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Résumé :

Le but de cette étude est d’évaluer les proprigtésnicrobiennes et antioxydantes de I'extraitale |
peau de grenadeunica granatuni. (EPG)in vitro ainsi que la stabilité oxydative des huiles dernesol et
de soja stabilisées avec cet extrait pendant &kat@ accélére.

Les résultats ont montré que I'EPG est trés richepelyphénols totaux (448,4 mg/g EAG), en
flavonoides (30,37 mg/g EQ) et en tanins hydroliesal§374,37 mg/g EAT). Il est efficace contre la
croissance des bactéri8saphylococcus a., Bacillus s. Pseudomonas a. Kl&b®. et a donné des zones
d'inhibition dont le diametre varie entre 10 a 2@ mt des CMI variant entre 62,5 et 500 pg/ml. LERG
montré une activité antioxydante élevée : Leg (@st DPPH) obtenus pour Ac. Ascorbique, EPG, BetT,
a-Tocophérol sont respectivement : 2,903 + 0,0029 % 0,039 ; 7,113 + 0,166 ; 28,15 + 0,767 pg/inks
ECso (pouvoir réducteur) sont: 11,05 = 0,01; 25,78 400,26,74 + 0,17; 49,95 + 0,01 pg/mL
respectivement. Uneactivité d’inhibition de la pemation & 0.5 mg/ml élevée et qui suit I'ordrevsut :
EPG:BHT [ a-tocophérol. Une activité de chélation élevée rdirieure a celle de 'EDTA. Les résultats
de la stabilité oxydative des huiles indiquent §E®G a montré une activité antioxydante plus é&egée
celle du BHT (200 ppm) dans 'huile de tournes@(®t 1000 ppm) et la méme activité dans I'huileda
(1000 ppm).

Par conséquent, cette étude indique que I'extealageau de grenade peut étre considéré comme une
bonne source des composés naturels aux activitiéxyaante et antimicrobienne pouvant étre utilidass
l'industrie alimentaire comme conservateur muliiettonnel dans les produits alimentaires.

Mots clés :
Extrait de peau de grenade (EPG), Polyphénolsyviéetantioxydante, Activité antimicrobienne, stébil
oxydative, huile de tournesol, huile de soja.



Summary:

The purpose of this study is to evaluate the antivhial and the antioxidant pomegranate (Punicaajtem
L.) peel extract (PPE) of in vitro and the oxidatstability of sunflower oil and soybean oil statal by this
extract during accelerated storage.

The results showed that the PPE is very rich ial fgblyphenols (448.4 mg/g GAE), flavonoids (30r3g/g
QE) and hydrolysable tannins (374,37 mg/g TAE)isleffective against Staphylococcus a., Bacillys s.
Pseudomonas a., Klebsiella p. bacteria growth ave gnhibition zones diameters that vary betweemnol0
26 mm and MIC values ranging between 62.5 and 5¢0mh The PPE showed a high antioxidant activity:
The IC50 (DPPH test) obtained for A. Ascorbic, PBET, anda-tocopherol are respectively: 2.903 +
0.002, 5.49 + 0.039, 7.113 + 0.166, 28.15 + 0.7§7 mL. The EC50 (reducing power) were: 11.05 #10.0
25.78 £ 0.10, 26.74 £ 0.17, 49.95 + 0.01 pg / naspectively. A high inhibition activity of peroxitien at
0.5 mg / ml following the order: BHE EPG [J a-tocopherol. High chelating activity but less thiue
EDTA's. The results of oxidative stability of oilisdicate that the PPE showed a higher antioxidetmvity
than that of the BHT (200 ppm) in sunflower oil (68nd 1000 ppm) and the same activity in soybeln oi
(1000 ppm).

Therefore, this study indicates that the pomegeapaiel extract can be considered as a good sofirce o
natural compounds with antioxidant activity andmntrobial and used in the food industry as a pnexere
in multi-functional food products.

Keywords :
Pomegranate peel extract (PPE), Polyphenols, Aidaok activity, antimicrobial activity, oxidativeability
of sunflower oil, soybean oil.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE
‘oxydation des lipides, qui est la cause princigigela détérioration de la qualité dans
beaucoup de systemes alimentaires, peut mener garte significative de la qualité
alimentaire d'un aliment et causer des mauvaissgefitla formation des composeés
toxiques. Ce processus peut étre lancé par expositix enzymes lipoxygénases, catalyseurs de

métalloprotéines, chaleur, radiation ionisante,irmetions métalliqug®aker etal., 2008).

Pour cette raison, les antioxydants synthétiqubs gee le butyl-hydroxy-anisole (BHA),
butyl-hydroxy-toluene (BHT) et la tertiary-butyl-tiso-quinone (TBHQ) sont largement utilisés
dans lindustrie alimentaire comme inhibiteurs ptieds de I'oxydation des lipides. Des rapports
récents révelent que ces composés peuvent étregquépldans beaucoup de risques de santé, y
compris le cancer et la carcinoger{és®u, 2003; Prior, 2004)Par conséquent, il y a une tendance
vers l'utilisation des antioxydants naturels dioegvégétale pour remplacer ces antioxydants
synthétiquegZheng etal., 2010).

L'utilisation des antimicrobiens dans les alimeast égalementdevenue de plus en plus
nécessaire pendant que I'économie globale encolaggeduction et le transport des aliments dans
le monde entier ;cependant, pourassurer l'appoviement en aliments de haute qualité,
l'utilisation des conservateurs est essen{ielgidson et Branen, 2005).'application potentielle
des composés antimicrobiens naturels par lindustlimentaire est énorme, et les études sur
I'incorporation des antimicrobiens dans les alimesitpour maximiser leur bio-fonctionnalité ont
été conduites dans le monde entiaidu, 2000).

