péricarpe est la peau entourant le pépin, l’« arille ». Le pépin n’est que la partie interne blanche et 

dure ; les sacs rouges juteux comestibles, incluant le pépin, sont appelés arilles). En pressant le fruit 

entier, on obtient un jus bien plus riche en polyphénols. On trouve aussi de la lutéoline, de la 

quercétine, du kaempférol et de la narigénine dans les peaux (Storey, 2007). 

L’huile de pépins est composée à environ 63,5 % d’acide punicique, un acide gras trans à 18 

atomes de carbone (dont la structure rappelle celle de l’acide linolénique conjugué). Le pépin 

contiendrait en outre la plus forte concentration d’œstrone du règne végétal, environ 17 mg/kg de 

graines séchées (Storey, 2007). 
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4.4.Les constituants du fruit de grenade : 

4.4.1. Tanins : 

Les tanins hydrolysables de structures diverses comprenant les ellagitanins et les 

gallotanins constituent les composés les plus prédominants dans les diverses parties de la 

grenade. Les tanins condensés, cependant, sont rarement trouvés dans cette plante (Wang et 

al., 2010). 

Les tanins hydrolysables, sont principalement situés dans la peau et le mésocarpe du fruit de 

grenade. Ils sont extraits dans le jus lors de la transformation commerciale des fruits entiers (Gil et 

al., 2000). 

La fraction tannique se compose d'esters de l'acide gallique et de l’acide ellagique, des 

molécules à noyau de polyol. Le grand nombre de combinaisons possibles de monomères donne 

lieu à une diversité structurelle énorme. Ces structures sont subdivisées en gallotanins (type I - des 

tanins) et ellagitanins (type II - des tanins) comprenant les gallagylesters plus uniques, tel que le 

tannin hydrolysable prédominant des grenades connu sous le nom de punicalagine (Haslam, 2007; 

Khanbabaee et van Ree, 2001; Okuda et al., 2000). 

La punicalagine, ellagitanin complexe, caractéristique de la peau de grenade, est formé d'un 

glucose lié à l'acide ellagique et à l'acide gallagique.elle est extraitedans le jus de grenade à partir de 

la peau pendant la transformation de jus et qui est responsable de plus de 50% de l'activité 

antioxydante du jus de grenade (Adams et al., 2006). 

D'autres classes d'ellagitanins comprennent les dehydroellagitanins (type III de tanins ) et les 

dehydroellagitanins transformés (type IV tanins) (Okuda et al., 2000). 

La biosynthèse des ellagitanins dans la grenade suit la voie commune de ce genre de 

composés (figure 11). L'acide ellagique est bio-synthétisé à partir de l'acide hexa-hydroxy-diphényl-

dicarboxylique,à travers la lactonisation entre les groupes carboxyles et hydroxyles, qui peut être 

considéré comme un composant central (Figure 12).  

Les groupes hydroxyles de l'acide ellagique sont substitués pour former les différents dérivés 

de l'acide ellagique, comme l'acide 3-0-méthylellagique, l’acide 3,3'-di-O-méthylellagique, l’acide 

4,4'-di-O-méthylellagique, l’acide  3,3',4'-tri-O-méthylellagique, et l’acide 3'-O-méthy1-3,4 

méthylènedioxy-ellagique. 
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L'acide ellagique et ses dérivés génèrent les glycosides par glycosylation avec les saccharides. 

Plusieurs acides hexa-hydroxy-diphényldicarboxylique peuvent être polymérisés en polymères par 

estérification entre les groupes carboxyles d'un monomère et les groupes hydroxyles d’un autre 

(Wang et al., 2006).   

Figure 11 : Voie de biosynthèse des ellagitanins dans la grenade 

Les gallotanins, qui sont surtout présents dans les feuilles et rarement signalés dans d'autres 

parties de la grenade se composent généralement d'un couple de groupes galloyl et, par 

conséquent, ils peuvent être considérés comme des dérivés de l'acide gallique (Li HX et al., 2002). 

De point de vue biosynthèse, ces composés sont, comme les ellagitanins, synthétisés par 

estérification, lactonisation et glycosylation entre les parties d’uneseule molécule ou des molécules 

multiples (Wangs et al.,2006). 
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Figure 12 : Structure de l’acide ellagique, gallique et les punicalagines A & B 

4.4.2. Flavonoïdes : 

Les flavonoïdes isolées à partir de la grenade incluent les flavones, les flavonols, les 

anthocyanidines et flavan-3-ols. Les couleurs brillantes du péricarpe et du jus sont attribuées aux 

anthocyanidines et aux flavan-3-ols, dont la teneur diminue ou augmente avec de la période de la 

maturation(Wang et al., 2010). 

Les anthocyanidines rapportées dans la grenade sont habituellement présentes sous forme de 

glucoside avec des aglycons de delphinidine, de cyanidine et de pelargonidine, alors que les flavan-

3-ols trouvés dans cette plante sont seulement présents sous la forme déglucosylée comprenant la 

catéchine, l'épicatéchine, l'epigallo-catéchine et leurs dérivés. Les flavones et les flavonols 

constituent les principalesflavonoïdes du péricarpe et des feuilles, qui existent fréquemment comme 

glucosides avec des aglycons de lutéoline, de kaempferol, de quercétine, d'apigénine et de naringine 

(Wang et al., 2010). 
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Les anthocyanines sont des glucosides, qui lors de l'hydrolyse donnent un sucre et un aglycon 

appelée anthocyanidine. Ceci à la suite a une structure composée d'un noyau benzopyril et d'un 

anneau phénol, connu comme cation flavilio, qui est déficient enélectrons et donc très réactif 

(Maestre, 2000). 

La couleur rouge dépend de la concentration et du type d'anthocyanines contenues dans le 

fruit.Les dérivés de delphinidine donnent les nuances bleues et pourpres, tandis que le pelargonidine 

est responsable des nuances de rouge orangé (Harborne, 1982). 

Six anthocyanines ont été isolées et identifiées comme étant responsables de la couleur du jus 

de grenade : delphinidine 3-glucoside et 3,5-diglucoside, cyanidine 3-glucoside et 3,5-diglucoside, 

et pelargonidine 3-glucoside et 3,5-diglucoside (Du etal., 1975, Kriventsov et Arendt, 1981; Gilet 

al., 1995). 

Phénylalanine  4-Coumaryol- CoA 

                                PAL   C4H   4CL    CHS  ← 3X Malonyl CoA 

                                                      Chalcone 

                                                                       CHI 

                                                      Flavanone 

                                                                         F3H 

                                                   Dihydroflavonols Flavonols 

DFR 

Catéchine Leucocyanidines 

                                    LAR        LDOX(ANS)  

    Epicatéchine                               Anthocyanidines 

 

 

 

Figure 13 : Représentation schématique de la voie biosynthétique des flavonoïdes menant à la 

production des anthocyanines et des proanthocyanidines 

Les abréviations nommées d'enzymes sont comme suit : PAL , Phénylalanine ammonia-lyase; C4H, cinnamate 4-
hydroxylase; 4CL, 4-coumarate: CoA ligase; CHS, chalcone synthase; CHI , chalcone isomérase; F3H, Flavanone 3-
hydroxylase; FLS, Flavonol synthase; DFR, dihydroflavonol reductase; LAR , leucoanthocyanidine réductase; LDOX , 
leucoanthocyanidine oxidase/ANS, anthocyanidine synthase; ANR, anthocyanidine réductase; GT, glucosyltransférase; 
AT, acyltransférase; MT , méthyltransférase 

Proanthocyanindines 
(Tanins condensés) 

Cyanindine, Pelargonidine et Delphinidine 
dérivés de glucoside 
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4.4.3. Alcaloïdes  

Les alcaloïdes sont principalement trouvés dans l'écorce de la tige et de la racine aussi bien 

que dans le jus de grenade. Il y a principalement deux genres d'alcaloïdes comprenant les 

pipéridines et les pyrrolidines rapportées dans cette plante. 

Habituellement, les pipéridines ont un squelette d'anneau de six-membres et les pyrrolidines 

ont un squelette d'anneau de cinq-membres. Les espèces et le contenu des pipéridines sont 

relativement plus importants que ceux des pyrrolidines (Wang et al., 2010). 

4.4.4. Acides organiques  

Les graines sont riches en acides gras insaturés comprenant l'acide punicique, l'acide 

linoléique, l'acide oléique, l'acide palmitique, l'acide stéarique, et l'acide linolénique, et la teneur 

totale en ces acides gras représente 15.26% du poids des graines(Li et al., 1994 ; Wang et al., 

1999; Schubert et al., 1999). 

Le jus contient principalement les acides gras de chaîne droite, dont l'acide citrique et l'acide 

malique qui sont les principaux composés avec une teneur de 4.85 et 1.75 g/l, respectivement 

(Neuhofer, 1990). En outre, l'acide tartrique, l'acide oxalique et l'acide succinique ont été 

également trouvés dans le jus (Poyrazoglu et al.,2002). 

Les acides phénoliques se composent de l'acide caféique, de l'acide fumalique, de l'acide 

chlorogénique et de l'acide p-coumarique qui sont habituellement présents dans le jus et/ou le 

péricarpe (Artik, 1998 ; Amakura et al., 2000). 

4.4.5. Triterpènes et stéroïdes 

Les triterpènes sont fréquemment trouvés dans les fleurs et les graines de grenade.Ces 

composés comprenant l'acide ursolique, l'acide oléanolique, l'acide maslinique, l'acide 

punicanolique, la friedeline, l'acide betulinique et l'acide asiatique apparaissent habituellement sous 

forme de triterpénoïdes pentacycliques avec un C-28 carboxylique et une double liaison entre C-12 

et C-13. 

Les stéroïdes sont seulement trouvés dans les graines, qui se composent des stérols, tels que le 

cholestérol, le stigmastérol, le camestérol, le β-sitostérol et le daucostérol ; et des stéroïdes de sexe, 

tels que 17-α-estradiol, estrone, testostérone et oestriol (Wang et al., 2010). 
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4.4.6. Autres composés 

D'autres composés comprenant les saccharides, les coumarines et les lignanes ont été 

également rapportés dans la grenade tels que le coumestrol, le coniferyl 9-O-[β-

dapiofuranosyl(1→6)]-O-β-D-glucopyranoside, le sinapyl 9-O-[β-dapiofuranosyl(1→6)]-O-β-D-

glucopyranoside, le phénéthyl rutinoside et l’icariside D1 ont été isolés dans les graines (Wang et 

al. 2004).Le glucose, le fructose et le saccharoseont été trouvés dans le jus (Cui etal.,2004). 

 
L’analyse par GC-MS a montré que la fraction d'acétate d’éthyle de l'extrait d'écorce de 

Punica granatum contient le Pyrogallol (41.88%), le 5-Hydroxyméthylfurfural (14.10%), le D-

Allose (9.17%), le 2-Methoxy-1, 4 Benzènediol (8.34%) et l’acide 2, 3diméthylfumarique (3.96%) 

(Sangeetha et Vijayalakshmi, 2011). 

Tableau 5 : Constituants du fruit et de l’arbre de Punica granatum(Jurenka, 2008) 

Composé Constituants 

Jus 

 

Anthocyanines, glucose, acide ascorbique, acide ellagique, acide gallique ;  

acide caféique; catéchine, EGCG, quercétine, rutine; nombreux minéraux 

particulièrement le fer; acides aminés. 

Grain 95 % acide punicique ; autres constituants, y compris l’acide ellagique ; 

autres acides gras; stérols. 

Péricarpe  

(peau, écorce) 

Punicalagines phénoliques, acide gallique et autres acides gras, catéchine, 

EGCG, quercétine et autres flavonoles, flavones, flavonones, anthocyanidines 

Feuilles Tanins (punicaline et punicafoline; et flavone glucosides y compris la 

lutéoline et l’apegenine 

Fleur Acide gallique, acide ursolique, triterpénoïdes, y compris l’acide asiatique et 

l’acide maslinique, autres constituants non identifiés 

Racine et écorce Ellagitanins, y compris la punicaline et la punicalagine; nombreux alcaloïdes 

pipéridines 
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4.5.Activités biologiques de grenade : 

La grenade a été  longtemps approuvée comme aliment et médicamentet comme régime dans 

la convalescence après diarrhée. La partie officinale, l'écorce du fruit est astringente, 

digestive,cardiotonique, agent stomachique et elle est fortement efficace dans la diarrhée et la 

dysenterie chronique, la dyspepsie, le colite (inflammation de l'intestin), les hémorroïdes et les 

désordres utérins (Sivarajan et  Balachandran , 1994). 

La peau de grenade est riche en polyphénols comprenant les ellagitanins, les gallotanins, 

l’acides ellagique, l’acides gallagique, la catéchine, les anthocyanines, l’acide férulique, et la 

quercétine.Ces polyphénols montrent de diverses activités biologiques, telles que l’élimination des 

radicaux libres, l’inhibition de l’oxydation et de la croissance microbienne, et la diminution du 

risque des maladies cardio- et  cérébrovasculaires et quelques cancers. Beaucoup de chercheurs ont 

prouvé que les préparations contenant l'extrait de la peau de grenade peuvent être utilisées pour 

empêcher et/ou traiter l'athérosclérose, la diarrhée, l'ulcère gastrique, la maladie vénérienne, et les 

maladies relatives à l’œstrogène (Reddy et al.,2007). 

4.5.1. Activité antioxydante : 

Les études chez le rat et la souris confirment les propriétés antioxydantes de l’extrait des 

sous-produits de la grenade préparés à partir de fruits entiers, moins le jus, montrant une 

réduction de 19% du stress oxydatif dans les macrophages péritonéaux de souris (MPM), soit une 

baisse de 42%  de la teneur cellulaire en peroxydes lipidiques, et une augmentation de 53% des 

niveaux du glutathion réduit (Rosenblat et al., 2006). 

Une étude séparée chez les rats avec des dommages au foie induits par le CCl4 a démontré que 

le prétraitement avec l’extrait de l'écorce de grenade (EEG) a amélioré ou maintenu l'activité de 

piégeage des radicaux libres des enzymes hépatiques : la catalase, la superoxyde dismutase, et la 

peroxydase, et a abouti à 54%  de réduction des valeurs  de la peroxydation lipidique  par rapport 

aux témoins (Chidambara et al., 2002). 

Autres études ont démontré que l'extrait de la peau degrenade diminue la peroxydation 

lipidique dans les tissus hépatiques, cardiaques, et rénaux (Parmar et Kar, 2008) et a un effet 

facilitant sur les capacités de piégeage de l'anion superoxyde et du peroxyde d'hydrogène. 

Abdel Moneim (2012) a examiné l'extrait méthanolique de la peau de Punica granatum 

(grenade) pour son activité antioxydante sur le cerveau des rats mâles adultes albinos Wistar en 

mesurant les paramètres antioxydants (le glutathion réduit, la catalase, la superoxyde dismutase, la 
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glutathion réductase, la glutathion-S-transférase, et la glutathion peroxydase), le peroxyde 

d'hydrogène (H2O2), l'oxyde nitrique (NO) et la peroxydation lipidique (MDA) dans l’homogénat 

de cerveau. Le traitement avec la peau de grenade a eu comme conséquence l'augmentation 

marquée de la plupart des paramètres antioxydants avec la réduction des oxydants : H2O2 (-15.6%,p 

< 0.005), NO (-23.6%)  et MDA (-10.9%). 

4.5.2. Activité antidiabétique : 

Une étude visant à évaluer le rôle de l'extrait de la poudre de peaux de Punica granatum 

dans sa dose thérapeutique humaine sur le nombre des cellules bêta,  la glycémie et les taux 

plasmatiques d'insuline  chez des rats normaux et des rats diabétiques alloxanes pendant 4 semaines 

de traitement. Le traitement a révélé que l'extrait aqueux de grenade a diminué significativement le 

niveau de glucose du sang et augmenté le niveau d'insuline dans les rats normaux et les rats 

diabétiques traités. Le pancréas a montré une augmentation du nombre des cellules bêta dans 

les rats normaux et les rats diabétiques traités (Khalil, 2004). 

Dans une autre étude (Labib Ahmed Hossin, 2009) qui a été réalisée pour évaluer l'effet de 

la poudre de peau de grenade et son extrait sur le métabolisme des lipides chez les rats males hyper-

cholestérolémiques, la poudre de la peau de grenade a été ajoutée à un régime 

hypercholestérolémique par 5, 10 ou 15% comme fibre diététique tandis que l'extrait de la peau de 

grenade a été ajouté à un régime hypercholestérolémique par 1, 2 ou 3%. 

Les résultats ont montré que les rats hypercholestérolémiques ont subi des changements très 

importants dans tous les paramètres lipidiques testés en comparaison avec le groupe témoin négatif 

(rats normaux). Tous les rats hypercholestérolémiques administrés avec différentes doses de la 

poudre de la peau de grenade (5, 10 et 15%) ont montré une diminution significative de la 

consommation alimentaire et du taux de gain de poids corporel en comparaison avec le groupe 

témoin positif (rats hypercholestérolémiques) (Labib Ahmed Hossin, 2009). 

Le poids des organes rate, reins, foie par rapport au poids corporel et tous les paramètres 

lipidiques testés, sauf HDL ont montré une diminution hautement significative pour tous les rats 

hypercholestérolémiques administrés avec différentes doses de poudre de peau de grenade (5, 10 et 

15%) ou administrés avec différents niveaux d'extrait de peau de grenade (1, 2 et 3%) en 

comparaison au groupe témoin positif (Labib Ahmed Hossin, 2009). 
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Figure 14 : Effets bénéfiques de peau de grenade et ses extraits (Nasser Al-Muammar et Khan, 

2012) 

4.5.3. Activité antifatigue  

L’effet des polyphénols extraits à partir de la peau de grenade (EPG) a été étudié sur la 

performance de natation chez le rat. Dans la présente étude, la propriété antifatigue de l’EPG a été 

clairement établie pour la première fois; grâce à des activités enzymatiques réduites de la lactate 

déshydrogénase (LDH), lacréatine pyruvate kinase (CPK) et de la peroxydation lipidique, 
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l'augmentation de la production d'ATP avec un contenu en glycogène meilleur dans le foie et le 

muscle a appuyé les conclusions. Les niveaux accrus de la teneur en ADN et en ARN dans 

lestissus indiquantun catabolisme réduit des protéines dans les tissus aussi contribuent à la 

propriété antifatigue des polyphénols de l’EPG(Swamy et al., 2011). 

4.5.4. Activité antimicrobienne : 

Selon Machado et al. (2003),les ellagitanins isolés dans la grenade ont montré une activité 

antibactérienne contre Staphylococcus aureus méthicilline-résistant et méthicilline-sensible, avec 

une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 62.5 µg/ml.  

Les fractions de l'acide ellagique, de l'acide gallagique, des punicallines, et des punicalagines 

extraits à partir de la grenade ont révélé une activité antimicrobienne contre Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus méthicilline-résistant, et d'autres bactéries 

nocives (Reddy et al., 2007). 

Braga et al. (2005) ont évalué l'effet de l'extrait méthanolique de fruit entier de grenade sur S. 

aureus et la production ultérieure de l'entérotoxine. Ils ont suggéré que les extraits de grenade ont 

pu être considérés comme une thérapeutique antibactérienne potentielle avec la capacité 

additionnelle d'inhiber la production d'entérotoxine. Ils ont ajouté que les propriétés antibiotiquesde 

l'extrait sont d'un intérêt extrême à la suite de la menace croissante des souches bactériennes 

développant une résistance aux antibiotiques conventionnels. 