Les industries agro-alimentaires générent, a pddirleur activité de transformation, des
guantités importantes de déchets et co-produitsgit@ organique. La valorisation de ces déchets
représente des enjeux importants pour le mondedgriet agro-alimentaire. Les co-produits
d’'origine végétale sont intéressants car ils comi@t dimportantes molécules tels que les
polyphénols. De nombreux co-produits ont été étuda@dmme source d’antioxydants et
d’antimicrobiens. De ce fait, leur utilisation estcouragée, vu l'importance accordée a l'activité
biologique des polyphénols présents dans ces ahpsAgourram, 2004).

Avec lintérét croissant pour les antimicrobiensestantioxydants naturels dérivés des fruits,
des légumes et de la plupart des plantes comestiateraison de leur utilisation et leur avantage
dans la conservation des aliments et comme addilifsentaires naturels, la recherche sur la
grenade a été egalement un domaine scientifiqueesgant pour les chercheu@®rdk et al.,
2011).
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La peau de grenade (Punica granatum L.) est urie peom comestible obtenue pendant le
traitement du jus de grenade. La peau de grendadgnessource riche en tanins, flavonoides et
autres composeés phénoliqués et al., 2006).Les propriétés antioxydantes et antibactérienees d
la peau de grenade dans les systemes moiteigso ont été rapportéedNegi et Jayaprakasha
2003; Reddy efal., 2007; Opara etal., 2009; Alzoreky 2009).

L'objectif de la présente étude est de détermeeacttivités antioxydante et antimicrobienne
de la peau de grenade, un sous-produit de jusdadiploiter son potentiel comme conservateur

naturel et nutraceutique.
Cette étude est axée sur 3 parties principales :

» La premiere partie de ce travail est consacréexdr#iction et le dosage des composés
bioactifs tels que les phénols totaux, les flavdasiet les tanins hydrolysables ainsi que
I'évaluation de I'activité antioxydante de I'extraie la peau de grenade;

= Dans la seconde partie, un essai de valorisatidiexleait phénolique comme antioxydant
naturel a été testé sur deux huiles végétalenéalfi sans antioxydants a savoir : I'huile de
tournesol et I'huile de soja.

= Dans la troisieme partie, une évaluation du pouwoiimicrobien a été réalisée par une
analyse qualitative : par détermination des zoriagibition et par analyse quantitative: par

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

En science des aliments, lorsque I'on parle deééd&tion de I'oxygéne moléculaire avec des
TAG. On parle de I'« oxydation ». Plus formellemergpendant, il s'agit d'une réaction d'addition
d’'une molécule d’oxygene qui aboutit a la formatamradicaux peroxyle (ROO¥*). C'est la raison
pour laquelle on utilise plutét le terme de peratyoh des lipides insaturés. Globalement, il s'agit
d'une réaction d'addition ou mieux d'insertion d'mmolécule d'oxygene dans une liaison C-H. La
peroxydationdes lipides concerne tous les lipidesenant des AG insaturés quelle que soit leur
provenance. Par ailleurs, elle intervient ausssa@nombreux processus biologiqieaier etal.,
2010).

La peroxydation lipidique est le facteur nuisibdedlus commun dans les huiles végétales
parmi les causes principales de la détérioratibnild’ pendant le stockage ou le traitement des
aliments contenant une grande quantité d’huilexyidation des lipides se produit quand I'oxygéne
réagit avec des lipides particulierement riches@des gras insaturés et une série de réactions en
chaine de radicaux de libres méne aux complexasgeh@ents chimiques. L'oxydation provoque
une saveur désagréable et un golt rance aussigbheera perte de la valeur nutritionnelle des
aliments et la formation des composés potentieltgrtexiques pour la santé humaifian etal.,
2007; Lambropoulos et Roussis, 2007).

In vitro, I'oxydation des lipides dans les aliments poseéleeux problemes pour I'industrie
alimentaire qui utilise de plus en plus des acgltes hautement insaturés tels que ceux de la série
n-3 (@ 3) trés susceptibles a I'auto-oxydation. L'oxydatides lipides alimentaires entraine des
altérations qualitatives (rancissement), nutritiglies (perte en vitamines) voir méme une toxicité
due aux produits issus de la peroxydation lipidigperoxydes, aldéhydeg¢Tillard et Cillard,
2006).

In vivo, la peroxydation lipidique est un phénoméne égatgrtres important. Les membranes
des cellules sont particulierement riches en aajlas polyinsaturés (30 a 50 %) présents dans les
phospholipides, les sphingolipides, les cardiobginLa lipoperoxydation des membranes va altérer
leur fonctionnalité (modification de leur perméébil de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes,
de récepteurs...). L'oxydation des cardiolipines alenitochondrie est un facteur déterminant dans
le déclenchement de I'apoptose des cellules. Laspiotéines telles que les LDL, riches en
cholestérol et en phopholipides sont égalementitidss privileégiées de la peroxydation lipidique.

Les LDL oxydées sont fortement incriminées danth&eogenese.
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De nombreuses autres pathologies sont associgeperdxydation des lipides. C’est le cas
des maladies neurodégénératives (Alzheimer, Pankjnglu diabéte, des cancers, des maladies

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

1.1.Théorie de I'oxydation lipidique :

L'oxydation des lipides est un phénoméne complexii par I'oxygéne en présence des
initiateurs tels que la chaleur, les radicaux Bbida lumiére, les pigments photosensibilisatetirs e
les ions métalliques. Elle se produit par 'intedimé&e de troisprocessusréactionnels :

i. auto-oxydation non-enzymatique a chaine par Fimtgliaire des radicaux libres ;
ii.  photo-oxydation non-enzymatique et non radicaleire
lii.  oxydation enzymatiqu@_aguerre etal., 2007a).

Les deux premiers types de I'oxydation consisteie® combinaison de réactions impliquant
I'oxygéne triplet®0,, qui pourrait étre considéré comme état fondanhasitadical °O0°, et
I'oxygéne singuletO,, qui correspond & un état excité de la molécufeall de nombreuses sources
de 'O, mais sa présence est souvent couplée & l'impactopigue UV en présence des

photosensibilisateurg.aguerre etal., 2007a).