Endo et al. (2010) ont suggéré que la punicalagine isolé des peaux de grenade possède une 

forte activité contre candida albicans et candida parapsilosis de même la combinaison du 

punicalagine et du fluconazole a montré une action synergique très efficace. 

Al-Zoreky (2009) a montré que l'extrait méthanolique 80% des peaux de grenade était un 

inhibiteur efficace contre Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et 

Yersinia enterocolitica. 

4.5.5. Activité cicatrisante : 

Comparée à un produit topique antibactérien du commerce, une préparation à base d’extrait 

de peau de grenade (44 % de composés phénoliques) à 5 % permet une bonne cicatrisation, 

nettement visible par examen histopathologique desblessures des rats Wistar utilisés. Au bout de dix 

jours, les rats traités au gel à l’extrait de peau de grenade sont guéris, alors que 16 à 18 jours sont 

nécessaires à la cicatrisation des rats témoins. Les analyses par HPLC montrent que les composants 
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majoritaires de l’extrait sont la catéchine et l’acide gallique, molécules qui pourraient donc avoir un 

intérêt dermatologique (Murphy et al., 2004). 

4.5.6. Action anti-ulcère 

L’extrait de peau de grenade possède une activité inhibitrice des ulcères de l’estomac induits 

par l’aspirine et l’éthanol, grâce à ses propriétés antioxydantes. Pour des doses de 250 et500 mg/kg 

d’extrait de grenade à 70 %, le pourcentage d’inhibition s’élève, respectivement, à 22,37 et 74,21 

pour les ulcères induits par l’aspirine et à 21,95 et 63,41 pour ceux induits par l’éthanol. Chez les 

animaux traités, les taux in vivo d’antioxydants telles que la superoxyde dismutase, la catalase, le 

glutathion et la gluthation peroxydase ont été augmentés pour atteindre des valeurs proches de la 

normale. 

Le taux de peroxydation lipidique des tissus est diminué chez les animaux traités par rapport 

au groupe témoin. De plus, alors que l’estomac des animaux témoins montre une érosion sévère de 

la muqueuse gastrique, des œdèmes sous-muqueux et une infiltration par les neutrophiles, celui des 

animaux traités a` l’extrait de peau de grenade ne montre aucun de ces symptômes (Ajaikumar et 

al., 2005). 

4.5.7. Action anticancéreuse 

Les cellules cancéreuses ont la capacité de redevenir des cellules saines par un processus 

appelé différenciation. Les flavonoïdes peuvent induire cette différenciation avec une toxicité plus 

faible que les rétinoïdes, ce qui les rend intéressant pour le traitement de la leucémie, mais aussi des 

cancers du sein ou de la prostate. Ainsi, les fractions riches en polyphénols de grenade ont une 

activité antiproliférative, anti-invasive, anti-eïcosanoïde, anti-angiogène et proapoptose sur des 

cellules cancéreuses de sein et de prostate. Une étude réalisée sur des promyélocytes humains de 

leucémie (HL-60) montre que des extraits riches en flavonoïdes, obtenus l’un à partir de jus de 

grenade fermenté et l’autre à partir de péricarpe de grenade, sont fortement promoteurs de 

différenciation, alors que l’extrait de jus de grenade frais a un effet plutôt faible. Les extraits de 

grenade ont aussi une action inhibitrice de la prolifération des cellules cancéreuses, les extraits de 

jus fermenté et de peau de grenade étant plus efficaces (Kawaii et Lansky, 2004). 

4.6.Toxicité des polyphénols de grenade : 

Il a été dit que la punicalagine, le tanin ellagique hydrosoluble et le polyphénol antioxydant 

très abondant dans le jus de grenade (˃2 g/l) étaient toxiques pour le bétail. Une étude a donc été 

réalisée sur des rats Sprague-Dawley pour évaluer la toxicité potentielle de ce composé via un 

régime enrichi en punicalagine à hauteur de 6 %, administré sur une période de 37 jours.  
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La quantité d’aliments ingérés, l’index d’utilisation alimentaire et le taux de croissance sont 

plus faibles chez les rats traités durant les 15 premiers jours sans effet adverse significatif. Cela 

pourrait être dû à la plus faible valeur nutritionnelle de la ration enrichie en punicalagine ainsi qu’à 

sa moindre appétence. Aucune différence significative n’a été observée lors des analyses de sang, 

sauf pour l’urée et les triglycérides qui sont restés à des valeurs faibles durant toute l’expérience. 

L’analyse histopathologique du foie et des reins a confirmé l’absence de toxicité (Cerda et al., 

2003). 

4.7.Extrait de peau de grenade comme additif fonctionnel : 

De nombreux conservateurs sont ajoutés aux aliments comme antioxydants ou agents 

antimicrobiens.Les composés phénoliques sont connus pour posséder les deux propriétés (Shahidi 

et Naczk, 2004). 

De ce point de vue, l'extrait de grenade peut servir d'additif fonctionnel avec l'action duelle, 

servir d'antioxydant et entre-tempsexercer un effet antibactérien. L'extrait de peau de grenade 

aététrouvéefficace comme antioxydant dans le pâtéde poulet en le protégeant contre la 

ranciditéoxydante. L'industrie de viande pourrait utiliser ces fruits ou sous-produits de fruit comme 

une source potentielle des composés phénoliques due à leur immense valeur nutraceutique et qui 

peut être employée pour produire la viande fonctionnelle (Naveena et al., 2008). 

Une étude a été effectuée  par Naveena et al. (2008) pour évaluer le potentiel antioxydant du 

jus de grenade (JG), de l'extrait de poudre de l’écorce (EPE) et de butyl-hydroxy-toluène  (BHT) 

dans les pâtés cuits de viande de poulet pendant le stockage réfrigéré (en conditions aérobies à 4°C 

pendant 15 jours).Les résultats obtenus ont montré que les composés phénoliques de peau de 

grenade inhibent de manière significative l'oxydation de lipides dans les pâtés àune étendue 

beaucoup plus grande que JG et BHT (augmentation de la teneur en polyphénols totaux, réduction 

des valeurs de TBARS sans affecter les attributs sensoriels). L’addition de JG ou l’EPE à un niveau 

de 10 mg équivalent polyphénols/100 g de viande serait suffisant pour protéger les pâtés de poulet 

contre la rancidité oxydante pendant des périodes plus longues que l'antioxydant synthétique le plus 

généralement utilisé comme le BHT. 

Dans une autre étude, Devatkal et al. (2010) ont évalué l'effet antioxydant des extraits des 

sous-produits de fruit à savoir, la poudre d'écorce de kinnow (PEK), de la poudre d'écorce de 

grenade (PEG) et de la poudre de graine de grenade (PGG) dans les pâtés de viande de chèvre 

pendant le stockage réfrigéré (à 4°C pendant 12 jours). 
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Les petits pâtés traités ont montré une réduction significative de la valeur Hunter Lab L et de 

la valeur de TBARS par rapport aux pâtés témoins. La poudre de peau de grenade a donné les 

meilleurs résultats suivie de la poudre de graine de grenade (PGG) et la poudre d'écorce de kinnow. 

Kanatt, Chander et Sharma (2010) ont montré que l’addition de l’extrait de peau de 

grenade aux produits de viande de poulet a augmenté la durée de conservation à 2 à 3 semaines 

pendant le stockage réfrigéré grâce à une bonne activité antimicrobienne contre Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus et Pseudomonas et une activité antioxydante efficace en inhibant la 

rancidité oxydative des produits de poulet. 

- Probiotiques : 

L'effet supplémentation de l'acide ellagique, de l'acide gallique, de l'extrait de graine de raisin, 

de l'extrait de peau de grenade, et de l’’huile essentielle de menthe poivrée sur les propriétés 

sensorielles et antioxydantes de la crème glacée probiotique produite en utilisant Lactobacillus 

casei Shirota a été déterminé. En plus, la survie de L. casei dans la crème glacée et son interaction 

avec les suppléments ont été également étudiées. 

La supplémentation avec l’extrait de peau de grenade a donné le meilleur résultat pour tous 

les paramètres. Elle a apporté la meilleure contribution à la teneur phénolique et à l'activité 

antiradicalaire à la crème glacée avec un score sensoriel acceptable. Les meilleurs comportements 

bactériens : adaptation et survie élevées faible diminution du nombre bactérien ont été observés 

dans la crème glacée supplémentée avec l’acide gallique et l’extrait de peau de grenade (Sagdic et 

al., 2011). 

L’addition de l'extrait sec de peau de grenade à 0.5% dans les jus de tomates et jus d'orange 

avec les fraises a donné de bons résultats avec une augmentation significative des polyphénols et de 

l’activité antioxydante avec une meilleure acceptation de jury de dégustation (Salgado et al., 2012). 

- Alimentation animale : 

Les déchets restants de la production de jus peuvent être utilisés par exemple comme matière 

première pour l'extrait de peau de grenade. La pratique de son utilisation comme source des 

antioxydants en alimentation de bétail est développée. Shabtay et al. (2008) ont étudié l’effet de la 

supplémentation diététique des veaux avec les peaux fraîches de grenade et ont constaté qu’elles 

favorisaient des augmentations significatives de la prise d'alimentation et de la concentration en α-

tocophérol dans le plasma, avec la tendance positive envers le gain de poids accru des veaux. 
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- Produit fongicide : 

L’application de l'extrait de la peau de grenade comme fongicide efficace, respectueux à 

l’environnement contre les champignons pathogènes des plantes a été étudiée. 

L’aérosolisation avec l’extrait de la peau de grenade a confirmé son efficacité comme agent 

d'aseptisation antifongique contre Penicillium digitatum. La prévention et le contrôle des agrumes 

récoltés envahis par la moisissure verte de citron P.digitatum, in vivo, ont été appliqués avec succès 

en immergeant le fruit blessé dans des solutions d’EPG. Par conséquent, l’application de ce dernier 

pour le contrôle de ce champignon via l'hygiène des salles d'entreposage et de traitement du fruit 

récolté a été recommandé (Tayel et al., 2009). 

 
- Substrat de fermentation : 

Des études effectuées ont suggéré que les résidus du fruit de grenade peuvent être utilisés 

comme substrat alternatif attrayant pour la production biotechnologique de l’acide ellagique comme 

résultat de l'hydrolyse des ellagitanins. 

L'importance de ce composé est due à ses propriétés diverses rapportées commefortes telles 

que les capacités antioxydante, anti-inflammatoire, anti-tumorale, antimicrobienne, antivirale, 

antiproliférative (Aguilera-Carbo et al., 2007). 

Les peaux de grenade (Punica granatum) ont été caractérisées pour leurutilisation comme 

source d'antioxydants, substrat et support de fermentation à l'état solide. 

Aguilar et al. (2008) ont montréque le processus dela fermentation fongique  par Aspergillus 

niger GH1 a conduit à une forte accumulation de l'acide ellagique, une diminution de la teneur en 

sucres réducteurs et augmentation de la fraction de masse de protéines 19 fois après 96 h de culture  

Robledo et al. (2008) ont caractérisé deux souches d’Aspergillus niger (GH1 et PSH) 

préalablement isolées à partir d'une région semi-aride du Mexique  pour leur efficacité dans la 

bioconversion. L’activité de l’enzyme tanin acyle hydrolase (TAH) n'a pas été clairement associée à 

la production de l’acide ellagique.L’acide ellagique qui s’est accumulé dans les 

cultures d’A. Niger GH1 était remarquablement pur après un procédé d'extraction simple.  
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I.  Extraction, dosage et évaluation de l’activité antioxydante des polyphénols 

1.1.Matériel végétal : 

Les grenades (Punicagranatum L., variété Sefri) ont été achetéesdu marché local. Seuls les 

fruits mûrs et intacts ont été sélectionnés pour cette étude.  

Pour préparer la poudre de l’écorce (ou peau) de grenade, les fruits sont d’abord lavés 2 fois 

avec de l’eau distillée, les écorces sont enlevées manuellement, puis séchés au soleil et pulvérisées à 

l’aide d’un  broyeur Moulinex pour les faire passer à travers un tamis de 1 mm(Iqbal et al., 2008). 

1.2.Extraction des polyphénols de la poudre de peau de grenade : 

Les polyphénols ont été extraits de la poudre au moyen d’un extracteur Soxhlet en utilisant les 

solvants suivants : méthanol (polaire avec une constante diélectrique de 33); acétone (polaire avec 

une constante diélectrique de 21) et acétate d’éthyle (non polaire avec une constante diélectrique de 

6). 8 h pour chacun afin d’extraire les différents types de composants antioxydants.  

L'extrait obtenu a été ensuite filtré à l'aide du papier filtre Whatman n° 41 pour enlever les 

particules de l’écorce puis concentré sous vide à 40 °C (Singh et al., 2001;  Li et al., 2006 ; 

Ardekani et al.,  2011).  

1.2.1. Calcul du rendement de l’extraction : 

Le rendement en extrait sec exprimé en pourcentage est calculé d’après la formule suivante : 

R% = (PES / PE) * 100 

� R% : Rendement en pourcentage 

� PES : poids de l’extrait sec (g) 

� PE : poids de l’échantillon (poudre) (g). 

 

1.3.Dosage des composés phénoliques : 

1.3.1. Polyphénols totaux: 

La teneur en polyphénols totaux de l’extrait est déterminée au moyen du réactif de Folin-

Ciocalteu. Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide 

phosphomolybdique qui est réduit, lors de l’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de 

tungstène et de molybdène. La coloration bleue produite possède une absorption maximale aux 

environs de 750 nm. L’absorbance, par référence à une gamme étalon obtenue avec un acide 

phénolique (acide gallique), permet de déterminer la quantité de polyphénols totaux présente dans 

un extrait. Elle est exprimée en mg d’équivalent acide gallique par g de matière sèche. 
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Protocole expérimental : 

Les polyphénols totaux ont été déterminés selon la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Li 

et al.(2006) : 

� Dans un tube à essai, 0,5 ml de l’extrait méthanolique (10 mg d’extrait sec dans 100 ml du 

méthanol) est ajouté à 2,5 ml de réactif de Folin–Ciocalteu dilué dix fois. 

� Juste après un moment variant entre 30 secondes et 8 minutes,2 ml de carbonate de sodium à 

7.5% (75 g/L) sont additionnées. 

� Les tubes à essai sont maintenus à l’obscurité pendant 30 min à température du laboratoire, 

l’absorbance est mesurée à 760 nm.   

� Un blanc est préparé dans les mêmes conditions, en remplaçant l’extrait méthanolique par le 

méthanol.  

� Les polyphénols totaux sont quantifiés à l’aide d’une courbe d’étalonnage obtenue par 

mesure des absorbances des concentrations connues de solutions étalons de l’acide gallique 

(20-100 µg/ml dans le méthanol). 

� Les résultats sont exprimés en équivalent acide gallique par rapport à la matière sèche (mg 

EAG/g MS). 

 

1.3.2. Flavonoïdes : 

Les flavonoïdes ont été déterminées selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AlCl3) de 

Blasa et al.(2005) modifié par Viuda-Martos et al. (2011). 

� 1 ml de l’extrait méthanolique (10 mg de l’extrait sec dans 10 ml du méthanol) est ajouté 

dans un tube à essai avec 4 ml d’eau distillée.  

� Au temps 0 (T0), 0,3 ml de sodium nitrite (NaNO2) à 5% sont additionnés.  

� Après 5 minutes, 0,3 ml de trichlorure d’aluminium (AlCl 3) à 10% sont ajoutés.  

� A  la 6 ème minute, 2 ml de NaOH 1M sont ajoutés. 

� Le mélange est dilué avec 2,4 ml d’eau distillée pour avoir un volume final de 10 ml. 

� L’absorbance est lue à 510 nm contre le blanc (méthanol). 

� Les flavonoïdes sont quantifiées à l’aide d’une courbe d’étalonnage obtenue par mesure des 

absorbances des concentrations connues de solutions étalons de la quercétine (20-100 µg/ml 

dans le méthanol). 

� Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de quercétine par 

milligrammed’extrait sec (mgEQ/g). 
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1.3.3. Tanins hydrolysables : 

Les anthocyanines ont été déterminées selon la méthode de Willis et Allen (1998) modifié par 

Çam et Hişil (2010) : 

• Dans un tube à essai, 1 ml de l’extrait dilué dix fois et 5ml de KIO3 à 2,5% sont mélangés et 

vortexés  pendant 10 secondes.  

• Le temps de réaction optimal pour obtenir la valeur maximale d'absorbance a été déterminé 

de 2 minutes pour les extraits de peau de grenade et de 4 minutes pour les solutions étalons 

de l'acide tannique. 

• L'absorbance du mélange de couleur rouge a été déterminée à 550 nm contre le blanc (eau 

distillée). 

• Six concentrations différentes de solutions d'acide tannique (500-2000 µg/ml) sont préparées 

pour l'étalonnage. 

• Les résultats finaux sont exprimés en mg équivalent d'acide tannique par g de matière 

sèche(mg EAT/g MS). 

Tous les dosages ont été réalisés en triplicata (3 répétitions pour toutes les concentrations). 

1.4.   Détermination de l’activité antioxydante : 

Dans le but d’évaluer l’activité antioxydante de l’extrait de peau de grenade, 4 tests ont été 

réalisés : pouvoir réducteur, pouvoir de piégeage du radical DPPH, peroxydation de l’acide 

linoléique et chélation de fer. 

1.4.1. Pouvoir réducteur : 

L’aptitude des phénols totaux à réduire le fer ferrique Fe (III) en Fe (II) est évaluée par la 

méthode d’Oyaizu (1986). 

Protocole expérimental : 

� 0,125 ml de différentes concentrations de l’extraitméthanolique(2, 5, 10, 20, 50, 100 µg/ml) 

sont mixés avec 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 2,5 ml de hexacyanoferrate 

de potassium [K3 Fe(CN)6] à 1 %.  

� Le mélange est incubé à 50 °C pendant 20 min. Après, 2,5 ml de l’acide trichloroacétique 

(TCA) à 10% (p/v) sont ajoutés, le mélange est centrifugé à 3000 t/min pendant 10 min.  
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� La phase supérieure de la solution (2,5 ml) est mélangée avec 2,5 ml de l’eau distillée et 

0,5ml de chlorure de fer (III) (FeCl3) à 0,1 %.  

� L’absorbance est mesurée spectrophotométriquement à 700 nm. 

� Le blanc est préparé de la même façon en remplaçant l’extrait par le méthanol. L’acide 

ascorbique, α-Tocophérol et le BHT à différentes concentrations sont utilisés comme 

standard. 

Une absorbance élevée indique un pouvoir réducteur élevé. La concentration en extrait 

fournissant 0.5 d'absorbance (EC50) ou la concentration effective a été calculée à partir du 

graphique de l'absorbance à 700 nm contre la concentration en extrait (Ferreira et al., 2007). 

1.4.2. Pouvoir de piégeage du radical DPPH 

Principe : 

Le diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et présentant 

une absorbance caractéristique à 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est 

réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé à propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une 

décoloration (l’intensité de la coloration est inversement proportionnelle à la capacité des 

antioxydants présents dans le milieu à donner des protons) (Sanchez-Moreno, 2002). On peut 

résumer la réaction de la manière suivante : 

DPPH + (AH)n → DPPH-H +(A)n  

Où (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogène au radical DPPH (violet) 

pour le transformer en diphényle picrylhydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de 

décoloration à 517 nm. 

Protocole expérimental : 

Le test utilisant le radical DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Sahin et al. 

(2004). 

25 µl de la solution méthanolique de l’extrait phénolique (reconstitué selon la concentration 

voulue)  et 0.975 ml de la solution méthanolique de DPPH (0.0024 g/100 ml méthanol) sont ajoutés 

dans une cuvette après incubation pendant 30 min et l'absorbance a été mesuré à 517 nm contre le 

méthanol. 
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Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés à ceux obtenus pour le 

BHT,l’ acide ascorbique et l’α-Tocophérol pris comme antioxydant standard. L’activité antiradicalaire 

(AA) est estimée selon la formule suivante : 

AA%  = [(Abs contrôle-Abs échantillon)/Abs contrôle] ×100 

- Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux (IC50) 

Elle est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants  nécessaire pour 

inhiber ou faire disparaître 50% des radicaux. Elle est obtenue à partir de l’équation de la courbe de 

l’activité antioxydante (%) en fonction de la concentration de l’antioxydant. 

1.4.3. Activité antioxydante totale dans le système acide linoléique : 

La méthode de thiocyanate ferrique (FTC) mesure la quantité de peroxydes produits à l'étape 

initiale de l'émulsion d'acide linoléique pendant l'incubation. Ici, le peroxyde réagit avec du 

chlorure ferreux FeCl2  pour former le chlorure ferrique FeCl3, qui réagit alternativement avec du 

thiocyanate d'ammonium pour produire le thiocyanate ferrique, un pigment rougeâtre.Une valeur 

faible d'absorbance mesurée par l'intermédiaire de la méthode de FTC indique une activité 

antioxydante élevée  (Kim et Kim, 2010). 

Protocole expérimental : 

La peroxydation de l’acide linoléique a été déterminée selonla méthode de thiocyanate  

ferrique (FTC) décrite par Zou et al.(2004) : 

� L'émulsion d'acide linoléique est préparée en mélangeant 0.28 g d'acide linoléique, 0.28 g de 

Tween 20 comme émulsifiant, et 50 ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 7.0), et 

alors le mélange est homogénéisé. 

� 0.5 ml de la solution (0.5 mg/ml) est mélangée à 2.5 ml de l'émulsion d'acide linoléique (0.2 

M, pH 7.0) et 2 ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 7.0). 

� Le mélange réactionnel est incubé à 37 °C dans l'obscurité pour accélérer la peroxydation. 

Les niveaux de peroxydation sont déterminés selon la méthode de thiocyanate (0.1 ml, 

30%),  

� Un volume de 0.1 ml du mélange est ajouté à 5.0 ml d'éthanol à 75%, 0.1 ml de thiocyanate 

d'ammonium à 30% et 0.1 ml de chlorure ferreux 20 mM dans HCl 3.5% et laissé à la 

température ambiante.pendant3 mn précisément après addition de chlorure ferreux au 

mélange de la réaction, l'absorbance est lue à 500 nm à l’aided’un spectrophotomètre. 

� La même procédure est appliquée aux standards (références de comparaison) : BHT et α-

Tocophérol. 
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L'activité antioxydante exprimée comme le pourcentage d'inhibition de la peroxydation 

(IP%) est calculée selon la formule suivante : 

IP% = [{1-(abs de l'échantillon) / (abs de témoin)} × 100 

1.4.4. Activité de chélation des métaux : 

Principe : 

L'activité de chélation de l’ion fer est donc, un indicateur important de la capacité 

antioxydante d'un composé. La méthode employée est basée sur la formation d'un complexe coloré 

de Fe2+˃Ferrozine qui absorbe au maximum à 562 nm. En présence d'un composé chélateur, Fe2+ 

n'est plus disponible pour former un complexe coloré, comme reflété par une diminution 

d'absorbance (Ates et al., 2008). 

Protocole expérimental : 

La capacité de chélation du fer a été déterminée selon la méthode de Dinis et al.(1994). 

� Dans un tube à essai,1 ml de l’extrait méthanolique (concentrations 100, 200, 500 et 1000 

µg/ml) est mélangé à 3.7 ml de méthanol et à 0.1 ml de FeCl2 2 mM.  

� La réaction est initiée par l'addition de 0.2 ml de ferrozine 5 mM. 

� Le méthanol au lieu de la solution de l'extrait est utilisé comme témoin. 

� Après 10 minutes d’incubation à température ambiante, l'absorbance est mesurée à 562 nm 

contre le blanc préparé dans les mêmes conditions en remplaçant la ferrozine (0.2 ml) par le 

méthanol (b), et qui est employé pour la correction d'erreurs en raison de la couleur inégale 

des solutions d’échantillons. 

� Dans le but de comparer les résultats, l'EDTA a été utilisé comme standard de référence. 

Une absorbance faible indique une activité de chélation de fer élevée.L’activité de chélation 

de l’ion de fer est calculée comme suit  

% CCIF=[{1-(abs de l'échantillon) / (abs de témoin)} × 100] 

� CCIF : Capacité de chélation de l'ion ferreux 

Tous les dosages des différents tests de l’activité antioxydante ont été réalisés en triplicata (3 

répétitions pour chaque concentration). 
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II.  Test de la stabilité oxydative des huiles à l’étuve ou test de Schaal  

2.1.Choix des huiles : 

Le choix des huiles pour l'essai a été basé sur la composition en acides gras polyinsaturés. 

L'huile de tournesol contient une teneur élevée en acide linoléique (18:2 n-6) et l’huile de soja est 

riche en acide linolénique (18:3 n-3) en plus de l'acide linoléique. Le test à l’étuve ou test de Schaal 

(Fennema, 1976)est effectué pour évaluer l'effet des antioxydants contre l'oxydation des huiles 

pendant le stockage accéléré. 

2.2.Préparations des concentrations : 

Trois concentrations de l’extrait phénolique de la peau de grenade  (250, 500, 1000 ppm) 

(Iqbal et al., 2008) et une concentration de l’antioxydant synthétique le BHT qui est utilisé à sa 

limite légale de 200 ppm (Duh et Yen, 1997) sontajoutées à l'huile de tournesol et à l'huile de soja 

(huiles raffinées sans antioxydants CEVITAL) pour examiner leur activité antioxydante. 

Un volume de l’extrait dissous dans le méthanol est ajouté aux huiles. Les échantillons sont 

agités pendant 30 minutes à 50° C pour une dispersion uniforme (Sultana et al., 2008). Un 

échantillon témoin est préparé en ajoutant la même quantité de méthanol utilisée pour dissoudre 

l'antioxydant synthétique et l’extrait.  

2.3.Test à l’étuve ou test de Schaal : 

La température de 63 °C a été utilisée comme méthode rapide pour simuler les conditions 

réelles de stockage (Besbes et al., 2004). 

Tous les échantillons (150 ml de chaque) ont été placés dans une série de bouteilles en verre 

transparentes ayant un volume de 250 ml, sans bouchon et stockés dans une étuve à la température 

fixe du 63  ° C 

Les échantillons témoins ont été également placés dans les mêmes conditions de stockage. 

Les analyses sont effectuées après des intervalles réguliers de 4 jours (96 h) pendant 20 jours. 

2.4.Les analyses des huiles : 

2.4.1. Détermination des diènes conjugués NF ISO 3656  

Tous les corps gras naturels contenant au moins une faible quantité de l’acide linoléique, 

l’oxydation d’un corps gras conduit à la formation d’hydroperoxyde linoléique, diène conjugué qui 

absorbe au voisinage de 232 nm.  

Plus l’extinction à 232 nm est forte, plus l’huile est peroxydée.  
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Protocole expérimental : 

Dissoudre 100 mg d’huile dans 10 ml de cyclohexane. Diluer 25 fois cette solution, et 

mesurer sur la solution à 0.1 % obtenue l’absorbance à 232 nm 

Les diènes conjugués sont calculés à partir de leur absorbance et exprimés comme coefficient 

d’extinction E : 

 

� Aλ : Absorbance mesurée à 232 nm ; 

� CL : Concentration de la solution lipidique ; 

� l : Longueur de trajet dans la cuvette en cm. 

2.4.2. Détermination de l’indice de peroxyde (IP) :  

Principe : 

Les peroxydes en général (ROOH) peuvent être mesurés par les méthodes titrimétriques 

basées sur leur potentiel d'oxydation de l'iodure (I-) à l'iode (I2) : 

ROOH + 2I- + 2H+ → ROH + I2 + H2O 

qui est ensuite titré contre une solution standard de thiosulfate de sodium : 

Amidon 

I2 + Na2S2O3 → Na2 S4 O6 + 2 NaI 

Protocol expérimental : 

L’indice de peroxyde est déterminé d’après la méthode décrite parZhang et al.(2010) : 

� 2 g d'huile sont dissous dans 30 ml de mélange acide acétique glacial : chloroforme (3:2, 

v/v). Puis 1 ml d’une solution saturée de KI est ajouté.  

� Le mélange est secoué à la main pendant 1 minute et ensuite il est maintenu dans l'obscurité 

pendant 5 minutes.  

� Après l'addition de 75 ml d'eau distillée, le mélange est titré contre le thiosulfate de sodium 

(0.02 M) jusqu'à presque la disparition dela couleur jaune. 

� Ensuite, 0.5 ml de solution d’empois d’amidon (1%) est  additionné.  

� La titration continue jusqu'à la disparition de la couleur bleue.  

� Un  blanc est également analysé dans les conditions semblables. 

L’indice de peroxyde (meq/kg) a été calculé selon la formule suivante : 

IP = C x (V + Vk) x 12,69 x 78,8/m 
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où : 

� C : est la concentration du thiosulfate de sodium (m) ; 

� V et Vk : sont le volume (ml)  de thiosulfate de sodium épuisé par l'échantillon et blanc, 

respectivement; 

� m : est la masse d'huile de tournesol (g). 

2.4.3. Indice de para-Anisidine (IUPAC, 1987) : 

Principe : 

La méthode de l’indice de p-anisidine (IPA) mesure la teneur des aldéhydes (principalement  

2-alkenals et 2,4-alkadienals) produits générés pendant la décomposition des hydroperoxydes. Elle 

est basée sur la coloration du p-methoxyaniline (anisidine) et les composés aldéhydiques 

(Doleschall et al., 2002). 

 
La réaction du réactif de p-anisidine avec les aldéhydes sous des conditions acides donne 

des produits jaunâtres qui absorbent à 350 nm (figure 15) (Shahidi et Zhong, 2005). 

Plus l'absorbance est grande plus sera grande la concentration des aldéhydes, et plus sera 

faible la stabilité oxydante d'huile (Anwar et al.,2004). 

 

Figure 15 :Réactions possibles entre le réactif de p-anisidine et le malonaldéhyde 
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Protocole expérimental : 

2 g d'huile sont mélangés avec 25 ml de n-hexane. L’absorbance A1 de la solution est mesurée 

contre le n-hexane. Dans une manipulation séparée, 5 ml de la solution d'échantillon sont mélangés 

avec 1 ml de p-anisidine (2,5 g/L) préparé dans l'acide acétique glacial. Un blanc est préparé avec 5 

ml de n-hexane. L’échantillon et le blanc sont maintenus dans l'obscurité à température ambiante 

pendant 10 min et l'absorbance A2 de l’échantillon est mesurée contre le blanc. 

La valeur de p-anisidine est calculée selon la formule suivante : 

VPA= 25 (1,2A2 – A1)/M 

� M :  masse de l’huile 

� A1 : Absorbance de la solution avant réaction avec le réactif  p-anisidine 

� A2 : Absorbance de la solution après réaction avec le réactif p-anisidine 

2.4.4. Dosage des acides gras par chromatographie en phase gaz (CPG) 

La teneur en acide gras totaux a été réalisée avant et après stockage (étuvage) à 63°C durant 

20 jours par chromatographie en phase gaz (CPG). L’injection en CPG d’un corps gras est précédée 

d’une méthylation des acides gras, présents sous forme libre ou estérifiée dans le mélange, afin de 

les rendre plus volatils.  

Principe : 

Le corps gras est estérifié en présence de méthanol, les esters méthyliques d’acides gras sont 

séparés sur une colonne polaire en fonction de leur poids moléculaire. La surface correspondant à 

chacun d’eux est calculée et rapportée à la surface totale des différents acides gras pour obtenir un 

pourcentage. 

Protocole expérimental : 

La méthylation a été faite selon la méthode décrite par Patumi et al. (2003). C’est une 

méthode simple, rapide et ne demande qu’une petite quantité de matière grasse. Elle fait appel à un 

traitement par l’hydroxyde de potassium (KOH) méthanolique 2 M et de l’hexane.  

� 0.3 g d’huile est ajouté à 4 ml d’hexane et 400 µl de la solution KOH méthanolique 2M.  

� Agiter vigoureusement pendant une minute et laisser décanter.  

� La phase hexanique contenant les acides gras méthylés est séparée puis analysée par 

chromatographie phase gaz (CPG), selon les conditions opératoires suivantes :  
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Conditions opératoires pour les esters méthyliques des huiles 

alimentaires 

Chromatographe Chrompack CP 9002 

Détecteur FID 

Injecteur SPLIT 1/100 

Colonne capillaire DB 23 

Longueur 30 m 

Diamètre intérieur 0.32 mm 

Epaisseur 0.25 µm 

Gaz vecteur Azote 

Température de l’injecteur 250°C 

Température de détecteur 250°C 

Température du Four 190°C 

Quantité injectée 0.2 µl 

Vitesse du papier 0.5 cm/min 
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III.  Evaluation de l’activité antimicrobienne : 

3.1.Etude de l’effet inhibiteur (analyse qualitative) : 

La méthode utilisée pour cette analyse est celle de la diffusion sur milieu gélosé ou technique 

de l’aromatogramme qui permet de déterminer la sensibilité des germes aux extraits végétaux 

étudiés.  

C’est une technique microbiologique récente et la plus utilisée par les laboratoires de 

diagnostic. Elle est validée par le laboratoire de microbiologie de CRD-SAIDAL. Son principe est 

tiré du titrage des antibiotiques (Pharmacopée Européenne, 2002). 

Principe :  

La méthode des aromatogrammes consiste à déposer un disque stérile en cellulose de 9 mm 

de diamètre imprégné de la solution méthanolique d’extrait, sur la surface d’une gélose 

préalablement coulée dans une boite de Pétri et ensemencée avec le micro-organisme à tester. Après 

incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du diamètre (en mm) de la zone claire 

indemne de colonies autour du disque absorbant, appelée : Halo ou zone d’inhibition. 

3.1.1. Souches microbiennes testées :  

Afin d’évaluer l’activité antimicrobienne de l’extrait, 7 souches microbiennes de références 

ATCC (American Type Culture Collection) issues de la collection du CRD-SAIDAL ont été 

testées. La liste des souches microbiennes est mentionnée dans le tableau 6. 

Tableau 6: Liste et caractéristiques des souches microbiennes testées 

Nom de la souche N°ATCC Gram Famille 

Staphylococcus aureus 6538 + Micrococcaceae  

Bacillus subtilis  9372 + Bacillaceae 

Pseudomonas aeruginosa 9027 - Pseudomonadaceae 

Klebsiella pneumoniae  4352 - Enterobacteriaceae 

Escherichia coli  4157 - Enterobacteriaceae  

Candida albicans  24433 / Cryptococcaceae 

Saccharomyces cerevisiae  2601 / Saccharomycetaceae 
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Protocole expérimental : 

a. Préparation de l’inoculum : 

� A partir de jeunes cultures (18h à 24h pour les bactéries et 48h pour les levures), réaliser des 

suspensions microbiennes qu’on dépose dans 9ml d’eau physiologique stérile puis agiter au 

vortex. 

� Réaliser une première lecture de la concentration de la suspension à l’aide d’un 

spectrophotomètre à une longueur d’onde de 620 mm en estimant la transmittance entre 22 

et 32% (0.2 à 0.3) pour les bactéries sauf pour Staphylococcus aureus qui doit être comprise 

entre 30 et 40% (0.3 à 0.4) et entre 2 et 3% pour les levures, ce qui correspond à une 

concentration de 107 à 108 germes/ml.  

� Les valeurs comprises dans les intervalles cités ci-dessous correspondent à une 

concentration optimale de 107 – 108  germes/ml, si une des valeurs trouvées à la première 

lecture n’est pas comprise dans l’intervalle, elle est ajustée en ajoutant de l’eau 

physiologique si elle est supérieure à la valeur maximale ou en ajoutant des colonies si elle 

est inférieure à la valeur minimale. A chaque fois, une nouvelle lecture de la transmitance 

est réalisée jusqu’à l’ajustement de la suspension aux valeurs désirées. L’inoculum doit être 

utilisé dans les 15 min qui suivent sa préparation.  

 

b. Préparation de la première couche du milieu de culture :  

� Faire fondre les milieux Mueller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les levures 

dans un bain marie réglé à 95°C. 

� Verser aseptiquement une première couche des deux milieux dans des boites de Pétri de 90 

mm de diamètre à raison de 15 ml par boite avec 2 répétitions par souche. 

� Laisser refroidir et solidifier sur paillasse. 

 

c. Préparation de deuxième couche du milieu : 

� Faire fondre les deux milieux MH et SAB. 

� Laisser refroidir jusqu’à une température de 45°C. 

� Mettre dans des flacons de 50 ml le milieu correspondant pour chacune des souches. 

� Ensemencer les milieux avec 200 µl de la suspension microbienne. 

� Agiter manuellement puis transvaser rapidement 4 ml de chaque milieu ensemencé sur la 

surface de la première couche en faisant pivoter la boite sur elle-même pour avoir une 

surface uniforme. 

� Laisser solidifier sur la paillasse. 
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d. Dépôt des disques : 

� Prélever un disque de cellulose stérile à l’aide d’une pince stérile.

� A l’aide d’une micropipette, imbiber avec la solution d’extrait (30 µl) à tester en mettant en 

contact seulement le bout des disques, et celle

imprégnation totale de tout le disque.

� Les disques en papier sont laissés pendant 3 minutes pour que le méthanol s'évapore avant 

de les placer dans les boites inoculées. 

� Déposer les disques sur la surface de la 

� Laisser diffuser pendant 30 mn.

� Incuber à 37°C pendant 24h pour les bactéries et à 25°C pendant 48h pour les levures.

Figure 16 :

e. Lecture des résultats 

La lecture se fait par la mesure des 

à l’aide d’une règle à coulisse.

� Présence de zone claire autour du disque

� Absence de zone claire autour du disque

 

 

 

Prélever un disque de cellulose stérile à l’aide d’une pince stérile. 

A l’aide d’une micropipette, imbiber avec la solution d’extrait (30 µl) à tester en mettant en 

contact seulement le bout des disques, et celle-ci va être absorbée progres

imprégnation totale de tout le disque. 

Les disques en papier sont laissés pendant 3 minutes pour que le méthanol s'évapore avant 

de les placer dans les boites inoculées. (Hayrapetyan et al., 2012). 

ues sur la surface de la gélose (figure 16). 

Laisser diffuser pendant 30 mn. 

Incuber à 37°C pendant 24h pour les bactéries et à 25°C pendant 48h pour les levures.

: Illustration de la méthode d'aromatogramme

 : 

La lecture se fait par la mesure des diamètres des zones d’inhibition pour chacune des souches 

à l’aide d’une règle à coulisse. 

Présence de zone claire autour du disque : présence d’activité inhibitrice.