SelonFrankel (1998) il y a deux types de photosensibilisateurs : typeur la riboflavine, et
type 1l pour la chlorophylle et I'érythrosine. Bvigment, le mécanisme de la photo-oxydation
dépend du type de photosensibilisateur. Dansple llyde réactions, un photosensibilisateur triplet
(®sens, réaction (1)) absorbe des photons et dewiestngulet, transmettant ensuite son énergie a
I'oxygene moléculaire, qui a son tour devient ex@t forme I'oxygeéne singulet — autour de 1500
fois plus réactif que I'oxygéne triplet :
hv

%sens—'sens £0,—'0, 1)

L’oxygene singulet formé par la réaction (1) dst&ophile et peut se lier ainsi directement
aux doubles liaisons =€C, menant a la formation d’hydroperoxydes. Cependegite photo-
oxydation non radicalaire semble étre une réactioreure par rapport a I'auto-oxydation (tableau
1) & chaines radicales induite p#d,. Il a été ainsi suggéré que la photo-oxydationégén
principalement des hydroperoxydes qui se décompeseradicaux libres qui pourraient initier des
réactions d’auto-oxydatiofCillard et Cillard, 2006).

L’auto-oxydation est la voie la plus importanteuet mécanisme principal dans I'oxydation
des lipides. Elle produit principalement des hy@éropydes et des composés volatils, généralement
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par un processus triphaseé (initiation, propagatioterminaison). D’autres substances non polaires,
tels que les terpénes, les stérols et les caratésosont oxydées suivant des mécanismes similaires
(Pokorny, 2003 ; Laguerre etal., 2007a).

Tableau 1 :Mécanismes d’oxydation des lipidéRBokorny, 2003)

, . - . Agent . :
Type d’oxydation Lipides oxides Catalyseur oxydant Prévention
L’'auto-oxydation TOl.JS les “PIdeS Met'aux Iqurds, Oxy gene Antioxydants
insaturés radicaux libres triplet
Lipides Oxygeéne Inactivation des

Oxydation enzymatique Lipooxygénases

polyinsaturés triplet enzymes
Oxydation due a Tous les lipides Molécules Oxygéne Piégeurs
I'oxygéne singulet insaturés photosensibles  singulet d’oxygéne singulet

1.2.Définition et propriétés des radicaux libres :
Les radicaux libres sont des molécules ou des a&odwomt les couches électroniques
périphériques ont un électron en surnombre. ll$ séa réactifs vis-a-vis des autres radicaux $ibre
ou de molécules désaturées. lls donnent naissamcetdifice stable et alors la réaction s’arréte, o

bien il apparait un nouveau radical a I'originerduéaction en chairierénot et Vierling, 2001).

La «réaction en chaine» débute lorsqu’'un radidak liattaque la molécule stable la plus
proche en lui «accaparant» son électron, et «laécnt@ attaquée» devient alors elle-méme un
radical libre(Pelli etLyly, 2003).

Leur principal danger vient des dommages qu’ilsveatiprovoquer lorsqu’ils réagissent avec
des composants cellulaires importants, tels qu®MNAou la membrane cellulaire. Suite a une
exposition aux radicaux libres, il peut se prodwiree prolifération (multiplication anormale) des
cellules, entrainant un cancer, un dysfonctionnémiulaire ou la mort des celluléBelli etLyly,
2003).

Les principaux radicaux libres oxygénés sont formgartir de :

= ['oxygéne moléculaire :
<O:O> —><O:O> ° [Q°] radical superoxyde
» |eau:
H.O — H° + HO° radical hydroxyle
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Le radical OH° est beaucoup plus oxydant que lemxyde.
»= ['ozone de la haute atmosphere :
O3+ H°— O, + HO® hydroxyle
O, +e—[0°]° superoxyde
* |es substrats des transferts d’électrons dansledes. La cellule se défend en les éliminant

par la voie enzymatique de la superoxyde dismutase.

=
20, +2H - H, 0+ O,

E; =superoxyde dismutase des mitochondries, du cydnma

E
2
H202 —> HZO + 1/2Q

E. = catalase des peroxyson{ésénot et Vierling, 2001).

1.3.Oxydation des graisses et des huiles
Dans les graisses et les huiles, le processus akgdhtion est semblable a celui de
I'oxydation de n’importe quel autre matériel orggre insaturé et exige un processus d’initiation,

afin de produire des radicaux libres a partir dossat(\Wanasundara et Shahidi, 2005).

- L’auto-oxydation :
L’auto-oxydation est la détérioration oxydative desdes gras insaturés par I'intermédiaire
d’'un processus auto-catalytique consistant en ucamgme de chaine de radicaux libres. Cette
chaine comprend les réactions d’initiation, prop@aga et terminaison qui pourraient étre cycliques

une fois déclenchées.

:?H — R° + H° [1]
R° +%0,— ROO° [2]
ROO° +RH—ROOH + R® [3]
ROOH— RO° + °OH [4]
RO° + RH— ROH + R°® 5

Figure 1 : Réactions possibles du processus de l'auto-oxyalgfR est un groupe alkyle d’'une
molécule lipidiqueinsaturée, H est un atome hydnegeméthylénique facilement détachable a
cause de l'influence de I'activation de la douldeésbn ou des liaisons voisines, RO° est un radical
alcoxyle, ROO° est un radical peroxylest un initiateu(Wanasundara et Shahidi, 2005).
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Le processus d'initiation génére des radicaux dibaée partir du substrat.L'atome &t
méthylénique est capté a partir de la moléculéilipie insaturée pour former un radical lipidique
(alkyle). Le radical lipidique est fortement rééeti peut réagir avec I'oxygéne atmosphérig@e)(
une réaction facile résultant de la nature di-raldicde la molécule d'oxygene, et il produit un

radical peroxyle (ROQO®) (réaction [2]).

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

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

Pendant qu'un nouveau radical libre est produtiagee étape, plus d'oxygene est incorporé
au systéme. Le radical lipidigue nouvellement pgépeéagira alors avec l'oxygene pour produire
un autre radical peroxyle, ayant pour résultat écamisme cyclique auto-catalysé (réaction [4]).

Les hydroperoxydes sont instables et peuvent seadégen radicaux qui accélerent les
réactions de propagation. Ce sont des étapes eomamstes du processus de l'‘auto-oxydation

lipidique (réactions [5] et [6]).

Ces réactions en chaine procedent, et l'arrétaiuprseulement quand deux radicaux libres
se combinent pour former un produit non radicaldifauto-oxydation décompose les molécules du
substrat aussi bien qu’elle forme de nouvelles s causant des gros changements dans les

propriétés chimiques et physiques du substrat oxydé

Un lipide qui contient des doubles liaisons sulatitb-oxydation induite par de diverses
manieres.|l est maintenant clair que la décomposities hydroperoxydes préformés, catalysée par
un métal est la cause la plus susceptible du psaseasinitiation.

L'oxydation thermique est également auto-catalgtigticonsidérée comme catalysée par un
métalparce qu'il est trés difficile d'éliminer lestesdes métaux (des graisses et huiles ou des
aliments) qui agissent comme catalyseurs et ell¢ & produire comme proposé dans la réaction
[4]. Les métaux redox de valence variable peuveyalednent catalyser la décomposition des

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

ROOH + M* — R°® + OH + M* [6]
ROOH + M*— ROO® + H + M** [7]

Figure 2 :Réactions possibles de production des hydroperaxgd& est lion métallique avalence
transitoire)(Wanasundara et Shahidi, 2005).
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L'oxydation photosensibilisée ou l'oxydation casély par la lipoxygénase produisent
également des hydroperoxydes.

- La photo-oxydation ou auto-oxydation par I'oxygénesingulet :

La photo-oxydation directe est provoquée par ldgcaax libres produits par le rayonnement
ultraviolet qui catalyse la décomposition des hperoxydes et des peroxydes.Cette oxydation
procede comme réaction en chaine de radicaux lilgies qu'il devrait y avoir une irradiation
directe de la lumiere UV pour le substrat lipidigugii est habituellement rare sous pratiques
normales, les métaux et les complexes métalligeebogygéne peuvent s’activer et générer des

radicaux libres ou de I'oxygéne singulet.

L'oxydation photosensibilisée est une réaction ctireactiveée par la lumiére, I'oxygéne

singulet avec les acides gras insaturés, et maite,les hydroperoxydes se forment.

L'oxydation photosensibilisée se produit a causdadarésence des molécules qui peuvent
absorber la lumiére visible ou UV proche pour déavélectroniquement excitées (sensibilisateurs)

(réaction 8).

Les pigments initiant l'oxydation photosensibilis@ans les aliments incluent les
chlorophylles, les hémoprotéines, et la riboflavihe type sensibilisateur | sert de radical libre
initiateur photo-chimiquement active, et le typasbilisateur Il dans I'état triplet interagit avec
l'oxygéne par transfert d'énergie pour former lgye singulet'Q,) qui réagit de méme avec un
lipide insaturé (réaction 9). Dans des conditiofexytlation photosensibilisée, la réaction des
lipides insaturés avec l'oxygéne singufe®.j meéne & la formation rapide des hydroperoxydes
(réaction 10).

Sensiblisateugngamentatt NvV— Sensiblisateusycie [8]
Sensiblisateugis+ >0, — SensiblisateUtndamentart 102 [9]
10, + RH—>ROO® + H° [10]

Figure 3 : Formation des hydroperoxydes par photo-oxydation tipide avec un sensibilisateur
(hv est I'énergie sous forme de lumiere UV, les selisdbeurs qui sont naturellement présents dans
les pigments photosensibles, leurs produits deadé@tjon, ou des hydrocarbures aromatiques
polycycliqgues capables de transférer I'énergie rirpde la lumiére aux molécules chimiques)
(Wanasundara et Shahidi, 2005).

Qu'ils soient formés par I'un ou l'autre des mésamés décrits ci-dessus, leshydroperoxydes
ROOH s’accumulent dans I'huile. Ce sont des mokxuhstables, surtout en présence d’ions

ENSA 2012Pageé



Chapitre | : Oxydation des lipides Synthése bibliographique

métalliques tels que Feet CU ou & des températures dépassant 60 °C. Les nouvadicaux
gu’ils produisent, notamment les alcoxyles RO°sthHgdroxyles OH®, vont a leur tour alimenter
I'auto-oxydation des AGI ou trouver pour cibles wi@s composés tels que les vitamines, les
pigments, ou encore les protéines dans le cas atiuipgs formulés. Les radicaux alcoxyles sont
également a l'origine deréactions de scission, yddisation et de polymérisation. Ces réactions,
dites de terminaison, vont donner naissance a umétude de composés, parmi lesquels des
composes volatils et tres odorants responsabldamearition de la note rance. Les produits non
volatils sont plus ou moins oxygénés, cyclisésodymeérisés. S’y ajoutent les polymeres d’origine

thermique en cas de chauffage intensif, qui pelewa yont contribuer a l'augmentation de la
viscosité de I'huildCuvelier et Maillard, 2012).

Les réactions de I'oxydation mentionnées ci-dessous résumeées dans la figure 4.

LH = Liplde Insaturé
(aclde gras libre, triglycéride, phospholipide)

L -
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b,

- + photons 2 .,
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."- ™ __.-"'- = \
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Figure 4 : Schéma des réactions d’oxydation des lipides (d&Rerset et Cuvelier, 199%

1.4.Evaluation de I'état d’oxydation :

L’état d’oxydation dans lequel se trouve une hpiéat étre mesuré de diverses manieres,
selon que l'on dose [I'apparition des produits pireg d’oxydation (dieénes conjugués,
hydroperoxydes) ou des produits secondaires (pagsn&omposés volatils. . .), la consommation
d’oxygéne ou des acides gras insaturés, ou enacre-bxydation d'autres substrats, tels que des

pigments ou des protéin@Suvelier et Maillard, 2012).
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Le tableau 2 présente les diverses méthodes et esorfinancaises ou internationales
actuellement disponibles. La diversité des tectesgavec leurs limites, leurs sensibilités et leurs
spécificités rend difficile la comparaison des t&ds. L'analyse sensorielle reste bien sdr la
méthode de choix puisqu’elle est la seule a rewdrapte parfaitement de I'état d’acceptabilité

mais elle reste lourde a mettre en ce@evelier et Maillard, 2012).