Absence de zone claire autour du disque : absence d’activité inhibitrice.

Matériels et méthodes 

A l’aide d’une micropipette, imbiber avec la solution d’extrait (30 µl) à tester en mettant en 

ci va être absorbée progressivement jusqu’à 

Les disques en papier sont laissés pendant 3 minutes pour que le méthanol s'évapore avant 

 

Incuber à 37°C pendant 24h pour les bactéries et à 25°C pendant 48h pour les levures. 

 

Illustration de la méthode d'aromatogramme 

diamètres des zones d’inhibition pour chacune des souches 

: présence d’activité inhibitrice. 

: absence d’activité inhibitrice. 
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3.2.Etude quantitative de l’effet antimicrobien 

Cette étude est réalisée dans le but de déterminer les concentrations minimales inhibitrices 

(CMI) et les concentrations minimales bactéricides (CMB) des souches les plus sensibles aux 

échantillons testés. 

3.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu solide : 

Principe : 

Les concentrations minimales inhibitrices sont définies comme la dernière ou la plus basse 

concentration d’un agent antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance d’un 

microorganisme après 24 h d’incubation pour les bactéries et 48 h pour les levures. 

La CMI est déterminée selon la méthode de dilution dans un milieu gélosé (Muller-Hinton).   

Protocoleexpérimental : 

a. Préparation de l’inoculum : 

A partir de jeunes cultures (18h à 24h pour les bactéries et 48h pour les levures), on réalise 

des suspensions de 108 germes/ml (dilution 100), à partir de cette suspension on prépare une série de 

dilutions allant de 10-1 à 10-4. 

b. Préparation de la gamme de dilutions de la  solution méthanolique de l’extrait testé : 

� Liquéfaction de 200 ml du milieu MH à 95°C dans un bain marie ; en lui additionnant 1 ml 

de tween 80, puis on le laisse 10 min dans l’étuve à 45°C. 

� Préparer une série de dilution de l’extrait allant de 2 jusqu’à 0,03% , en diluant 1ml de 

l’extrait méthanolique (concentrations 25, 50 et 100 mg/ml) dans 50 ml de milieu dans un 

premier flacon ce qui donne une dilution de 2%.  

� Verser la moitié du 1er flacon dans un 2ème flacon et ajuster avec 25 ml de milieu pour la 

dilution 1%. 

� Procéder de la même manière jusqu’à l’obtention de la dernière dilution de 0,03%. 

� Verser chaque dilution dans la boite  de Pétri et laisser solidifier.  

c. Ensemencement des boites : 

� Diviser la boite de Pétri en deux et déposer les disques correspondant à chaque souche 

bactérienne dans la première moitié de la boite  

� Ensemencer les boites par spotage à l’aide d’une micro seringue à raison de 2-3 µl des 

suspensions microbiennes de 104 germes/ml dans le disque et dans le milieu de façon à ce 

que les deux spots soient opposés. 
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3.2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) : 

Après repérage des disques où aucune croissance bactérienne n’est présente lors de la 

détermination de la CMI, ces disques seront utilisés dans la détermination de la CMB. 

Cette partie consiste à déterminer la plus faible concentration de l’extrait où aucune 

subcroissance microbienne n’est visible après subculture dans un milieu indemne de l’extrait. 

Protocole expérimental : 

� Liquéfier le milieu MH à 95°C dans un bain marie  

� Couler les boites de pétri et laisser solidifier 

� Avec une pince stérile, on prélève aseptiquement les disques correspondants aux 

concentrations de l’extrait où aucune croissance n’est observée pour chaque souche lors de 

la détermination de la CMI. 

� On replace les disques dans les boites de  pétri déjà préparée  

� Incuber à 37°C pendant 24h. 

Lecture des résultats : 

La lecture se fait à l’œil nue, la CMB sera là où aucune subcroissance d’une souche donnée 

n’est constatée après subculture. 

Le rapport CMB/CMI permet de déterminer les pouvoirs bactéricides et bactériostatiques des 

extraits végétaux. Lorsque ce rapport est supérieur à 4, l’extrait a un pouvoir bactériostatique, et 

bactéricide quand ce rapport est inférieur ou égal à 4 (Dramane et al., 2010). 

 

IV.  Analyses statistiques des données  

Les résultats obtenus lors de l'évaluation de l'activité antioxydante des extraits phénoliques, et 

lors du test de la stabilité oxydative des huiles étudiées ont fait l'objet d'une analyse statistique à 

l’aide du logiciel IBM SPSS Statistics version 19.0 : 

� Analyse de la variance à intervalle de confiance de 95 % (ANOVA), dans le but de donner 

une signification statistique aux résultats trouvés ; 

� Test de Student pour échantillons appariés.
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I.  Rendement, teneur et activité antioxydante des composés phénoliques de l’extrait sec  

1.1.Rendement en extrait sec : 

La polarité d'un solvant en dehors du moment dipolaire, la polarisabilité et la liaison 

d'hydrogène déterminent quel type de composés est capable de dissoudre (Wang et al., 2011). 

Les antioxydants à base de plantes sont extraits des matières premières ou des déchets de 

l'industrie alimentaire par les solvants organiques tels que le méthanol, l'acétone et l'éther 

diéthylique. Le méthanol est un extracteur efficace pour une large gamme de polyphénols, donc 

c'est un solvant fréquemment utilisé à l’échelle de laboratoire et à l’échelle industrielle. Il est 

facilement accessible et à bon marché (Wang et al., 2004). 

Les polyphénols de la peau de grenade sont extraits principalement par le méthanol ou des 

combinaisons de méthanol et autres solvants organiques par les techniques classiques d'extraction 

(Çam et Hisil, 2010). 

Singh et al. (2002) ont extrait les antioxydants à partir de la peau et de la pulpe de grenade en 

utilisant du méthanol, de l'acétone ou de l'eau et ont constaté que le méthanol a donné le meilleur 

rendement. 

Iqbal et al. (2008) ont observé que le rendement le plus élevé est obtenu avec le méthanol 

suivi de l'éthanol, de l'acétone, du chloroforme, de l'acétate d’éthyle et de l'eau, respectivement. Ces 

résultats ont confirmé ceux obtenus précédemment par Iqbal et al (2005), qui ont rapporté que le 

méthanol est habituellement recommandé pour l'extraction des composés antioxydants. 

Li et al. (2006) ; Aderkani et al. (2011) considèrent qu'une combinaison de différents 

solvants peut être plus efficace pour extraire les antioxydants parce que les antioxydants peuvent 

différer par leur solubilité dans les différents solvants. 

Tableau 7 :Rendement et teneur en composés phénoliques 

 
Rendement (%)a Polyphénols totauxb Flavonoîdesc Tanins hydrolysablesd 

EPG 46 448,4 ± 5,68 30,37 ± 0,4 374,92 ± 5,44 

a : pourcentage en matière sèche  
b : mg/g équivalent acide gallique (EAG) 
c : mg/g équivalent quercétine (EQ) 
d : mg/g équivalent acide tannique (EAT) 

L’extraction des polyphénols de grenade par différents solvants (méthanol, acétone et acétate 

d’éthyle) a donné un rendement de 46% de matière sèche. Comparativement à certaines études 
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(tableau 8), ce mode d’extraction apparait très efficace dans l’extraction des antioxydants de la peau 

de grenade. 

Tableau 8 : Rendement en extrait sec de peau de grenade rapporté par certains auteurs  

Auteur Solvant Rendement (% MS) 

Okonogi et al. (2007) Ethanol à 95 % 6.21% 

Sultana et al. (2008) Méthanol 80 % 29.9% 

Iqbal et al. (2008) Méthanol  29% 
Acétone 27% 
Ethanol  21% 

Li et al. (2006) Mélange de solvants 31.5(% MF) 

Des études précédentes rapportent que les plantes ayant des rendements élevés en extraits 

contiennent une forte teneur en composés phénoliques (Lehtinen et Laakso, 1998 ; Borneley et 

Peyrat-Maillard, 2000). 

Li et al. (2006) ont trouvé que l’activité antioxydante (mesurée par le test FRAP) de l'extrait 

de peau de grenade  obtenu au moyen d'un mélange, composé de méthanol, éthanol, acétone et eau, 

était sensiblement plus élevée que celle des extraits obtenus en utilisant différents solvants, à savoir 

le méthanol, l'éthanol ou l'acétone. 

1.2.Teneur en composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoïdes et tanins 

hydrolysables) 

 

Figure 17 :Courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux 
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Figure 18 :Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoïdes  

 

Figure 19 :Courbe d’étalonnage de l’acide tannique pour le dosage des tanins hydrolysables 
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(Viuda-Martos et al., 2011). 

Les résultats des analyses quantitatives par spectrophotomètre UV-visible de l’extrait des 

écorces de fruit de Punica granatum étudiées sont consignés dans le tableau 7. Dans cette 

composition, nous constatons que les écorces sont quantitativement riches en composés phénoliques 
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Figure 20 :Composition de l’extrait de peau de grenade en composes phénoliques
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Ces résultats nous indiquent que l’extrait de peaux de grenade étudié est majoritairement 

de polyphénols totaux (448,4 mg/g EAG) et de tanins hydrolysables (374,92 mg/g EAT). 

Sa composition en flavonoïdes est relativement faible (30,37 mg/g EQ). 

Ces résultats sont similaires à ceux rapportés par Tehranifar et al.

EAG de polyphénols totaux pour l’extrait méthanolique de la peau de grenade.
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connus pour leurs propriétés de piégeage des radicaux libres et pour inhiber l'oxydation des lipides 

in vitro(Noda et al., 2002). 

Le groupe de tanins hydrolysables est trouvé dans la peau (la cosse, l'écorce ou le péricarpe), 

les membranes et les moelles du fruit (Kulkarni et al.,2004). Ce groupe contient les isomères de 

punicalagine, en plus de l'acide ellagique, l'acide gallagique, et la punicaline, qui est responsable de 

92% de l'activité antioxydante du fruit entier (Gil et al., 2000). 

Les tanins sont connus pour empêcher la peroxydation des lipides et les lipoxygénases in 

vitro, et l'information a été accumulée au cours de ces dernières années démontrant leur capacité de 

piéger les radicaux tels que l’hydroxyle, le superoxyde, et le peroxyl, qui sont connus pour être 

importants dans les états pro-oxydants cellulaires (Gyamfi et Aniya, 2002). 

Les tanins ne fonctionnent pas seulement en tant qu'antioxydants primaires (c.-à-d., ils 

donnent un atome d'hydrogène ou des électrons), ils fonctionnent également comme antioxydants 

secondaires. Les tanins ont la capacité de chélater des ions métalliques tels que Fe(II) et d'interférer 

une des étapes réactionnelles dans la réaction de Fenton et de retarder de ce fait l'oxydation. 

L'inhibition de la peroxydation des lipides par des constituants de tanins peut agir par 

l'intermédiaire de l'inhibition du cyclooxygénase (Amarowicz, 2007). 

Les polyphénols polymériques sont des antioxydants plus efficaces que les composés 

phénoliques monomériques simples : Hagerman et al. (1998) ont démontré que les capacités 

antioxydantes des tanins condensés et hydrolysables à supprimer les radicaux peroxyles sont plus 

élevées que les celles des phénols simples. 

1.3.Activité antioxydante : 

Les antioxydants naturels sont considérés comme multifonctionnels et d'intérêt élevé comme 

solutions alternatives aux antioxydants synthétiques pour prévenir l'oxydation dans les systèmes 

alimentaires complexes (Wang et al., 2009). 

Par définition, l'activité antioxydante est la capacité d'un composé à inhiber la dégradation 

oxydante, par exemple la peroxydation des lipides (Roginsky et Lissi, 2005). 

Leur activité dépend de divers paramètres tels que la multiplicité et l'hétérogénéité de la 

matrice, les conditions expérimentales et principalement du mécanisme de réaction. Il est connu 

maintenant que les propriétés antioxydantes des extraits de plantes ne peuvent pas être évaluées par 

une seule méthode due à la nature complexe des composés phytochimiques. Une analyse 
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antioxydante complète des extraits de plantes devrait impliquer plusieurs études d'activité  (Gioti et 

al., 2009). 

1.3.1. Pouvoir de piégeage du radical DPPH : 

L'utilisation d'un test in vitro, comme le test DPPH, pour évaluer préliminairement les 

propriétés qui devraient se produire à l'intérieur des systèmes biologiques, est soutenue par les 

résultats obtenus à partir des études antérieures (Baratto et al., 2003; Heimler et al., 2006). Selon 

ces études, la capacité de piégeage des composés testés contre le radical DPPH suit une tendance 

qui reflète celle de l'activité antioxydante contre le radical superoxyde (O2°), le radical hydroxyle 

(OH°), la capacité inhibitrice contre l'oxydation des lipoprotéines basse densité (LDL) induite 

chimiquement, ce test peut êtreutilisé comme système modèle biologiquement approprié(Romani et 

al.,2012). 

La comparaison entre les valeurs EC50 et l'activité antioxydante exprimées comme la capacité 

antioxydante équivalente trolox (TEAC : trolox equivalent antioxidant capacity), le pouvoir 

réducteur ferrique du plasma (FRAP : ferric reducing ability of plasma) et la capacité d'absorbance 

du radicaloxygène (ORAC : oxygen radical absorbance capacity), prouve que la méthode de DPPH 

reflète les résultats obtenus avec les différentes approches expérimentales (Romani et al.,2012). 

Le test de DPPH, qui mesure la capacité des composés à transférer les atomes H labiles aux 

radicaux, est la méthode la plus commune pour l'évaluation de l'activité antioxydante (Brand-

Williams et al.,1995). 

 
Le DPPH est un radical libre organique très stable de couleur violette foncée qui donne des 

maximums d'absorption autour de 515-528 nm. Lors de l’acceptation d’un proton de n'importe quel 

donneur d'hydrogène, principalement les composés phénoliques, il perd son chromophore et devient 

jaune. 

Comme la concentration en composés phénoliques ou leur degré d'hydroxylation augmente, 

leur activité de piégeage du radical DPPH augmente également, et ceci peut être définie comme 

l’activité antioxydante (Sanchez-Moreno et al.,1999). 

Les résultats de l’activité de piégeage du radical DPPH sont mentionnés dans le tableau 16. 
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Tableau 9 : Pourcentage d’inhibition du radical D

Concentration (µg/mL) 

2 27,16

5 44,25

10 82,21

20 89,01

50 90,82

100 92,14

La figure 21 décrit le pouvoir de piégeage du radical DPPH en 

Figure 21 :Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration
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jusqu'à 25 ppm après cela une légère augmentation de l'activité de  piégeage des radicaux a été 

observée. 

L’acide ascorbique montre le pouvoir de piégeage le plus élevé parmi les autres antioxydants, 

qui même à faible concentration (10 µg/mL), il inhibe complètement le radical stable DPPH (95%).  

Contrairement au BHT qui montre le pouvoir de piégeage le plus faible 89,35 % d’inhibition 

même à 100 µg/mL. Celui-ci suit une tendance logarithmique. 

Quant à l’autre antioxydant naturel l’α-tocophérol,celui-ci se caractérise également par un 

pouvoir de piégeage élevé. Il montre des pourcentages d’inhibition du radical DPPH inférieurs à 

ceux de l’extrait aux concentrations inférieures à 20 µg/mL. Cependant, il exerce une meilleure 

activité antioxydante que celle de l'extrait  pour les concentrations 20, 50 et 100 ppm, où il montre 

une augmentation plus importante que celle de l’extrait de la concentration 10 à 20 µg/mL (70 à 

93,21% contre 82,21 à 89% pour l’EPG). 

Les pourcentages supérieurs à 90 % peuvent être considérés comme une inhibition de 

l'absorption complète du DPPH, parce qu'après avoir terminé la réaction, la solution finale possède 

toujours une couleur jaunâtre et, par conséquent, l'inhibition de l'absorption à l'incolore ne peut 

atteindre à 100 % par rapport à la solution de méthanol. L'absorption résiduelle permanente a 

comme conséquence jusqu'à 7% d'inhibition d'absorption totale (Miliauskas et al., 2004). 

 
Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Singh, Murthy et 

Jayaprakasha (2002) qui ont trouvé qu’à 50 ppm, les polyphénols extraits de la peau de grenade 

par l’acétate d’éthyle, le méthanol, et l'eau montraient une activité de piégeage de radical libre 

DPPH de 46, de 81, et de 43%, respectivement. 

Dans une autre étude, Zahin et al. (2010)  ont trouvé qu’à 80 µg/mL, l’extraction séquentielle 

des polyphénols de peau de grenade a donné des capacités d’inhibition l'absorption de radical 

DPPH : 90.53%, 86.4% et 83.2% pour les fractions de méthanol, d’acétone et d'éthanol 

respectivement. 

La teneur élevée en composés phénoliques contenue dans l’extrait de peau de grenade peut 

expliquer sa forte activité antioxydante. Dans les investigations sur les activités antioxydantes de 

certains extraits de peau de fruit y compris la grenade et la banane, la peau de grenade a montré 

l’activité de piégeage du radical DPPH la plus élevée (Okonogi et al., 2007).  
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Wang et al. (2011) ont étudié les corrélations entre l'activité antioxydante et la teneur en 

composés phénoliques, en proanthocyanidines et en flavonoïdes de la peau de grenade et les 

résultats obtenus indiquent une forte corrélation entre le DPPH et les composés phénoliques totaux 

(R2 = 0.98), mais aucune corrélation n'a existé avec les proanthocyanidines (R2 = 0.01) et les 

flavonoïdes (R2= 0.05). 

L'activité antioxydante des extraits de peau de grenade pourrait être attribuée à la présence des 

polyphénols, comme les tanins ellagiques, l’acide ellagique et l’acide gallique (Gil et al., 2000). 

Il a été signalé que les composés antioxydants trouvés dans l’extrait de peau de fruit de 

grenade sont les composés phénoliques : l’acide ellagique et le flavonol aussi bien que la quercétine 

et le kæmpférol (Lansky et Newman, 2007). 

Abdel Motaal et Shaker (2011) ont montré une corrélation directe entre la teneur en acide 

ellagique des extraits de grenade (écorce, pulpe et fruit entier) et ses capacités de piéger les radicaux 

libres mesurées avec le test DPPH. 

Ainsi, ces résultats suggèrent que les antioxydants naturels inhibent mieux le radical DPPH 

que l’antioxydant synthétique BHT. Ceci est soutenu par les valeurs de l’IC50. 

Une valeur plus faible d'IC50 (définie comme la concentration du composé capable d’inhiber 

50% de tous les radicaux de DPPH) indique une activité antioxydante plus élevée (Zhang et al., 

2010). 

Les concentrations inhibitrices IC50 des différents antioxydants sont représentées dans le 

tableau 10 : 

Tableau 10 : La concentration inhibitrice IC50 (µg/mL) du radical DPPH 

  EPG BHT α-Tocophérol A. ascorbique 

IC50 (µg/mL) 5,49 ± 0,039 28,15 ± 0,767 7,113 ± 0,166 2,903 ± 0,002 

 
L’extrait montre une IC50 (5,49 µg/mL) plus faible que le BHT (28,15 µg/mL) et l’ α-

Tocophérol (7,113 µg/mL) ce qui signifie un pouvoir de piégeage du radical DPPH plus élevé. 

Cependant, son pouvoir de piégeage est inférieur à celui de l'acide ascorbique dû à son IC50 (2,903 

µg/mL).  
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Ces résultats sont en accord avec c

l’IC 50 (de radical DPPH) du BHT était 4 fois plus élevée que celle de l’extrait de la peau de 

grenade. 