Tableau 2 :Méthodes d’évaluation de I'état d’oxydation dedémui

Marqueurs d’oxydation Méthodes

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

Profil en acides gras Dosage par chromatographie en phase gazeuse apthanolyse

des triglycéridegNorme AFNOR NF EN ISO 12966-2 et 5508)

Teneur en acides gras libretndice d’acide par colorimétrigdlorme AFNOR NF EN 1SO 660)

Teneur en diénes conjuguédlesure par spectrophotométrie U¥orme AFNOR NF EN ISO

3656)
Taux de peroxides Indice mesure par iodométrie (Norme AFNOR NF EN I3€50)
ou potentiométrie (ISO 27107)
Présence d'aldéhydes Indice de para-Anisidine par spectrophotoméxierme AFNOR NF
EN ISO 6885)

Test TBA (acide 2-thiobarbiturique) par spectropnoétrie

Taux de polymers Mesure directe par chromatographie liquide hautdopeance
d’exclusion (AFNOR NF EN ISO 16931) ou par viscésit

Taux de composeés polairesChromatographie liquide d’absorption et gravimétrislorme
AFNOR NF EN ISO 8420)

Composés volatils Mesure par chromatographie en phase gazeuse gadegazeux
(AOCS Recommended Practice Cg 1-83, 4-94)

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

Chaque mesure apporte ainsi une information pkrtselr un phénomene global, I'idéal étant
d’évaluer I'état d’oxydation par plusieurs méthodasnplémentaires, permettant de suivre en
parallele la formation des produits primaires ebselaireqCuvelier et Maillard, 2007 ; Frankel,
1998).
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1.5L es conséquences de I'oxydation des lipides :

La conséquence la plus perceptible de I'oxydaties lipides est I'apparition d’odeurs et de
flaveurs désagréables souvent qualifiees de radeg.odeurs qui conduisent souvent au rejet de
I'aliment par le consommateur peuvent étre perg@ssprécocement. Elles sont liées a la formation
de composés volatils aux seuils de détection di$attes bas. L'oxydation des lipides peut
également induire une modification de la coulels pl®duits par co-oxydation des pigments qu'ils
soient liposolubles ou hydrosolubl€¥illiere et Genot, 2006) C’est le cas par exemple des
caroténoides dans la margarine ou le |g&nmor., 2003), ou de I'accélération de I'oxydation de la
myoglobine dans la viandgenot, 2000. L'oxydation peut affecter la texture des alimerds,
raison de la réaction des protéines avec les podioxydation(Kanner, 1994 ; Genot et al.,
2003 ; Pokorny, 2003)Elle affecte également la valeur nutritionnells déments en entrainant la

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

Enfin, la toxicité de produits d’oxydation des tips a été observée lors de I'administration de
doses importantes de ces composés a des animauxédre s'il est rare de consommer des
aliments contenant des quantités importantes ddufisod’oxydation, notamment en raison de
I'odeur que ces produits développent, il existe goar peu de données quant aux risques liés a une
ingestion réguliére d’aliments faiblement oxydésfifk, les risques liés a la peroxydation lipidique
au cours du passage et de la transformation dewrdls dans le tractus digestif commencent

seulement a étre considé(®dlliere et Genot, 2006)

1.6. Inhibition de la peroxydation des lipides
L’auto-oxydation des lipides insaturés ne peut étieée qu'en l'absence totale d'oxygéene. En
pratique, elle ne peut jamais étre totalement exchais uniquement freinée ou retardée en mettant
en ceuvre les moyens suivants :

= exclusion partielle de I'oxygene: possible par mballage sous vide ou par adjonction de
glucose oxydase dont I'action est de consommergéne résiduel.

* entreposage a basse température et dans l'obsduaitéitesse de l'auto-oxydation s'en
trouve réduite. Pour les fruits et légumes qui ieomtent I'enzyme lipoxygénase, cette
mesure est en regle générale insuffisante: uneadatyon peut uniguement étre évitée si
I'enzyme a été inactivée par un blanchiment préalab

= addition d'antioxydant@Bauer etal., 2010).
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I. Les antioxydants :
2.1.Définition d’'un antioxydant:
Dans un systéme biologique, un antioxydant eshdéfimme toute substance qui, si présente
a faible concentration comparée a celle du subsixgtiable, retarde ou prévient de maniere

significative I'oxydation de ce substf&talliwell, 1995 ; Halliwell et Gutteridge, 1999).

En termes d’aliments, les antioxydants peuvent é@éfanis comme toutes les substances qui
sont capables de retarder ou empécher le dével@ppede la rancidité ou de toute autre
détérioration de saveur dans les aliments due xydé&iion. Les antioxydants retardent le
développement des mauvaises odeurs en étendantériade d'induction. L'addition des
antioxydants aprées la fin de cette période tendre iéefficace a retarder le développement de
rancidité(Gulgin, 2011).

Le substrat oxydable peut étre toute molécule guireuve dans les aliments ou matériaux
biologiques, y compris les hydrates de carbond)NAles lipides, et les protéines. L’aliment est un
systéme a plusieurs composants constitué de vaedbdomolécules, et donc, cette définition décrit
bien un antioxydanfwWanasundara et Shahidi, 2005).

2.2 Utilité alimentaire :

Maitriser I'oxydation est indispensable pour gd'émlution des systémes biologiques dans
leur complexité, en particulier dans le cas demaeits dont la dégradation peut avoir des
conséquences sur la sécurité alimentaire. L'agtamitioxydante est évaluée soit par le dosage des
produits formés (en particulier des hydroperoxydes) des techniques photométriques plus ou
moins directes, soit par la mesure de I'efficaditéomposé a piéger des radicaux libres.

Pour limiter l'oxydation, lindustrie agroalimemnti peut baisser le taux d'oxygene
(immersion, vide, atmosphére sous azote), raléesgirréactions par réfrigération ou congélation,
détruire les enzymes d'oxydation (polyphénols osgda par blanchiment, et user d'antioxydants

inhibant I'oxydation induite par I'oxygéne molédrda

En limitant les risques de radicaux libres, la pne® d'antioxydants, combinée a d'autres
techniques, est indispensable a la stabilité desduits.(Marc et al., 2004).

2.3.Propriéteés :
L'antioxydant alimentaire idéal, et facilement irmarable et efficace a faible dose, est non
toxique, n'entraine ni coloration, ni odeur, ni aavindésirable. Il est résistant aux processus

technologiques et stable dans le produit(iviarc et al., 2004).
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Il s'agit, en fait, d'agents de prévention ou denieaison capables d'éviter ou de piéger les
radicaux libres en bloquant l'initiation, en conxalet les catalyseurs, en réagissant avec I'oxygene

ou en déviant de l'aliment les effets de lumieréesurayonnemeni{®annas, 2000).

Bien que la plupart des matieres premiéres utdiséentiennent déja des antioxydants
naturels, durant les procédés de fabrication de®eats, ils en sont appauvris, nécessitant |'auttiti
d'antioxydants synthétiques. Les antioxydants petétee efficaces a de trés faibles concentrations,
0,01%, mais ils ne peuvent ni rendre le processusydiation réciproque ni prévenir la rancidité
hydrauligue(Madhavi et al., 1996).

2.3.1. Les antioxydants synthétiques :

Pour une utilisation pratique, les antioxydantssdot remplir les conditions suivantes: ils ne
doivent pas étre toxiques, ils doivent étre hauteraetifs a de faibles concentrations (0,01-0,02%)
et étre présents a la surface ou dans la phaseegdes I'aliment. De ce fait, les antioxydants
fortement lipophiles sont particulierement indiqyésir des émulsions de type huile dans eau H/E
(p. ex. BHA, BHT, tocophérol, gallate de dodécyleh revanche, les antioxydants TBHQ, plus
fortementpolaires, et les gallates de propyle gamticulierement actifs dans les graisses et les
huiles, étant donné qu'ils se trouvent surtout damerface lipide-air. Ces antioxydants doivent

pouvoir résister aux opérations unitaires de lanetogie alimentaire.

Cependant l'utilisation des antioxydants synthé&mtels que le butylhydroxyanisole (BHA)
et le butylhydroxytoluene (BHT) (figure 5) dans leslustries agroalimentaire, cosmétique et
pharmaceutique est suspectée a long terme d’efégttogéenes, mutagenes et cancérigénes
(Chavéron , 1999).

CMe C&
(] g
" ™Bu But” r‘ “tBu
OH OH
BHA BHT

Figure 5 : Formules développées du BHA et du BHT

2.3.2. Les antioxydants naturels :
Le remplacement des antioxydants synthétiques g@ax oaturels peut avoir des avantages
dus aux implications de santé et a la fonction@akle que la solubilité dans I'huile et I'eau,

d'intérét pour les émulsions, dans les systempe®eataires. Cependant, certains d'entre eux comme
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ceux des épices et des herbes (origan, thym, dictamarjolaine, lavande, romarin) ont des
applications limitées malgré leur activité antioamte élevée, parce qu'ils donnent une saveur
caractéristique de I'herbe a 'aliment, et dons,é&tapes de désodorisation sont requiReglero et

al., 1999).

Les caractéristiques organoleptiques des extraitgedt convenir a l'incorporation dans les
produits alimentaires sans conférer la saveur s&tede I'herbe qui peut limiter quelques
applications, comme se produit pour l'extrait rgtude romarin qui a d'excellentes propriétés
antioxydantegMoure et al., 2001).

La majorité des antioxydants naturels sont les as@p phénoliques, et les groupes les plus
importants des antioxydants naturels sont les to&ats, les flavonoides et les acides phénoliques
(Gllgin, 2011).

2.4.Mécanismes d'action des antioxydants :
Les antioxydants peuvent agir contre I'oxydation dkux maniéres distinctes : soit en
protégeant les lipides cibles des initiateurs dmxyidation, soit en interrompant la phase de

propagatior(Leger, 2006).

Selon cette classification, certains antioxydamés@ntent plus d'un mécanisme d'activité, par
conséquent, appelés antioxydants multiples-fonstibime autre classification couramment utilisée
catégorise les antioxydants en antioxydants prigsairpiégeurs de l'oxygene, et antioxydants

secondaires : enzymatiques et chélateurs/séquisgidenasundara et Shahidi, 2005).

Dans le premiecas, les antioxydants dits préventifs (ou retarsle@mpéchent la formation
ou piégent les ERO responsables de l'initiationabeytlation (O, 'O.....). Dans le second cas, les
antioxydants dits briseurs de chaine interceptest dadicaux propagateurs de ['oxydation

(lipoperoxyradicaux, ou ROOe) ou participemdirectement a linterruption de |'oxydation

radicalaire en chaingaguerre etal., 2007a).

2.4.1. Antioxydants préventifs
II'y a différentes voies préventives d'anti-oxydatien raison de la gamme diverse des
initiateurs disponibles d'oxydation.Ces voies iedlula chélation des métaux de transition, de la
désactivation de l'oxygene singulet, de la désin&dion enzymatique de ERO, de la filtration UV,
de linhibition des enzymes pro-oxydant, des ceia® antioxydants d'enzymes, etc...Ici, nous

décrirons seulement les plus renommes.
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— La détoxification des ERO constitue une voie de prévention primordiale deytation,
principalement relayée par les systemes antioxgdamtymatiques endogenes.