Des résultats similaires rapportés par 

(8) peaux de fruit étudiées, la peau de grenade a 

plus faible). 

Kulkarni et al. (2004) rapportent une IC50 de 8,33 

écorces de grenade. Cette forte activité 

phénoliques. 

Figure 22 :Concentration inhibitrice IC
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Les résultats de test de piégeage du radical libre DPPH° suggèrent que les composants qui se 
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Ceci peut être bénéfique dans la conservation des produits alimentaires, des formulations 

médicamenteuses et des produits cosmétiques, où les réactions en chaîne de radicaux libres ont 

comme conséquence l'oxydation des lipides et la détérioration ultérieure des produits (Dastmalchi 

et al., 2008). 

1.3.2. Le pouvoir réducteur : 

Le pouvoir réducteur d’un composé sert d'indicateur significatif de son activité antioxydante 

potentielle (Deepa et al., 2009 ; Kanatt et al., 2010 ; Zheng et al., 2011). 

Le pouvoir réducteur Fe3+-Fe2+ d'un composé est utilisé pour déterminer la capacité des 

antioxydants à donner l'électron et il est l'une des caractéristiques principales des composés 

phénoliques (Dorman et al., 2003). 

Les résultats du pouvoir réducteur exprimés en absorbances sont indiqués dans le tableau 11 : 

Tableau 11 :Pouvoir réducteur des différents antioxydants testés 

La figure 23 montre l’évolution du pouvoir réducteur des différents antioxydants en fonction 

de la concentration. Il est observé que la concentration a un effet hautement significatif sur le 

pouvoir réducteur (P<0,0001). 

Concentration Extrait BHT α-tocophérol Ac. ascorbique 

2 0,022 ± 0,003 0,043 ± 0,003 0,01 ± 0,00 0,075 ± 0,004 

5 0,084 ± 0,003 0,140  ± 0,005 0,035 ± 0,001 0,213 ± 0,005 

10 0,195 ± 0,005 0,252 ± 0,004 0,090 ± 0,002 0,434 ± 0,009 

20 0,405 ± 0,005 0,408 ± 0,001 0,199 ± 0,005 0,934 ± 0,012 

50 0,98 ± 0,0100 0,877 ± 0,006 0,517 ± 0,002 2,353 ± 0,021 

100 1,92 ± 0,001 1,339 ± 0,009 0,997 ± 0,015 3,333 ± 0,006 
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Figure 23 :Evolution de pouvoir réducteur des antioxydants en fonction de la concentration 
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Concernant l’α-Tocophérol, bien que celui

cependant il a un pouvoir réducteur très faible traduit par des absorbances faibles par rapport aux 

autres antioxydants.  

Les résultats de l’EC50 (tableau 12) révèlent qu’un pouvoir 

EC50 faible. 

Tableau 12 :Laconcentration effective 

  
EPG

EC50 (µg/mL) 25,78 ± 0,10

L’extrait de peau de grenade et le BHT montrent des EC

respectivement) par rapport à l’

enregistrée pour l’acide ascorbique 
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antioxydants suit l'ordre suivant :acide ascorbique > Extrait 
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Les différentes études ont indiqué que l'effet antioxydant est lié au développement des 

réductones (Dorman et al., 2003; Shon et al., 2003). Il a été rapporté que les réductones sont des 

terminateurs des réactions en chaîne de radicaux libres(Xiao-Juan Duan et al., 2006). 

Gordon (1990) et Shimida et al. (1992) ont rapporté que l'action antioxydante des réductones 

est basée sur la rupture des chaînes de radicaux libres par donation d'atome d'hydrogène. Il a été 

rapporté également que les réductones réagissent avec certains précurseurs de peroxydes. Ainsi, ils 

empêchent la formation de peroxyde. 

Les données obtenues par Jayaprakasha et al. (2003) indiquent que l’activité antioxydante 

marquée des extraits de grenade semble être due à la présence des polyphénols qui peuvent agir 

d’une manière similaire que les réductones par donation des électrons et réaction avec les radicaux 

libres pour les convertir en produits plus stables et terminer la chaine de réaction des radicaux 

libres. 

Les données indiquent que l'activité antioxydante marquée de l'extrait de poudre de l'écorce 

de grenade semble être le résultat de l’effet conjugué de leur activité de piégeage des radicaux et du 

pouvoir réducteur (Naveena et al., 2008 ; Zahin et al., 2010). 

Les composés à pouvoir réducteur indiquent qu'ils sont des donneurs d'électrons et peuvent 

réduire les intermédiaires oxydés des processus de peroxydation des lipides, de sorte qu'ils puissent 

agir en tant qu'antioxydants primaires et secondaires (Chanda et Dave, 2009). 

1.3.3. Peroxydation de l’acide linoléique : 

La capacité antioxydante totale est largement utilisée comme un paramètre pour les 

composants bioactifs des aliments et des médicaments. Cette analyse est définie comme la 

capacité d'un composé à inhiber la dégradation oxydative comme la peroxydation des lipides 

(Roginsky et Lissi, 2005). 

L'inhibition de l'oxydation de l’acide linoléique a été également utilisée pour évaluer l'activité 

antioxydante de l'extrait de peau de grenade. Les résultats de l’absorbance de la peroxydation de 

l’acide linoléique après incubation pendant 96 heures sont représentés dans le tableau 13: 
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Tableau 13 :Absorbance des produits de la peroxydation de l’acide linoléique 

Temps (heures) Témoin Extrait BHT α-Tocophérol 

0 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

24 0,341 ± 0,010 0,043 ± 0,008 0,018 ± 0,001 0,276 ± 0,023 

48 1,31 ± 0,020 0,054 ± 0,009 0,039 ± 0,014 0,491 ± 0,036 

72 1,582 ± 0,033 0,055 ± 0,013 0,042 ± 0,012 0,719 ± 0,010 

96 1,283 ± 0,020 0,099 ± 0,006 0,050 ± 0,002 0,975 ± 0,006 

 

La figure 25 décrit l’évolution de la peroxydation de l’acide linoléique en fonction du temps.  

 

Figure 25 :Evolution de la peroxydation de l’acide linoléique en fonction du temps 

L’auto-oxydation de l’acide linoléique dans le témoin est significativement différente (P ˃ 
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produits secondaires d'oxydation, ou les produits intermédiaires peuvent être convertis en produits 

finaux stables et le substrat est épuisé 

L’extrait et le BHT montrent une augmentation insignifiante de l’absorb

la fin de l’incubation (0,099 et 0,05 respectivement).

Pour l’α-Tocophérol, l’absorbance augmente linéairement durant toute la période d’incubation 

pour atteindre une valeur maximale 0,975 d’absorbance après 96 heures.

Tableau 14 :Activité d’inhibition de l’autooxydation de l’acide linoléique

  

Témoin 

EPG 

BHT 

α-Tocophérol 

L’analyse des résultats du tableau 14 fait apparaitre qu’à une concentration de 500 µg/mL, 

l’extrait de peau de grenade et l’antioxydant synthétique BHT 

d’inhibition de la formation des peroxydes traduite par un pourcentag

et 97,35% respectivement. Tandis que l’antioxydant naturel l’

d’inhibition moyenne (54,55%).

Figure 26 :Activité d’inhibition de la peroxydation de l’acide linoléique

0

20

40

60

80

100

produits secondaires d'oxydation, ou les produits intermédiaires peuvent être convertis en produits 

finaux stables et le substrat est épuisé (Chen et al., 1996; Hua-Ming et al.,

L’extrait et le BHT montrent une augmentation insignifiante de l’absorb

0,099 et 0,05 respectivement). 

Tocophérol, l’absorbance augmente linéairement durant toute la période d’incubation 

pour atteindre une valeur maximale 0,975 d’absorbance après 96 heures. 

ivité d’inhibition de l’autooxydation de l’acide linoléique 

Absorbance 

1,582 ± 0,033 

0,055 ± 0,013 

0,042 ± 0,012 

0,719 ± 0,010 

L’analyse des résultats du tableau 14 fait apparaitre qu’à une concentration de 500 µg/mL, 

l’extrait de peau de grenade et l’antioxydant synthétique BHT montrent une 

’inhibition de la formation des peroxydes traduite par un pourcentage d’inhibition très élevé 

Tandis que l’antioxydant naturel l’α-tocophérol

54,55%). 

Activité d’inhibition de la peroxydation de l’acide linoléique

96,52 97,34

54,55

Inhibition de la peroxydation

Résultats et discussion 

produits secondaires d'oxydation, ou les produits intermédiaires peuvent être convertis en produits 

al., 1996). 

L’extrait et le BHT montrent une augmentation insignifiante de l’absorbance du début jusqu’à 

Tocophérol, l’absorbance augmente linéairement durant toute la période d’incubation 

 

% d'inhibition 

˃ 

96,52 ± 0,38 

97,34 ± 0,11 

54,55 ± 1,33 

L’analyse des résultats du tableau 14 fait apparaitre qu’à une concentration de 500 µg/mL, 

montrent une très grande capacité 

e d’inhibition très élevé 96,52 

tocophérol montre une capacité 

 

Activité d’inhibition de la peroxydation de l’acide linoléique 

% d'inhibition



Résultats et discussion 

 

ENSA 2012Page80 

 

Sultana et al. (2008) ont rapporté que le pourcentage d'inhibition de peroxydation de l’acide 

linoléique le plus élevé a été enregistré pour l'extrait de peau de grenade (96.4%), suivi des extraits 

de pomme (88.2%), de citron (86.9%), et de banane (82.7%). 

Iqbal et al. (2008) ont trouvé que l’extrait méthanolique de la peau de grenade inhibe 92.69 

% de la peroxydation de l’acide linoléique suivi de l’extrait acétonique 91.04 % et éthanolique 

89.23 %. La stabilité thermique a été également étudiée par ces auteurs et ont montré que jusqu'à 30 

min de chauffage à 185 °C, la perte en activité était insignifiante. 

Après cela, il y avait une forte diminution de l'activité antioxydante de 30 à 50 min, suivi par 

une baisse relativement faible de taux de détérioration de l'activité antioxydante jusqu'à 80 minutes 

de chauffage. Après 80 min de chauffage, l'extrait a montré 66.23% d'activité antioxydante (c à d 

l’inhibition de la peroxydation de l’acide linoléique). 

Ces mêmes auteurs ont rapporté que ce pourcentage est meilleur que celui du BHA qui a 

perdu la moitié de son potentiel antioxydant après 45 minutes à 185 °C (Hamama et Nawar, 1991) 

et ont suggéré que les peaux de grenade peuvent être une source viable d'antioxydants naturels, qui 

est applicable dans les systèmes alimentaires même aux traitements à hautes températures. 

Dans une étude visant à évaluer l’activité antioxydante totale de certains aliments par une 

méthode in vitro mettant en jeu la mesure de l’oxydation de l’acide linoléique par fluorométrie, la 

poudre de peau de grenade a montré l’activité antioxydante la plus forte : à une concentration de 60 

ppm, cette poudre réduit la peroxydation lipidique de 65% (Kelawala  et Ananthanarayan, 2004). 

La réduction du niveau de peroxyde indique la capacité de la plante à minimiser les 

dommages oxydants à quelques tissus vitaux dans le corps (Aiyegoro et Okoh, 2009) parce que la 

peroxydation des lipides dans les systèmes biologiques a été longtemps considérée pour être un 

phénomène toxicologique qui peut conduire à de diverses conséquences pathologiques. 

Les hydroperoxydes lipidiques résultants peuvent affecter la fluidité de membrane et la 

fonction des protéines des membranes. En outre, les hydroperoxydes lipidiques peuvent subir une 

réduction d'un-électron et une oxygénation par l’intermédiaire de fer pour former les radicaux 

pyroxyles époxyallyliques qui déclenchent la peroxydation lipidique par l’intermédiaire d’une 

réaction en chaîne de radicaux libres. Les produits finaux de la peroxydation lipidique sont les 

aldéhydes réactifs, tels que le 4-hydroxy-nonénal et le malondialdéhyde, dont beaucoup sont 

fortement toxiques pour les cellules (Yu et Yang, 1996). 
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En outre, les aldéhydes réactifs produits par la peroxydation des lipides peuvent attaquer 

d'autres cibles cellulaires, tels que les protéines et l'ADN ; de ce fait les dommages initiés dans les 

membranes cellulaires se propagent à d'autres macromolécules, parce que les hydroperoxydes 

lipidiques formés dans les membranes sont des composants importants de la génération des ERO in 

vivo. Leur détoxification semble être critique pour la survie d'un organisme dans un stress oxydant 

(Dargel, 1992). Par conséquent, les antioxydants jouent un rôle essentiel dans l'inhibition de la 

peroxydation lipidique ou dans la protection contre les dommages cellulaires par les radicaux libres 

(Gülçin, 2010). 

Les principaux polyphénols dans la peau de grenade sont la punicalagine et ses dérivés tels 

que la punicaline, l'acide gallagique, l’acide ellagique et les glucosides de l’acide ellagique. Les 

isomères de punicalagine qui sont extraits dans le jus de grenade pendant le traitement ont été 

signalés comme étant les principaux responsables de la capacité antioxydante élevée du jus de 

grenade (Cerda et al., 2003). 

Kulkarni et al. (2007) ont rapporté que la punicalagine est un antioxydant polyphénolique de 

haut poids moléculaire soluble dans l'eau. Sa remarquable activité antioxydante et les autres 

activités pharmacologiques ont été attribuées à la présence de 16 groupes hydroxyles (-OH) 

dissociables. 

1.3.4. Chélation du fer : 

La production des espèces réactives d’oxygènes (ERO) fortement réactives tels que les 

radicaux de l'anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogène, et les radicaux hydroxyles est également 

catalysée par le fer libre par la réaction de Haber-Weiss : 

O2•− + H2O2 → O2+OH− + OH• 
 

La propriété de chélation des métaux est particulièrement importante en raison de la capacité 

des ions de métaux de transition comme Fe2+  de catalyser un certain nombre de réactions 

produisant des radicaux librestelle que la réaction de Fenton. Les radicaux hydroxyles produits 

comme résultat de cette réaction peuvent accélérer la peroxydation lipidique et les dommages des 

membranes cellulaires (Miller, 1996) en accélérant la dissociation des hydroperoxydes lipidiques 

en radicaux peroxyles et alcoxyles respectifs (Gioti et al., 2009). 

Fe2+ + H2O2→ Fe3+ + OH- + OH° 
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Puisque, la quantité d'agents chélateurs dans les extraits est importante pour

métaux de transition libres qui donnent lieu à 

capacité des extraits de se lier avec Fe

l'EDTA, qui est un fort agent chélateur 

Les polyphénols sont des chélateurs des métaux et peuvent inhiber les réactions de Fenton et 

Haber-Weiss, qui génèrent les radicaux hydroxyles 

Les résultats de l’inhibition du fer en présence de la ferrozine 

Tableau 15 :Pourcentages de chélation du
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Puisque, la quantité d'agents chélateurs dans les extraits est importante pour

qui donnent lieu à la peroxydation catalytique des lipides. Ainsi, la 

capacité des extraits de se lier avec Fe2+ en présence de la ferrozine a été comparée à celle de 

l'EDTA, qui est un fort agent chélateur (Rainha et al., 2011). 

Les polyphénols sont des chélateurs des métaux et peuvent inhiber les réactions de Fenton et 

Weiss, qui génèrent les radicaux hydroxyles (Kanatt et al., 2010). 

Les résultats de l’inhibition du fer en présence de la ferrozine sont indiqués dans le tableau 15

Pourcentages de chélation du fer Fe2+ en présence de la ferrozine

EPG 

32,29 ± 0,23 

47,96 ± 0,18 

59,81 ± 0,23 

64,67 ± 0,18 

Pourcentage d’inhibition duFe2+ en présence de la ferrozine en fonction de la 

concentration 

200 500 1000

Concentration (µg/mL)

Chélation du fer
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la peroxydation catalytique des lipides. Ainsi, la 

ferrozine a été comparée à celle de 

Les polyphénols sont des chélateurs des métaux et peuvent inhiber les réactions de Fenton et 

sont indiqués dans le tableau 15 

en présence de la ferrozine 

EDTA 

80,32 ± 0,53 

94,07 ± 0,32 

99,27 ± 0,00 

99,36 ± 0,00 

 

en présence de la ferrozine en fonction de la 
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Comme représenté dans la figure 27, la capacité de chélation de fer de l’extrait exprimée en % 

d’inhibition est significativement dépendante de la concentration (P ˃  0,05). Elle est relativement 

faible par rapport à celle de l’EDTA, cette capacité varie entre 32,29% (100 µg/mL) et 64,67% 

(1000 µg/mL). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Orak et al. (2012) qui ont trouvé 

que la capacité de chélation de fer de la peau de grenade des génotypes étudiés variait entre 10,90 % 

et 68,55%. 

Bien que l'activité de chélation de l’extrait a été montrée à être plus faible que celle de 

l'EDTA, les résultats obtenus ne sont pas négligeables pour un produit naturel, puisque des travaux 

de différents auteurs ont signalé des plantes avec des propriétés de chélation à des concentrations 

beaucoup plus élevées. 

Kanatt et al. (2010) ont trouvé que la capacité de chélation de fer de l’extrait aqueux de peau 

de grenade était 45.5% à une concentration de 1000 µg/mL et l’ont considéré comme relativement 

élevé.  

Sun et al. (2009) ont constaté que les extraits de polyphénols des tissus de peau et de pulpe de 

fruit ont montré une capacité de chélation des métaux et ils l'ont attribuée au groupe catéchol dans 

le noyau B de ces molécules de polyphénols. 

La chélation des métaux de transition est de grand intérêt potentiel pour l'industrie alimentaire 

(Viuda-Martos, Fernández-López, et al., 2010; Viuda-Martos, Ruiz Navajas, et al., 2011). 

Il a été rapporté que les agents de chélation sont efficaces en tant qu'antioxydants secondaires 

parce qu'ils réduisent le potentiel redox stabilisant de ce fait la forme oxydée de l'ion métallique 

(Gülçin, 2006).  

D'une compilation des données biochimiques, animales et humaines, des relations entre les 

niveaux élevés du fer dans le corps et un risque augmenté d'une variété des maladies telles que les 

maladies vasculaires, le cancer et certaines conditions neurologiques ont été proposées. La 

formation des ERO catalysée par le fer menant aux dommages d'ADN et des lipides semble être le 

résultat d'une exagération de la fonction normale du fer, qui doit transporter l'oxygène aux tissus. 

Les dommages des radicaux libres à l'ADN induits par le fer semblent être importants pour le 

développement du cancer et des cellules cancéreuses sont connues pour se développer rapidement 

en réponse au fer (Gülçin et al., 2010). 
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Plusieurs études (Singh et al. (2002) ; Negi et al. (2003) ; Skerget et al. (2005)) ont signalé 

que l'activité antioxydante de la peau de grenade est corrélée avec les composés phénoliques totaux.  

Par conséquent, le rendement total en composés phénoliques devrait être l'un des indicateurs 

les plus importants d’un procédé d'extraction efficace pour produire un produit de haute qualité 

(Wang et al.,2011). 
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II.  Etude de la stabilité oxydative des huiles végétales 

Après une évaluation préliminaire de l'efficacité antioxydante de l’extrait de peau de grenade, 

son efficacité dans la stabilisation de deux huiles végétales à savoir l’huile de tournesol et l’huile de 

soja a été également examinée. 