Tout d’abord, la superoxyde dismutase, une métatigme ubiquitaire chez les eucaryotes,
catalyse la réaction de dismutation de I'anion swpgle en peroxyde d’hydrogene et en oxygene

(Laguerre etal., 2007a).
SOD

20 7+ 2H'— H,0x+ O;

La glutathion peroxydase (GSH-Px), une autre enzygant une activité de détoxification
qui concerne trois especes réactives : le peroxijidgdrogene, hydroperoxydes des lipides et
peroxynitrite, qui est une espece d'azote fortemréattive.GSH-Px est une enzyme séléno-
dépendant contenant quatre atomes de séléniuns,sgaas forme de séléno-cystéine, au noyau
actif de I'enzyme. En particulier, cette enzyd&toxifie le peroxyde d’hydrogéne en accélérant la
réaction d’oxydation du glutathion (thiol peptideupar le peroxyde d’hydrogéne, qui est alors

réduit en eaLaguerre etal., 2007a).
GSH-Px

H,O,+ 2GSH— 2 H,0O + GSSG
Une troisieme enzyme, la catala¢€AT), a également comme substrat le peroxyde
d’hydrogéne qu’elle réduit en eau et en oxygeneémgaire.Cette enzyme héminique se produit
principalement dans les peroxysomes et les érytes(laguerre etal.,, 2007a).
2HO, -2 H,0 + G,

In vivo, il est classiguement admis qu’il existe une coafpenétroite entre ces différentes
enzymes. Ainsi, I'activité superoxyde dismutaseenind la formation de peroxydes d’hydrogene
dont la détoxification est alors prise en chargelpaysteme catalase et/ou glutathion peroxydase

(Laguerre etal., 2007a).

— Les chélateurs de métaux de transitiocomme le cuivre et le fer peuvent prévenir I'oxyaia

en formant des complexes ou des composés de cabatiravec les métaux. Il s’agit de protéines
telles que la transferrine, la ferritine, la labtahine qui séquestrent le fer, ou encore la
céruloplasmine et [lalbumine qui séquestrent le vieui Les polyphosphates, I'acide

éthylenediaminetétracétique, l'acide citrique, lasides phénoliques et les flavonoides sont

€galement connus pour leur capacité a chélatenétgux de transitio(Laguerre etal., 2007b).

Il semblerait cependant que I'importance de ce tyjpatioxydation dépende étroitement de

la cible a protéger. Comparé a I'activité antirathire par capture de ERO, ce mode d’action serait
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mineur dans l'inhibition de la peroxydation lipidief mais prédominant dans l'inhibition de la
coupure oxydante des brins d’AQ®angles, 2006).

— Désactivateurs de I'oxygene singulet
Selon Buettner (1999), ils peuvent agir par désactivation chimique enfisant sur une
molécule tel qu'un acide gras pour donner un hyeirapyde (réaction 11) ou encore par
désactivation physique éliminant I'énergie d’exibita sans changement chimique (réaction 12).

'0, + LH—-ROOH (11)

0, + b-caroténe>02 +p-caroténe*(12)

Les caroténoides sont, en |'état actuel de nosassances, les moléculesles plus efficaces
pour piéger l'oxygene singulet. Les caroténoidesvent étre des hydrocarbures purs appelés
caroténes (lycopeng;caroténe...) ou posséder un groupement fonctiooxeléné et dans ce cas,

s’appeler xanthophylles (astaxanthine, lutéinéKrinsky, 1998).

Le lycopéne est le plus réactif. Sa vitesse detizraavec'O, est particuliérement élevée (31
x 10° M™S™) [13]. Le p-caroténe réagit avé®, avec une vitesse de réaction 6 fois plus faibbe (5
10° M7Is).

Les tocophérols (2,7 x 1017'S™), les thiols, I'acide ascorbique (1 x*1@7'S™) sont moins
efficaces vis & vis de la désactivation '@. Néanmoins ces composés ont des concentrations
élevées dans les systémes biologiques et conttibaeggalité avec les caroténoides a la
désactivation dé0,. Un acide aminé comme I'histidine est aussi un koguencher » déO,
(Cillard et Cillard, 2006).

2.4.2. Antioxydants « chain breaking » ou mécanisme briseule chaine
Les antioxydants primaires, également appelésaaintalaires, sont des molécules capables
de bloquer les radicaux lipidiques R°, RO° et R@@ transfert d’un H° :
ROO° + AOH— ROOH + AO°

L’antioxydant devient alors lui-méme porteur d’wadical, mais a la difféerence des radicaux
lipidiques, il est peu réactif, ce qui stoppe lagagation radicalaire. Ce groupe d’antiradicalaires
est constitué presque exclusivement de composésoliipées en raison de la grande stabilité
apportée par leur cycle aromatique. On trouveraialans ce groupe les additifs antioxydants,
BHA, BHT, TBHQ, gallates, mais aussi les tocoph&r@itamine E) et les polyphénols végétaux
(flavonoides, acides phénoliques, diterpénoi(®siset, 2006).
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Cette catégorie d’antioxydants va réagir le pluaveat avec les radicaux peroxyles ou
alcoxyles, interrompant ainsi la réaction de prapiag de la peroxydation. Il est a noter que ces
antioxydants n’inhiberont pas par conséquent |'axxgdation des lipides par I'oxygene singulet.

Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes

— les donneurs d’hydrogeéne :C’est le cas leplus fréquent. lls doivent avoirpotentiel de
réduction inférieur au potentiel des AGPI (E = ¥)6et doivent pouvoir donner un hydrogéene au
radical alcoxyle (E = 1,6V) et au radical peroxgfe= 1V). Ces antioxydants sont principalement
des composés phénoligues mono- ou polyhydroxylésoghérols, tocotrienols, BHT, BHA,

flavonoides...) avec diverses substitutions sunésgsux.