L'importance de l'altération oxydative des huiles de tournesol et de soja stabilisées a été suivie 

par la mesure des diènes conjugués, l’indice de peroxyde (produits primaires d’oxydation) et 

l’indice de p-Anisidine (produits secondaires). 

2.1.Indice de peroxyde  

L’indice de peroxyde est le nombre de micromoles d'oxygène actif contenues dans un gramme 

de corps gras susceptible d’oxyder l'iodure de potassium avec libération d'iode. Ce critère permet 

d’apprécier les premières étapes d’une détérioration oxydative (Karleskind, 1992). 

Les valeurs de l’indice de peroxyde des huiles de tournesol et de soja sont indiquées dans les 

tableaux 16 et 17. 

� Huile de tournesol  

Tableau 16 :Indices de peroxydes (méqO2/kg) de l'huile de Tournesol au cours de stockage à 

63°Cpendant 20 jours 

Indice de peroxyde (méqO2/kg) 

Temps (jrs) 
0 4 8 12 16 20 

Echantillons 

HT-TEMOIN 1,9 ± 0,00 41,5 ± 0,00 77,0 ± 1,41  100,0 ± 0,71 276,24 ± 1,77 251,99 ± 0,71 

HT-BHT 1,9 ± 0,00 37,0 ± 0,71 75,5 ± 0,00 81,5 ± 0,00 164,25 ± 1,06 207,49 ± 1,41 

HT-250 1,9 ± 0,00 33,5 ± 0,00 75,0 ± 1,41  81,5 ± 1,41 166,0 ± 0,71 216,99 ± 0,71 

HT-500 1,9 ± 0,00 29,75 ± 1,06 61,0 ± 1,41  64,75 ± 0,35 130,5 ± 0,00 172,50 ± 1,41 

HT-1000 1,9 ± 0,00 23,5 ± 0,00 45,5 ± 0,71 51,0 ± 0,71 118,0 ± 0,71 148,75 ± 1,77 

 

L’examen des résultats relatifs à l’évolution de l’indice de peroxyde au cours du stockage a 

permis de montrer une augmentation continue et significative (p < 0,05) de l’IP avec l'augmentation 

de la période de stockage pour tous les échantillons d’huile de tournesol(figure 28). Cette 
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augmentation de l’IP est attribuée à la formation des hydroperoxydes, produits primaires 

d’oxydation. 

Des valeurs faibles de l’indice de peroxyde obtenues pour les huiles additionnées d’extraits 

antioxydants comparées aux témoins indiquent leur efficacité dans la prévention de l'oxydation des 

huiles (Sultana et al., 2008). 

 

Figure 28:Evolution de l’indice de peroxydede l’huile de tournesol au cours de l’oxydation 

accélérée à 63°C 

L’indice de peroxyde du témoin augmente linéairement où il passe d’une valeur initiale de 1,9 

à 100 méqO2/kg durant les 12 premiers jours d’étuvage puis son augmentation s’accélère 

rapidement pour atteindre une valeur maximale de 276,24 méqO2/kg au 16ème jour. Cependant, la 

vitesse de formation des peroxydes commence à diminuer durant les 4 derniers jours jusqu’à 251,99 

méqO2/kg. 

Ceci est expliqué par le fait que le taux de formation d'hydroperoxydes est supérieur à leur 

taux de décomposition pendant l'étape initiale de l'oxydation, et ceci devient réversible aux étapes 

postérieures (Ruiz et al., 2001). L’IP atteindra un maximum durant la phase de propagation, puis 

diminuera lors de la phase de terminaison pour laquelle la cinétique de décomposition des 

hydroperoxydes est plus importante que celle de leur formation (Laguerre et al., 2007a). 

L’addition de l’extrait à 250 ppm et le BHT à 200 ppm a donné presque le même effet 

antioxydantenmontrant une réduction de l’IP de 40,54 et 39,91 % par rapport au témoin. 
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Il ressort également de ces résultats que l’ajout de l’extrait à 500 et 1000 ppm donnent les 

valeurs de l’indice de peroxyde les plus faibles comparés au témoin et à l’antioxydant synthétique à 

200 ppm tout au long de la durée de stockage. L’ajout de l’EP à ces concentrations a réduit la 

formation des hydroperoxydes de 52,76 et 57,28 % respectivement. 

L’indice de peroxyde des échantillons avec 250, 500, 1000 ppm de l’extrait et 200 ppm de 

BHT à la fin de stockage est : 216.99 ;172.5 ;148.75 et 207,49 méqO2/kg respectivement. 

Une différence significative (P < 0.05) dans l’IP entre le témoin (sans antioxydant) et les 

échantillons d'huile de tournesol contenant les extraits et le BHT (antioxydants) est observée.  

Cependant, il n'y a aucune différence significative entre l’antioxydant synthétique le BHT à 

200 ppm et l’extrait de la peau de grenade à 250 ppm dans l'inhibition de la peroxydation d'huile de 

tournesol (P > 0,05). 

Le pouvoir antioxydant des différents additifs ajoutés à l'huile de tournesol varie selon l'ordre 

significatif suivant : 1000 ppm EP> 500 ppm EP> 200 ppm BHT ≈250 ppm EP 

� Huile de soja 

Tableau 17 :Indices de peroxydes (méqO2/kg) de l'huile de Soja au cours de stockage à 63°C 

pendant 20 jours 

Indice de peroxyde (méqO2/kg) 

Temps (jrs) 
0 4 8 12 16 20 

Echantillons 

HT-TEMOIN 1,3 ± 0,00 62,5 ± 1,41 98,0 ± 0,71 163,5±1,41 203,49 ± 1,41 290,99 ± 2,12 

HT-BHT 1,3 ± 0,00 22,0 ± 0,71 47,0 ± 0,71 57,5 ± 0,00 83,25 ± 1,06 94,75 ± 1,77 

HT-250 1,3 ± 0,00 51,0 ± 0,71 72,5 ± 0,00 106,75 ± 1,06 148,0 ± 0,71 173,25 ± 0,35 

HT-500 1,3 ± 0,00 38,25 ± 1,06 57,5 ± 1,41 77,75 ± 1,77 124,25 ± 1,06 143,0 ± 0,71 

HT-1000 1,3 ± 0,00 21,0 ± 0,71 45,0 ± 0,71 60,5 ± 0,00 84,5 ± 0,00 110,75 ± 1,06 
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Figure 29 :Evolution de l’indice de peroxydede l’huile de soja au cours de l’oxydation accélérée à 

63°C 

La figure 29 montre une augmentation continue et significative (P < 0.05 de l’IP de l’huile de 

soja en fonction du temps pour tous les échantillons, ceci explique l’influence significative de la 

durée de stockage sur les résultats. 

L'huile de soja témoin présente l'indice de peroxyde le plus élevé. Son IP initial est de 1.3 

méqO2/kg, il augmente jusqu’à 203,49 méqO2/kg durant les 16 jours, puis une augmentation rapide 

et accentuée est constatée à la fin d'étuvage où il atteint 291 méqO2/kg. 

L’indice de peroxyde de HS à 250 ppm est plus élevé que celui des autres échantillons 

stabilisés, bien qu'il soit sensiblement inférieur au témoin pendant toutes les étapes de la période de 

stockage. Son IP final 173,25 méqO2/kg correspond à une réduction de 40,46% par rapport au 

témoin. 

L’HS à 500 ppm suit presque le même rythme mais avec des valeurs moins élevéespour 

atteindre une valeur finale de l’IP de 143 méqO2/kg soit une réduction de l’IP de 50,86% par 

rapport au témoin. 

Les huiles additionnées de l’extrait à 1000 ppm et du BHT à 200 ppm montrent les IP les plus 

faibles qui se superposent durant 16 jours. Cependant, à la fin de stockage l’indice de peroxyde de 

HS-1000 ppm devient relativement plus élevé que celui de BHT. Leurs IP finaux sont de 110,75 et 

94,75 meq O2/kg respectivement, correspondant à un taux de réduction de formation des 

hydroperoxydes de 61,94 et 67,7%. 
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Une différence significative (P < 0.05) est observée dans l’indice de peroxyde entre le témoin 

et l'huile de soja contenant l’extrait et le BHT. Cependant,  il n'y a aucune différence significative 

entre l’antioxydant synthétique le BHT à 200 ppm et l’extrait de la peau de grenade à 1000 ppm (P 

> 0,05). 

Le pouvoir antioxydant des différents additifs ajoutés à l'huile de soja varie selon l'ordre 

significatif suivant: BHT 200 ppm ≈EP 1000 ppm>EP 500 ppm >EP 250 ppm. 

Min et Boff (2002) ont cité que Smagula et Chang (1978) signalaient que le développement 

de la saveur de retour, décrit comme «de haricots» et «herbeux» est un défaut unique à l'huile de 

soja et peut être formé dans l’huile de soja avec des valeurs basses de l’indice de peroxyde. 

Les antioxydants sont principalement utilisés dans les lipides afin de retarder l'accumulation 

des produits primaires d'oxydation et d’améliorer ainsi la stabilité oxydative. Les produits de base 

de la peroxydation lipidique sont des hydroperoxydes, qui sont désignés généralement sous le nom 

des peroxydes. Par conséquent les résultats de l'évaluation de l’IP donnent une indication claire de 

l'auto-oxydation de lipides. Pour davantage de confirmation de ces résultats, d'autres paramètres 

d'oxydation, tels que les diènes conjugués etl’indice dep-anisidine sont également mesurés 

(Mohdaly et al., 2010). 

2.2.Indice de p-Anisidine : 

L’indice de p-anisidine (p-An) est intensivement utilisé pour mesurer les produits secondaires 

d'oxydation, principalement carbonyliques non-volatiles, formés pendant la dégradation oxydative 

des lipides (Anwar et al., 2004). 

Il est défini comme 100 fois la densité optique mesurée à350 nm dans une cellule (de 1,0 cm 

d’épaisseur) d'une solution contenant 1,0 g d'huile dans 100 mL d'un mélange de solvants et de 

réactifs (conformément à une méthode spécifique) (UICPA, 1987 ; Pharmeuropée européenne, 

2005). Il permet d’apprécier l’état de rancissement des corps gras. 

Les indices de p-anisidine des échantillons d’huiles de tournesol et de soja au cours de 

stockage sous conditions accélérées sont indiqués dans les tableaux 18 et 19. 
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Tableau 18 :Indices de p-Anisidine de l'huile de tournesol au cours de stockageaccéléré à 63°C 

pendant 20 jours 

Indice de p-Anisidine 

      Temps (jrs) 
0 4 8 12 16 20 

Echantillons 

HT-TEMOIN 3,0 ± 0,05 4,05 ± 0,01 5,82 ± 0,13 9,71 ± 0,14 19,65 ± 0,15 34,44 ± 0,01 

HT-BHT 3,0 ± 0,05 3,84 ± 0,04 5,09 ± 0,10 8,84 ± 0,01 14,00 ± 0,31 23,67 ± 0,10 

HT-250 3,0 ± 0,05 3,37 ± 0,09 5,04 ± 0,07 8,86 ± 0,15 14,41 ± 0,10 24,08 ± 0,08 

HT-500 3,0 ± 0,05 3,23 ± 0,01 4,3 ± 0,14 7,29 ± 0,12 11,0 ± 0,11 18,75 ± 0,40 

HT-1000 3,0 ± 0,05 3,03 ± 0,00 3,69 ± 0,43 6,19 ± 0,15 9,04 ± 0,18 15,71 ± 0,09 

 

La figure 30 décrit l’évolution de l’indice de para-anisidine pour les échantillons d'huile de 

tournesol stabilisés avec l’extrait, le BHT et le témoin. 

 

Figure 30:Evolution de l’indice de p-Anisidine de l’huile de tournesol au cours de l’oxydation 

accélérée à 63°C 

L'analyse périodique des échantillons d'huile de tournesol avec et sans extraits antioxydants 

en fonction du temps d'incubation indique que dans l'échantillon témoin, la formation des 

carbonyles est significativement (P ˃ 0.05) plus élevée par rapport aux échantillons avec extraits 

ajoutés. 
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L’indice de p-anisidine augmente significativement tout au long de la durée d'incubation (P < 

0.05), qui augmente dans l'accélération après 16 jours de stockage. La teneur en p-anisidine du 

témoin atteint un maximum de 34,44 après 20 jours de stockage. Une augmentation assez 

importante soit 10 fois plus environ son IPA initial est atteinte à la fin d'étuvage à 63°C. 

Les indices de p-anisidine des échantillons 250 ppm d'extrait phénolique et 200 ppm de BHT 

se superposent presque tout au long de stockage, et ayant des IPA quasiment similaires. L’addition 

de ces antioxydants a permis de réduire le taux de formation des carbonyles de 31% par rapport au 

témoin. 

Les huiles additionnées de 500 et 1000 ppm de l’extrait phénolique montrent des indices très 

proches aux étapes initiales d’oxydation mais au fur et à mesure que l’oxydation s’accélère vers le 

rancissement, l’IPA de HT-500 devient plus important, il atteint 18,75 soit une réduction de 

45,56%. 

L’échantillon additionné de 1000 ppm donne l’IPA le plus faible 15,71 à la fin de l’étuvage. Il 

réduit la formation des carbonyles jusqu’à 54,38%. Cette concentration donne la meilleure stabilité 

pour l’huile de tournesol aussi bien contre l’oxydation que contre le rancissement. 

Tous les échantillons présentent une différence significative (p < 0,05), à l’exception de 

l’huile de tournesol avec 200 ppm de BHT et celle avec 250 ppm de l’extrait (p> 0,05), ce qui 

signifie qu’ils ont le même effet antioxydant. La capacité d’inhibition de l’oxydation secondaire suit 

l’ordre  significatif suivant : 1000 ppm EP> 500 ppm EP> 200 ppm BHT ≈250 ppm EP. 

Cette différence dans l'activité antioxydante peut être expliquée sur la base des structures 

chimiques. La stabilité des radicaux phénoxyls réduit le taux de propagation et d'autres réactions et 

augmente ainsi la stabilité oxydante des lipides (Gordon, 1990 ; Ying et al.,2010). 

Comme tendance générale, la stabilisation améliorée du radical phénoxyl est souhaitable, 

mais la nature lipophile des molécules et l'affinité de l'antioxydant pour les lipides pourraient être 

déterminants (Von Gadow et al., 1997). 
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� Huile de Soja  

Tableau 19 :Indice de p-Anisidine de l'huile de soja au cours de stockage accéléré à 63°C pendant 

20 jours 

Indice de p-Anisidine 

      Temps (jrs) 
0 4 8 12 16 20 

Echantillons 

HT-TEMOIN 4,88 ± 0,11 9,93 ± 0,07 21,43 ± 0,06 34,4 ± 0,17 38,88 ± 1,47 45,01 ± 0,14 

HT-BHT 4,88 ± 0,11 5,14 ± 0,04 8,43 ± 0,17 13,57 ± 0,67 15,76 ± 0,14 22,92 ± 0,09 

HT-250 4,88 ± 0,11 8,70 ± 0,11 15,56 ± 0,16 26,95 ± 0,68 32,71 ± 0,41 37,83 ± 0,13 

HT-500 4,88 ± 0,11 6,83 ± 0,09 10,52 ± 0,06 17,35 ± 0,26 25,23 ± 0,42 33,07 ± 0,17 

HT-1000 4,88 ± 0,11 5,18 ± 0,03 8,59 ± 0,06 13,81 ± 0,33 17,56 ± 0,19 24,60 ± 0,14 

L'effet de l’extrait de la peau de grenade sur l'oxydation d'huile de soja mesurée par l'indice de 

p-anisidine est montré dans la figure 31. 

 

Figure 31:Evolution de l’indice de p-Anisidine de l’huile de soja au cours de l’oxydation accélérée 

à 63°C  

Le témoin donne des IPA les plus élevées, qui évoluent lentement durant les 4 premiers jours 

(4,91 à 9,93) puis il augmente rapidement jusqu’à 34,4 après 12 jours d’étuvage, ensuite le taux de 

formation des produits secondaires ralentit jusqu’atteindre une valeur de 45,01 après 20 jours. 

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50

0 4 8 12 16 20

IP
A

Temps (jours)

HS-TEMOIN

HS-BHT

HS-250

HS-500

HS-1000



Résultats et discussion 

 

ENSA 2012Page93 

 

L’huile de soja contenant 250 ppm montre un IPA proche de celui de témoin (8,7 et 9,93 

respectivement) après 4 jours d’étuvage, ensuiteelle suit la même tendance de témoin après 8 jours 

mais avec des valeurs moins élevées pour atteindre une valeur finale de 37,83, soit une réduction de 

23,57%. 

Concernant le HS-500, son IPA augmente lentement durant les 8 premiers jours mais au-delà, 

une augmentation rapide et accentuée est constatée à la fin d'étuvage avec un IPA de 33. 

Pour HS-1000 et HS-BHT, l’IPA montre une stabilité pendant les 4 premiers jours de 

stockage où il passe de 4,88 à 5,18 et 5,14 respectivement suivi d’une augmentation jusqu’à la fin 

de la période de stockage mais cette augmentation après les 12 jours est plus importante pour 

l’extrait à 1000 ppm. Les IPA finaux de HS-1000 et HS-BHT sont  24,6 et 22,9, ils induisent des 

réductions de 45,35%et 49,08% respectivement. 

Tous les échantillons montrent une différence significative (P ˃ 0,05). La capacité 

d’inhibition de la formation des composés carbonyles suit l’ordre suivant : BHT 200 > ppm EP 

1000 ppm>EP 500 ppm >EP 250 ppm. 

2.3.Les diènes conjugués : 

En chimie organique, le terme diène conjugué (DC) se réfère à deux doubles liaisons séparées 

par une liaison simple. Cette structure est inhabituelle d'AGPI, comme ils ont une structure 

divinylméthane (c'est-à-dire, elles sont non-conjuguées). Par conséquent, Il est généralement admis 

que la présence du DC (c.-à-d., migration de la double liaison menant à la conjugaison) dans les 

lipides indique que l'auto-oxydation des portions des acides gras a eu lieu (Corongiu et Banni, 

1994). 

La structure divinylméthane des AGPI les rend vulnérables à l'abstraction de l'hydrogène par 

l'attaque des radicaux libres. Les acides gras polyinsaturés deviennent un intermédiaire de radicaux 

libres, qui réorganise alors la double liaison pour former un DC ou un polyène (Pegg, 2005). 

L’attaque par l'oxygène moléculaire a comme conséquence un radical peroxylequi peut 

soustraire unatome d'hydrogène d'une molécule lipidique adjacente pour former un hydroperoxyde 

lipidique ou endoperoxyde (figure 32) (Pegg, 2005). 
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Figure 32 : Un hydroperoxyde d’acide gras polyinsaturé avec un diène conjugué ; R1 et R2 

indiquent les parties alkyliques restantes de l’AGPI 

Les résultats de la formation des diènes conjugués des huiles de tournesol et de soja sont 

mentionnés dans les tableaux 20 et 21. 

Tableau 20 :Coefficients d’extinction (E232) de l’huile de tournesolau cours de stockageaccéléréà 

63°C pendant 20 jours 

E232 

Temps (jrs) 
0 4 8 12 16 20 

Echantillons 

HT-TEMOIN 5,64 ± 0,09 15,66 ± 0,09 17,45 ± 0,07 27,24 ± 0,09 35,61 ± 0,41 45,41 ± 0,65 

HT-BHT 5,64 ± 0,09 11,63 ± 0,14 13,49 ± 0,05 19,90 ± 0,21 26,88 ± 0,18 33,00 ± 0,21 

HT-250 5,64 ± 0,09 10,13 ± 0,04 13,95 ± 0,18 20,63 ± 0,07 28,19 ± 0,16 35,06 ± 0,48 

HT-500 5,64 ± 0,09 6,93 ± 0,18 11,19 ± 0,12 14,93 ± 0,21 21,23 ± 0,14 26,54 ± 0,34 

HT-1000 5,64 ± 0,09 6,18 ± 0,14 9,60 ± 0,04 10,64 ± 0,16 16,75 ± 0,11 22,04 ± 0,02 

Les teneurs en diènes conjugués (CD) des échantillons d'huile de tournesol et soja stabilisés 

avec l'extrait méthanolique de peau de grenade, du BHT et du témoin sont montrées sur les figures 

33 et 34. 

L’absorption à 232 nm due à la formation des composés primaires (figure 33), a montré un 

modèle qui est en bon accord avec celui de l’indice de peroxyde  et de l’indice de p-anisidine.  

Les DC de tous les échantillons stabilisés sont inférieurs à l'échantillon témoin; indiquant que 

les extraits ont eu une bonne activité antioxydante (Liu et White, 1992). 
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Figure 33 :Evolution de la teneur en diènes conjugués de l’huile de tournesol au cours de 

l’oxydation accélérée à 63°C 

Pour le témoin, la teneur en DC passe de 5,64 à 15,66 durant les 4 premiers jours d’étuvage 

puis elle se stabilise légèrement à 17,45 ensuite elle augmente intensivement jusqu’à la fin de la 

période d’incubation pour atteindre une valeur de 45,41; L’huile de tournesol subit donc une 

augmentation de 8 fois son E232 initial. 

Les teneurs en DC de HT-250 sont plus élevées que celles des autres échantillons stabilisés, 

elles sont légèrement supérieures à celles du BHT-200 mais malgré cela, ces 2 échantillons ne 

montrent aucune différence significative, elles montrent une réduction de 22,11 et 27,33% 

respectivement. 

L’huile stabilisée avec 1000 ppm montre plus ou moins une stabilité durant les 12 premiers 

jours où la teneur en DC varie entre 5,64 et 10,64 puis une augmentation plus ou moins importante 

durant les 8 derniers jours. Cette huile a montré une très bonne stabilité car la teneur en DC est 

réduite de 50,78% à la fin de stockage par rapport au témoin. L’HT-500 montre une stabilité 

pendant les 4 premiers après il augmente linéairement, sa teneur en DC atteint 26,54 ; soit une 

réduction de 41,55%. 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

0 4 8 12 16 20

E
23

2

Temps (jours)

Diènes conjugués

HT-TEMOIN

HT-BHT

HT-250

HT-500

HT-1000



Résultats et discussion 

 

ENSA 2012Page96 

 

� Huile de soja  

Tableau 21 :Coefficients d’extinction (E232) de l’huile de soja au cours de stockage accéléré à 63°C 

pendant 20 jours 

E232 

Temps (jrs) 
0 4 8 12 16 20 

Echantillons 

HT-TEMOIN 4,83 ± 0,04 20,44 ± 0,12 23,88 ± 0,25 32,18 ± 0,25 39,81 ± 0,19 49,98 ± 0,32 

HT-BHT 4,83 ± 0,04 6,95 ± 0,07 11,90 ± 0,04 14,38 ± 0,28 18,42± 0,11 24,40 ± 0,14 

HT-250 4,83 ± 0,04 16,91 ± 0,30 21,19 ± 0,02 27,91 ± 0,12 31,98± 0,19 39,36 ± 0,09 

HT-500 4,83 ± 0,04 10,98 ± 0,04 15,54 ± 0,12 18,14 ± 0,16 27,46 ± 0,12 33,19 ± 0,16 

HT-1000 4,83 ± 0,04 6,30 ± 0,18 9,39 ± 0,30 15,29 ± 0,16 19,28 ± 0,04 25,69 ± 0,12 

 

Quant à l’huile de soja, la figure 28 montre une augmentation progressive de son coefficient 

d’extinction E232 au cours du stockage, ce qui montre l’effet significatif du temps sur les résultats 

obtenus. 

 

Figure 34 :Evolution de la teneur en diènes conjugués des échantillons de l’huile de soja au cours 

de l’oxydation accélérée à 63°C 
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L’huile de soja sans additifs (témoin) présente les DC les plus élevées par rapport aux autres 

traitements. Sa teneur augmente rapidement pendant les 4 premiers jours où elle passe de 4,83 à 

20,44 puis elle ralentit durant les 4 jours qui suivent (23,88), ensuite elle augmente rapidement 

jusqu’à la fin de l’étuvage pour atteindre une valeur de 49,98. Donc, il s’agit d’une augmentation 

importante (10 fois) de sa teneur initiale. 

L’huile stabilisée avec 250 ppm (HS-250) suit presque la même allure que le témoin mais 

avec des coefficients d’extinction moins élevés jusqu’au 12ème  jour, ensuite elle devient moins 

accentuée que celle du témoin. Son coefficient d’extinction final est de 39,36 (21,25%). 

Contrairement à l’huile stabilisée avec 500 ppm d’EP, après une augmentation plus ou moins 

importante (par rapport au témoin) de 4,83 à 18,14 ; la vitesse de formation des diènes conjugués 

s’accélère après les 12 jours de stockage pour atteindre un coefficient d’extinction de 33,19 

(33,59%). 

Les teneurs les plus faibles en DC sont notées pour des échantillons d'huile de soja stabilisés 

avec l'extrait de peau de grenade à 1000 ppm pendant les 10 jours d’étuvage mais après elle devient 

réversible. Les coefficients d’extinction enregistrés pour HS-1000 et HS-BHT à la fin de stockage 

sont 25,69 et 24,4. Il s’agit d’une réduction de 48,6 et 51,18%. 

Les valeurs relativement importantes des diènes conjugués de l’huile de soja par rapport à 

l’huile de tournesol sont probablement dues à la richesse de l’huile de soja en acide α-linolénique 

qui possède 3 doubles liaisons. 

Il a été suggéré que la formation de teneurs élevées en DC peut être liée à la présence de 

teneurs élevées en acides gras polyinsaturés dans l’huile de soja (Liu et White, 1992). 

Farmer et Sutton (2002) ont indiqué que l'augmentation d'absorption due à la formation des 

diènes et des triènes conjugués est proportionnelle à la prise de l'oxygène et à la formation des 

peroxydes pendant les premières étapes de l'oxydation. 

Marmesat et al. (2009) ont signalé que seulement les hydroperoxydes de l'acide linoléique 

contribuent à l'augmentation de la teneur en diènes conjugués. Ainsi, l'augmentation en 

hydroperoxydes d'acide oléique augmenterait l’indice de peroxyde mais pas l'absorption UV à 232 

nm. 
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2.4.Profil en acides gras des huiles étudiées : 

La stabilité oxydative des huiles dépendra en particulier de leur teneur et de leur composition 

en acides gras insaturés (AGI). Ainsi, les huiles les plus insaturées seront les moins stables à 

l’oxydation, et ce d’autant plus que le nombre de doubles liaisons sur les acides gras est élevé 

(Cuvelier et Maillard, 2012). 

La composition en acides gras de l’huile de tournesol (tableau 22) est très proche de celle de 

l'huile de tournesol couramment utilisée, qui est caractérisée par une concentration élevée d'acide 

linoléique, suivie de l'acide oléique. Les acides gras saturés (principalement acide palmitique et 

acide stéarique) ne s'élèvent pas à plus de 15% du contenu d'acide gras (Grompone, 2005). 

Tableau 22 :Composition en acides gras (%) de l’huile de tournesol avant et après oxydation 

  HT-FRAICHE HT-TEMOIN  HT-BHT HT-250 HT-500 HT-1000 

C16 : 0 6,55 7,85 7,1 7,09 6,93 6,84 

C18 : 0 3,98 4,16 4,18 4,22 4,04 4,05 

C18 : 1 24,44 25,92 26,01 26,15 25,84 25,42 

C18 : 2 65,04 62,07 62,57 62,55 63,19 63,61 

 

L’analyse des résultats du tableau 22 fait apparaitre une diminution de la teneur en acide 

linoléique, une augmentation de la teneur en acides oléique et palmitique et plus ou moins une 

stabilité de l’acide stéarique. 

L’acide linoléique (C18:2 ω6)  un acide gras polyinsaturé, qui est le composant majeur 

montre une diminution de 4,57% de sa teneur après 20 jours de stockage pour le témoin. La 

meilleure stabilité de la teneur en acide gras est enregistrée pour la concentration 1000 ppm avec 

une diminution de 2,2% suivi de la concentration 500 ppm avec 2,48%, 3,83 et 3,8% pour les 

échantillons additionnés de l’extrait à 250 ppm et le BHT à 200 ppm. 

L'augmentation du pourcentage de l'acide oléique (C18:1 ω9) est la conséquence de la 

stabilité de pourcentage des acides gras saturés en particulier l'acide stéarique (C18:0), et la 

réduction de l'acide linoléique (C18:2 ω6). 
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Tableau 23 :Composition en acides gras (%) de l’huile soja avant et après oxydation 

  HT-FRAICHE HT-TEMOIN  HT-BHT HT-250 HT-500 HT-1000 

C16 : 0 10,79 11,83 11,02 11,29 11,3 11,17 

C18 : 0 2,91 3,22 3 3,12 3,04 2,99 

C18 : 1 26,05 28,1 26,6 27,37 27,07 26,54 

C18 : 2 54,02 51,84 53,54 52,93 53,13 53,44 

C18 : 3 5,59 4,8 5,41 5,09 5,26 5,57 

Les acides gras majoritaires présents dans l'huile de soja sont l'acide linoléique (C18:2 ω6) 

54,02 %, l'acide oléique (C18:1 ω9) 26,05%, l'acide palmitique (C16:0) 10,79 % et l'acide α-

linolénique (C18:3 ω3) 5,59%. 

Une diminution des AGPI est notée pour le témoin de 59,61 à 56, 64%, Elle est moins 

prononcée pour tous les échantillons additionnés d'antioxydants naturel et synthétique.  

Les échantillons additionnés de l’extrait à 1000 ppm et le BHT à 200 ppm donnent une 

meilleure stabilité de la teneur en AGPI 59,01% et 58,95%. 

La diminution la plus prononcée est enregistrée pour l’huile témoin en acide α-linolénique 

(C18:3 ω3 ) qui est de l’ordre de 14,13 % et pour l’acide linoléique 4,04% à la fin de stockage. 

L'acide α-linolénique (C18:3 ω3) garde les mêmes valeurs avec l'addition de 1000 ppm d'EP 

(effet très positif), et note une légère diminution par l'addition de 250 et 500 ppm d’EP et du BHT, 

soit une réduction de 8,94 ; 5,9 et 3,22% respectivement. Ceci suggère que l’ajout de 1000 ppm 

d’extrait de peau de grenade protège efficacement l’acide α-linolénique contre la dégradation 

oxydative. 

Une étude de la cinétique de l'auto-oxydation des lipides a indiqué que les taux relatifs 

d'oxydation d'AGI sont comme suit : C18:3 >C18:2 >>C18:1 (Cosgrove et al., 1987). En général, 

plus le degré d’insaturation est élevé, particulièrement la polyinsaturation, plus le taux d'oxydation 

dela somme totale de C18:3 et C18:2 est élevé (de Guzman et al., 2009). 



Résultats et discussion 

 

ENSA 2012Page100 

 

Le taux élevé de l’oxydation de l’acide α-linolénique par rapport à l’acide linoléique est dû à 

sa vitesse relative de l’oxydation très élevée (tableau 24), qui a une double liaison en plus par 

rapport à l’acide linoléique, avec une période d’induction très courte (1,34 h). 

Tableau 24 :Vitesse relative d’oxydation avec oxygène moléculaire des acides gras de la famille 

C:18(Gaillard, 1990) 

  

Nombre d'atomes de 
carbone allylique Période d'induction (h) Vitesse relative d'oxydation 

C18 : 0 0 ˃ 1 

C18 : 1 2 82 100 

C18 : 2 3 19 1200 

C18 : 3 4 1,34 2500 

La richesse de l’huile de tournesol seulement en acide linoléique, donne une meilleure 

stabilité à cette huile par rapport à l’huile de soja qui, en plus de cet acide gras polyinsaturé avec 

deux doubles liaisons, est très riche en acide α-linolénique acide gras polyinsaturé avec trois 

doubles liaison. 

En outre, le rapport acide linoléique/acide palmitique (C18.2/C16:0) a été suggéré comme 

indicateur valide du niveau de la détérioration des AGPI (Normand et al., 2001). 

Tableau 25 : Rapport acide linoléique/acide palmitique (C18.2/C16:0) des deux huiles étudiées 

C18:2/C16:0 

  H-FRA H-TEM H-BHT H-250 H-500 H-1000 

HT 9,93 7,90 8,82 8,83 9,12 9,29 

HS 5,01 4,38 4,86 4,69 4,7 4,78 

En examinant le rapport C18:2/C16:0, on constate que plus ce rapport est élevé plus l’huile 

est stable. Ceci est plus élevé pour huile de tournesol ce qui lui donne une meilleure stabilité. 

Pour l’huile de tournesol, l’huile témoin (sans antioxydant) présente le rapport le plus faible 

7,90 par rapport à l’huile fraiche 9,93 ce qui correspond à une diminution de 20,44 %. 

L’échantillon avec le BHT à 200 ppm et l’extrait à 250 ppm présentent des valeurs identiques 

(8,82 et 8,83) avec une diminution de 11,18 %. Les échantillons à 500 et 1000 ppm donnent une 

meilleure stabilité de ce rapport 8,16 et 6,45 % respectivement. 
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En ce qui concerne l’huile de soja, l’huile témoin donne également le rapport le plus faible 

4,38 comparé à l’huile fraiche 5,01 correspondant à une diminution de 12,57 %. Les échantillons 

additionnés de BHT à 200 ppm et l’extrait à 1000 ppm donnent la meilleure stabilité avec des 

rapports 4,86 et 4,78 respectivement soit une diminution de 3 et 4,59 %. 

 
2.5.Différence entre l'activité antioxydante des antioxydants liposolubles synthétiques et 

naturels : 

D'après Pokorny (2007), tous les deux agissent par des mécanismes similaires de sorte que 

leur activité antioxydante ne dépende que de leur structure chimique et de leur polarité.  

Les antioxydants synthétiques ont été développés pour la stabilisation des graisses et des 

huiles en vrac ou des aliments riches en lipides. Dans ces substrats, ils sont nettement plus efficaces 

que l'α-tocophérol et autres antioxydants naturels, qui sont habituellement moins liposolubles. La 

concentration la plus élevée autorisée par la loi (0.02 % dans le corps gras) est suffisante dans la 

plupart des cas des antioxydants synthétiques pour la stabilisation des aliments, sauf peut-être pour 

le stockage extrêmement long ou friture. 

Les antioxydants naturels, sont pour la plupart du temps beaucoup plus polaires que les 

antioxydants synthétiques, à l'exception des caroténoïdes, des tocophérols et leurs esters. Par 

conséquent, les antioxydants phénoliques naturels ne sont généralement pas suffisamment solubles 

dans la phase lipidique, ce qui limite leur efficacité dans les lipides (Pokorny, 2007). Il est 

nécessaire d'ajouter les antioxydants naturels à des concentrations élevées, tels que 0.1-0.5 % et 

même plus. Ce sont des substrats spécifiques, et leur activité antioxydante dépend beaucoup des 

synergistes présents tant dans les préparations antioxydantes que dans les aliments stabilisés.  
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III.  Activité antimicrobienne 

L'utilisation des agents chimiques ou synthétiques à activité antimicrobienne (comme 

inhibiteurs, réducteurs de croissance, ou même inactivateurs) est l'une des techniques les plus 

anciennes pour contrôler la croissance des micro-organismes. L'application des conservateurs aux 

aliments est fondamentale si leur sûreté doit être maintenue. 

Les antimicrobiens naturels, que ce soient d’origine microbienne, animale, ou végétale, qui 

montrent une activité bactériostatique/fongistatique ou bactéricide/fongicide prolongent la durée de 

vie des aliments et empêchent, entre autres, les problèmes relatifs à la santé, les mauvaises odeurs, 

les goûts désagréables, problèmes de texture, ou les changements de couleur, qui sont 

fondamentalement provoqués par les systèmes enzymatiques ou métaboliques des principaux 

micro-organismes,ce qui mène à l’altération des aliments(Parseh et al., 2012). 

3.1.Définition d’un antimicrobien : 

Un antimicrobien est une substance qui tue ou inhibe la croissance des micro-organismes 

comme les bactéries, les champignons, les protozoaires, etc. Sur la base du mode d'action, les 

antimicrobiens sont classés en deux grandes catégories : Microbicides qui tuent les microbes sans 

laisser aucune option pour leur survie et microbistatiques qui stoppent toutes les activités 

métaboliques des microbes qui sont importants pour leur survie, ils s'appellent comme inhibiteurs 

de croissance des microbes (Khan et Hanee, 2011). 

Les activités antimicrobiennes des composés phénoliques peuvent impliquer des modes 

d'action "multiples". Le type du micro-organisme et la structure de sa paroi cellulaire jouent un rôle 

important. Les composés phénoliques peuvent dénaturer les enzymes mais ils peuvent également se 

lier aux substrats tels que les minéraux, les vitamines et les hydrates de carbone, les rendant 

indisponibles pour les micro-organismes. En outre, les phénols peuvent être absorbés à la paroi 

cellulaire, ce qui conduit à une rupture de la structure et de la fonction de membrane (Hayrapetyan 

et al., 2012). 

3.2.Analyse qualitative (détermination des zones d’inhibition des souches microbiennes) : 

Cette analyse est réalisée dans le but de faire un screening préliminaire des souches sensibles et 

des résistantes à l’extrait de peau de grenade par la mesure des diamètres des zones d’inhibition des 

souches testées. 

Les résultats de l’analyse qualitative exprimés comme diamètres des zones d’inhibition des 

différentes souches microbiennes sont mentionnés dans le tableau 26. 
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Tableau 26 :Diamètres des zones d'inhibition (mm) des différentes souches microbiennes testées 

Diamètres des zones d'inhibition (mm) 

Souche 
Concentration (mg/ml) 

25 50 100 

Staphylococcus a. 17,25 25 26 

Bacillus s. 10 13,5 13,75 

Pseudomonas a. 18,5 22,5 22,5 

Klebsiella p. 20 20 20 

Escherichia c. − − − 

Candida a. − − − 

Saccharomyces c. − − − 

−  : Pas d’inhibition 

L’analyse qualitative de l’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur disque 

révèle des diamètres de zones d’inhibition des différentes souches à différentes concentrations de 

l’extrait variant entre 0 mm (pas d’inhibition) et 26 mm. 

Il est remarquable que la concentration 25 mg/ml montre l’effet inhibiteur le plus faible par 

rapport aux concentrations 50 et 100 mg/ml qui montrent le même effet inhibiteur sur les souches  

Staphylococcus a.,Bacillus s.et Pseudomonas a. Cependant pour les autres souches, le même effet 

inhibiteur a été observé pour toutes les concentrations (25, 50 et 100 mg/ml). 

La souche Staphylococcus aureus montre une zone d’inhibition dont le diamètre (17,25 mm) 

est inférieur à celui des deux bactéries gram négatif Pseudomonas et Klebsiella à la concentration 

25 mg/ml mais avec l’augmentation de la concentration, la sensibilité de cette souche augmente de 

façon importante traduite par des zones d’inhibition de 25 et 26 mm pour les concentrations 50 et 

100 mg/ml respectivement. 

Opara et al. (2009) ont trouvé que tous les extraits des fractions de fruit de grenade montrent 

une activité antimicrobienne plus élevée sur S. aureus que P. aeruginosa, avec une différence de 

40.06% dans leurs moyennes de zones d'inhibition. 

La souche Bacillus subtilis montre une sensibilité faible à l’extrait reflétée par une petite zone 

d’inhibition dont le diamètre varie entre 10 et 13, 75 mm. 
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L’extrait de peau de grenade n’a aucune activité antibactérienne contre Escherichia coli ni 

antifongique (anti-levurienne) contre les souches de levures testées à savoir Candida albicans et 

Saccharomyces ceriviciae. 

Ces résultats sont en accord avec ceux de Singh et al. (2002) et Abdollahzadehet al. (2011) 

qui ont rapporté que l'extrait de la peau dePunica granatumn'a pas d’effet sur C.albicans pour toutes 

les concentrations. 

D’après le tableau 26 et selon l’échelle citée par Meena et Sethi (1994) et Ela et al. (1996), 

les résultats obtenus peuvents’interpréter comme suit : 

� Une activité modérément inhibitrice sur Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 

etklebsiella pneumoniae ; 

� Une activité légèrement inhibitrice sur Bacillus subtilis ; 

� Uneactivité non inhibitrice contre Escherichia coli et les deux souches de levureCandida 

albicanset Saccharomyces ceriviciae. 

 

Staphyloccocus aureus                                                            Klebsialla pneumoniae 
(Concentration 50 mg/mL)(Concentration 25 mg/mL) 

 

Candida albicans (Concentration 100 mg/mL) 
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4.1.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :  

Les CMI de l’extrait de la peau de grenade contre les souches bactériennes testées sont 

indiquées dans le tableau 27 : 

Tableau 27 :Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des souches bactériennes 

Concentration minimale inhibitrice (CMI) 

Souche 
  Concentration (mg/ml)   

25 50 100 

Staphylococcus a. 0,25 0,125 0,125 

Bacillus s. 0,5 0,25 0,25 

Pseudomonas a. 1 0,5 0,25 

Klebsiella p. 2 1 0,5 

Escherichia c. > 2 > 2 > 2 

 

L’analyse des résultats des CMI déterminées en utilisant la méthode de dilution dans un 

milieu gélosé confirme les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque.  

Selon les résultats du tableau 27, il apparait que toutes les concentrations de l’extrait de la 

peau de grenade exercent une activité inhibitrice à différentes dilutions. 

L’EPG a montré une activité antimicrobienne contre toutes les souches testées sauf  

Escherichia coli, et ces valeurs s’étendent de 62.5 à 500 µg/mL (ces valeurs ont été calculées 

comme suit : la dilution obtenue de CMI x la concentration). 

La souche Staphylococcus aureus montre la CMI la plus faible avec une concentration de 

62,5 µg/ml (0,25% à 25 mg/ml) ce qui se traduit par une sensibilité plus élevée vis-à-vis des 

composés bioactifs de la peau de grenade. 

La souche Bacillus subtilis bien qu’elle montre une certaine résistance dans la méthode de 

diffusion sur disque, la sensibilité de la souche est mise en évidence par son faible CMI quiest de 

l’ordre de 125 µg/mL. Ceci peut être expliqué par une mauvaise diffusion de l’extrait dans la 

gélose. 

L’hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus ATCC peut s’expliquer par la 

probabilité de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, 



Résultats et discussion 

 

ENSA 2012Page106 

 

tels que la température, le pH, et les extraits naturels, due à l'absence de la membrane externe 

(Balentine et al.,2006). 

Braga et al. (2005) ont observé que les extraits méthanoliques de grenade pouvaient inhiber 

non seulement la croissance de S. aureus mais également la production de l'entérotoxine. 

Les 2 bactéries Gram négatif Pseudomonas a.et Klebsiella p.montrent des CMI plus grandes 

que celles des bactéries Gram positif (250 et 500 µg/ml respectivement correspondant à 1 et 2 % à 

25 mg/ml), ce qui signifie une moindre sensibilité. En ce qui concerne Escherichia coli, cette 

bactérie Gram négatif a montré une grande résistance à l’extrait de la peau de grenade à toutes les 

concentrations. 

Les résultats obtenus à partir de notre étude sont en accord avec ceux rapportés par plusieurs 

auteurs qui ont signalé que les extraits alcooliques des fruits (écorces) de grenade ont montré une 

activité antibactérienne contre S. aureus mais aucune activité contre E. coli (Ahmad et Beg, 

2001 ; Mathabe et al., 2006 ; Panichayupakaranant et al., 2010). 

De façon générale, nos résultats corroborent les rapports de Negi et Jayaprakasha (2003) et 

Opara et al. (2009) sur les activités antibactériennes de la poudre de peau sèche de grenade. Leurs 

résultats ont montré un effet d'inhibition élevé sur les différentes bactéries Gram positif et Gram 

négatif telles que S. aureus, P. aeruginosa., et B. cereus, alors que E. coli, la bactérie Gram négatif 

était résistante. 

Sur la base des résultats de la CMI, la sensibilité des souches envers l’extrait de la peau de 

grenade peut être classée par ordre décroissant comme suit :  

Staphylococcus a.� Bacillus s.� Pseudomonas a.� Klebsiella p. � Escherichia c. 

Al-Zoreky (2009) a rapporté qu’il été confirmé par de nombreux auteurs que les bactéries 

Gram négatif sont plus résistantes aux divers antimicrobiens que les bactéries Gram positif dus à 

leurs membranes externes lipopolysaccharidiques (LPS). 

Panichayupakaranant et al. (2010) suggèrent également que l'effet anti-diarrhéique de 

l'écorce de grenade pourrait être dû à son effet inhibiteur sur les bactéries Gram positif, aussi bien 

que l'effet astringent des tanins. 

L'activité antibactérienne des peaux de grenade peut être indicative de la présence de quelques 

toxines métaboliques ou composés antibiotiques de large spectre (Voravuthikunchai et al., 2004). 
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Le mécanisme responsable de la toxicité phénolique aux micro-organismes a été lié à la 

réaction aux groupes sulfhydriques des protéines et à l'indisponibilité des substrats aux micro-

organismes(Machado et al., 2003; Naz et al., 2007). Les extraits de grenade interfèrent avec les 

sécrétions protéiques bactériennes (Al-Zoreky, 2009). 

Cowan (1999) a suggéré que les propriétés antimicrobiennes des tanins pourraient être liées à 

leur capacité d'inactiver les adhérences microbiennes, les enzymes, et les protéines de transport 

d'enveloppe de cellules, leur complexité avec les polysaccharides, et leur capacité de modifier la 

morphologie des micro-organismes. 

Étant donné que les fractions de grenade contiennent une gamme diverse de tanins (Gil et 

al.,2000), les effets antimicrobiens des fractions de fruit de grenade rapportées ci-dessus sont en 

accord avec ceux d’Akiyama et al. (2001) qui ont constaté que les tanins inhibent la coagulation de 

plasma, tandis que le nombre de colonies de bactéries de S. aureus dans les structures membranaires 

dans le milieu acide tannique (100 mg/l) étaient dix fois inférieur à ceux dans le milieu contenant 

l'oxacilline (40 mg/l). 

 

       Bacillus subtilis CMI=0,5%                                           Pseudomonas aeruginosaCMI=0,5% 
        (Concentration 25 mg/ml)                                                      (Concentration 50 mg/ml)              

 

Escherichia coli CMI > 2% (concentration 100 mg/ml) 
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4.2.Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) : 

Les CMB de l’extrait de la peau de grenade contre les souches bactériennes testées sont 

indiquées dans le tableau 28. 

Tableau 28 :Concentrations minimales bactéricides (CMB) sur les souches bactériennes testées 

Concentration minimale bactéricide (CMB) 

Souche 
  Concentration (mg/ml)   

25 50 100 

Staphylococcus a. > 2 > 2 1 

Bacillus s. > 2 0,25 0,25 

Pseudomonas a. 2 2 1 

Klebsiella p. > 2 > 2 > 2 

L’analyse des résultats des CMB (tableau 28) fait apparaître que l’extrait de la peau de 

grenade n’a aucun effet bactéricide sur la souche bactérienne Klebsiella pneumoniae pour toutes 

concentrations testées CMB >2000 µg/mL (CMB>2% pour toutes les concentrations). 

 

Pseudomonas aeroginosaCMB=2%                                        Klebsiella pneumoniae CMB> 2%  

       (concentration 25 mg/ml)                                                          (concentration 100 mg/ml) 

Contrairement à la souche Pseudomonas aeruginosa, toutes les concentrations de l’extrait de 

peau de grenade sont bactéricides sur cette souche Gram négatif avec une CMB de 2% pour la 

concentration 25 mg/mL correspondant à 500 µg/mL. 
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La souche Bacillus subtilis montre une CMB (> 2 %) plus élevée que la CMI (0,5%) à la 

concentration 25 mg/mL (effet bactériostatique), cependant aux concentrations de 50 et 100 mg/mL, 

la CMB (0,25%) est égale à la CMI (0,25%) (effet bactéricide). 

Quant à la souche Staphylococcus aureus dont la CMI (62,5 µg/mL) est la plus faible parmi 

les autres souches, les concentrations 25 et 50 mg/mL ne sont pas bactéricides. la concentration 100 

mg/mL est bactéricide à 1% mais la valeur de CMB (1000 µg/mL) contre cette bactérie est 

beaucoup plus élevée que la valeur du CMI (62,5 µg/mL). Ceci implique que l’EPG possède 

seulement une activité bactériostatique sur cette souche. Panichayupakaranant et al. (2010) ont 

rapporté le même effet bactériostatique sur cette bactérie pour l’extrait de la peau de grenade 

standardisé avec 13% (P/P) d’acide ellagique. 

 

 

Staphylococcus aureus CMI=0,5%                                                 Bacillus subtilis CMB=0,25% 

        (Concentration 25 mg/ml)                                                          (Concentration 50 mg/ml) 
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CONCLUSION GENERALE  

ertains sous-produits agro-industriels telles que les écorces de grenade sont des sources 

importantes de composés phénoliques qui ont de bonnesactivités antioxydante et 

antimicrobienne. 

De cette étude nous pouvons ressortir les points suivants : 

L’extraction des composés bioactifs par une combinaison de solvants a fourni un rendement 

élevé de 46% et par conséquent une teneur élevée en composés phénoliques avec 448,4 mg/g de 

polyphénols totaux, 374,92 mg/g de tanins hydrolysables et 30,37 mg de flavonoïdes. 

 

L’extrait de la peau de grenade a une activité antioxydante très élevée qui dépasse même celle 

des antioxydants naturels et synthétiques comme la vitamine E et le BHT. Elle est hautement 

dépendante de la concentration en polyphénols et elle a été évaluée à l’aide de 4 tests in vitro : 

• Un pouvoir de piégeage du radical DPPH élevéexprimé en terme de concentration 

inhibitrice de 50% des radicaux (IC50 =5,49 µg/ml ) qui est supérieur à celui de la vitamine 

E et du BHT (IC50=7,113 et 28,15 µg/ml respectivement) cependant il est inférieur à celui 

de l’acide ascorbique (IC50=2,9µg/ml). 

• Un pouvoir réducteur élevé exprimé en terme de concentration effective (EC50= 25,78 

µg/ml) équivalent à celui de BHT (EC50=26,74µg/ml). Il est très supérieur à celui de l’α-

Tocophérol (EC50=49,95µg/ml). Cependant, il est inférieur à celui de l’acide ascorbique  

(EC50=11,05µg/ml) qui est connu pour être un fort agent réducteur. 

Par conséquent, l'activité antioxydante marquée de l'extrait de peau de grenade semble être le 

résultat conjugué de leur activité de piégeage des radicaux et de pouvoir réducteur. 

 

• Une activité d’inhibition de la peroxydation de l’acide linoléique comparable à celle du 

BHT (97,34%d’inhibition du taux des hydroperoxydes)avec un pourcentage d’inhibition très 

élevé(96% à 500 µg/ml). Elle est très supérieure à celle de la vitamine E (54,55% 

d’inhibition).   

• Une activité de chélation du fer, bien qu’elle soit faible en comparaison à celle de l’EDTA, 

mais elle peut être considérée comme élevée pour un produit naturel. Cette propriété est 

d’un grand intérêt potentiel pour l'industrie alimentaire. 

 

C 
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L’ajout de l’extrait de la peau de grenade aux huiles telles que l’huile de tournesol et l’huile 

de soja augmente leur durée de stockage en renforçant leur stabilité oxydative : 

� la stabilisation de l’huile de tournesol avec 250 ppm donne la même stabilité oxydative que 

le BHT à 200 ppm. L’ajout de l’extrait de peau de grenade à 1000 ppm donne la meilleure 

stabilité. Il provoque une réduction de 57,28% ; 54,38% et 50,78% de l’indice de peroxyde, 

l’indice de p-Anisidine et les diènes conjugués.  

� la stabilisation de l’huile de soja avec 1000 ppm donne la même stabilité oxydative que le 

BHT à 200 ppm. Celle-ci donne la meilleure stabilité en provoquant une réduction de 

61,94 ; 45,35% et 48,6% de l’indice de peroxyde, l’indice de p-Anisidine et les diènes 

conjugués respectivement. 

� La stabilité oxydative des huiles étudiées est dépendante de leur composition en acides gras 

polyinsaturés tels que l’acide linoléique et l’acide linolénique qui sont très importants de 

point de vue nutritionnel. L’addition de l’extrait de peau de grenade à ces huiles assure la 

stabilité de ces acides gras et par conséquent la stabilité du rapport AGPI/AGS. 

 

L’évaluation de l’activité antimicrobienne de l’extrait a été réalisée par une étude qualitative 

et quantitative sur 7 souches microbiennes (2 Gram +, 3 Gram ˃ , et 2 levures). 

� L’extrait de la peau de grenade n’a aucune activité anti-levurienne contre Candida albicans 

et Saccharomycesceriviciae. 

� Aucune activité antibactérienne contre Escherichia coli qui est une souche très résistante. 

• L’extraitmontre une activité modérément inhibitrice contre les souches bactériennes 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis.,Pseudomonas aeruginosaetKlebsiella pneumoniae.  

• Les souches bactériennes Gram positif sont plus sensibles à l’extrait que les souches Gram 

négatif.  

� Les valeurs des CMI enregistrées varient entre 62,5 et 500 µg/ml pour l’ensemble des 

souches testées. 

• Parmi les bactéries testées, Staphylococcus aureus s’est montrée la plus sensible à l'action 

de l’extrait testé, contrairement à Pseudomonas aeruginosa qui était la moins sensible. 

• L’EPG possède une activité bactériostatique contre les souches Staphylococcus aureus,et 

Klebsiella pneumoniae et une activité bactéricide contre Bacillus subtilis, Pseudomonas 

aeruginosa. 
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Sur la base de la connaissance de ces propriétés, il serait possible d'utiliser l’extrait de la peau 

de grenade pour formuler de nouveaux produits à utiliser dans l'industrie alimentaire comme 

antioxydant naturel en les substituant aux antioxydants synthétiques, et également comme 

conservateurs naturels et dans les études pharmacologiques. 

Etant donné que la détermination in vitro del’activité antioxydante et de l'activité 

antimicrobienne de l’extrait de peau de grenade sans ajouter l'interférence des substances 

constituant l’aliment, elle ne peut pas nécessairement reproduire toute la variabilité qui pourrait 

exister dans le système complexe de l’aliment. Donc, Il serait très utile de : 

� Confirmer le potentiel d’activité antioxydante del’extrait parl’application d’autres tests 

supplémentaires tels que : le test des substances réactives à l’acide thiobarbiturique 

(TBARS), mesure du pouvoir de piégeage du radical hydroxyle (OH•), du radical 

superoxyde (O2 •) et du radical mono-oxyde d’azote (NO•). 

� Evaluer l’activité antioxydante par des essais in vivo sur des animaux comme les rats. 

� Evaluer l’activité antimicrobienne et antioxydante directement dans un aliment fonctionnel.  

� Etudier l’influence de facteurs tels que le pH sur le pouvoir antimicrobien serait également 

un point non négligeable à éclaircir afin de mieux cibler les applications alimentaires 

possibles. 

Par conséquent, l’agro-matériau étudié peut être exploré comme source antioxydante 

potentielle d'origine naturelle; cependant, il est recommandé à ce que la cytotoxicité de l’extrait soit 

étudiée avant son application dans les huiles végétales, les aliments fonctionnels ou les 

nutraceutiques. 
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ANNEXE I 

Profil en acides gras des échantillons de l’huile de Tournesol : 
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Profil en acides gras des échantillons de l’huile de Soja : 
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ANNEXE II 

Résultats des CMIs des souches bactériennes testées : 

        
25 mg/ml       

  0,03* 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 

Staphylococcus a. + + + ˃ ˃ ˃ ˃ 

Bacillus s. + + + + ˃ ˃ ˃ 

Pseudomonas a. + + + + + ˃ ˃ 

Klebsiella p. + + + + + + ˃ 

Escherichia c. + + + + + + + 

*: Dilution en pourcentage 
+ : Croissance bactérienne 
+ :Pas de croissance bactérienne 

        
50 mg/ml       

  0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 

Staphylococcus a. + + ˃ ˃ ˃ ˃ ˃ 

Bacillus s. + + + ˃ ˃ ˃ ˃ 

Pseudomonas a. + + + + ˃ ˃ ˃ 

Klebsiella p. + + + + + ˃ ˃ 

Escherichia c. + + + + + + + 
 

 

        100 mg/ml       

  0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 

Staphylococcus a. + + ˃ ˃ ˃ ˃ ˃ 

Bacillus s. + + + ˃ ˃ ˃ ˃ 

Pseudomonas a. + + + ˃ ˃ ˃ ˃ 

Klebsiella p. + + + + ˃ ˃ ˃ 

Escherichia c. + + + + + + + 
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Résultats des CMBs des souches bactériennes testées : 

        
25 mg/ml       

  0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 

Staphylococcus a. + + + + + + + 

Bacillus s. + + + + + + + 

Pseudomonas a. + + + + + + ˃ 

Klebsiella p. + + + + + + + 

Escherichia c. + + + + + + + 

 

 

*: Dilution en pourcentage 
+ : Croissance bactérienne 
+ :Pas de croissance bactérienne 

        50 mg/ml       

  0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 

Staphylococcus a. + + + + + + + 

Bacillus s. + + + ˃ ˃ ˃ ˃ 

Pseudomonas a. + + + + + + ˃ 

Klebsiella p. + + + + + + + 

Escherichia c. + + + + + + + 
 

 

        100 mg/ml       

  0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 

Staphylococcus a. + + + + + ˃ ˃ 

Bacillus s. + + + ˃ ˃ ˃ ˃ 

Pseudomonas a. + + + + + ˃ ˃ 

Klebsiella p. + + + + + + + 

Escherichia c. + + + + + + + 
 