Apres la réaction d’oxydation, lI'antioxydant esartsformé en un radical qui doit étre
suffisamment stable pour inhiber la formation dautre radical et arréter ainsi la propagation de la
chaine radicalaire. Il doit ensuite évoluer verspunduit d’oxydation stable, ce qui conduit a la

consommation de I'antioxydant.

Ces antioxydants introduisent une phase de latence lag phase » pendant laquelle la
peroxydation lipidique est trés faible et qui pstesitant que I'antioxydant n’est pas consommé par
les radicaux peroxyles. Apres la disparition congtie I'antioxydant, la vitesse de la peroxydation

augmente tres rapidemgillard et Cillard, 2006).

—Les antioxydants « sacrifiés »Le qualificatif de « chain breaking antioxidant isfcial »
employé par Buettner concerne des molécules, elfaaes radicalaires, qui réagissent avec les
radicaux peroxyles ou alcoxyles pour donner deslypt® non radicalaires interrompant ainsi la

propagation de la peroxydation.

Deux radicaux sont connus pour se combiner avecaegaux peroxyles : le monoxyde
d’azote (NO) et I'anion superoxyde {®(Cillard et Cillard, 2006).

2.5.Les études d’efficacitédes antioxydants
Pour mesurer I'efficacité d’un antioxydant, dewssibilités s’offrent au formulateur :
= Soit mettre en ceuvre un test de vieillissement emditions normales de stockage :
parfaitement représentatif, ce type de test eg Etnincompatible avec les contraintes de
développement d’'un produit.
= Soit mettre en ceuvre un test accéléré, pour « gagde temps lors des développementsde

produits. Plusieurs types de tests accéléréspe@étrenenvisageés :
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2.5.1. des tests trées modélisésettant en ceuvre des substrats modeéles (estars)des milieux
modéles parfois €loignés de la matrice « huilet>dams des conditions souvent assez drastiques.
Citons a titre d'exemples le test DPPH (dipicrylpyléydrazine), le test de co-oxydation pu
carotene, et plus récemment mis au point, le tBAO(Oxygen Radical Absorbance Capacity). Le
principe de ce dernier est le suivant : mesureadiektruction d’'une protéine végétale, qui posséde
la propriété de fluorescer lorsqu’elle est sourmdsean rayonnement lumineux spécifique. Sous
I'action des radicaux libres présents dans le mit@&actionnel, la protéine est détruite et perd sa
fluorescence, tandis qu’en présence d’'un captewadieaux libres (antioxydant) la fluorescence
persiste : ce test permet d’évaluer la capacitbayod’ antioxydation (pouvoir antiradicalaire) d’'un
extrait végétal, par référence a un standard qtilesTROLOX (vitamine E sous forme
hydrosoluble, dépourvue de chaine carbonée). Gesrtedélisés permettent de réaliser un premier
screening conduisant au classement des antioxydestéss en deux groupes : ceux qui ont une
efficacité, ceux qui en ont aucurféudde, 2004).
2.5.2. des tests d’oxydabilité accélérédypes test Rancimat (ISO 6886), Oxydograph ou
Oxipress. Le test Rancimat est le plus connu péi§ication de TIR (soit le Temps d’Induction au
test Rancimat, exprimé en heures) est encoreadililans les cahiers des charges des corps gras.
Elle correspond au temps pendant lequel I'huileételg a résisté a un stress oxydatif. Le principe
est le suivant : la prise d’essai de corps gras@smnise a une température élevée (98 °C) et a un
bullage intensif d’air, ce qui déclenche les ré@awi d’'oxydation, et notamment la libération
d’acides organiques volatils, entrainés et piegés dine cellule contenant de I'eau distillee, dant
conductivitéva varierconsécutivement. L'enregistamrepére le moment a partir duquel cette
conductivité varie et qui correspond au TIR. L’ateaye de ce type de test est la possibilité de euivr
en paralléle plusieurs échantillons, avec des gucBanalyse réduites. L’inconvénient majeur
repose sur les conditions mémes du test, tresigirast et peu représentatives des conditions
normales de stockage. En conséquence, les résoittgisus grace a un test Rancimat ne peuvent
étre transposés directemédudde, 2004).
2.5.3. les tests en conditions accélérées en enceinte thestatée les conditions de ces tests
doivent étre ajustées au cas par cas, a l'objdetifessai, a la nature de la matrice, a la nadure
corps gras, et débouchent sur le choix des factaocglérateurs de l'oxydation (niveau de
température, présence de la lumiére), sur la s@hedes méthodes d’évaluation de I'oxydation et
sur la définition des points de cinétigidedde, 2004).

Dans tous les cas, les conditions seront choisgeplus douces possible, ce qui implique des
tests assez lents (en semaines en général), maiésguvent I'approche la plus cohérente avec ce

gui se passe en conditions normales de stockage.
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Il. Polyphénols :
3.1. Définition :

L’appellation « polyphénols » ou « composés phéuels » regroupe un vaste ensemble de
plus de 8 000 molécules, divisées en une dizainelagses chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure diains un cycle aromatique a 6 carbones, lui-

méme porteur d’'un nombre variable de fonctions tyges (OH)(Hennebelle etal., 2004).

3.2. Structure et classification des polyphénols

La structure des composés phénoliques va du simgy@au aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés paids moléculaire, et ils peuvent étre classés
selon le nombre et I'arrangement des atomes dewarui les composent, en fonction de la nature
de leur squelette carboné et en fonction de laueng de la chaine aliphatique liée au noyau
benzéniquéCheynier etal., 1997 ; Bravo, 1998).

En dépit de cette diversité structurale, ces codgpasnt souvent désignés sous le nom des
polyphénolgBalasundram etal., 2006).

La plupart des composés phénoliques naturels sésepts conjugués avec des mono et des
polysaccharides, liés a un ou plusieurs groupes@iogies(Harborne, 1989; Harborne etal.,
1999 ; Chira et al., 2008 )et peuvent également se produire comme dérivésidonels tels que
les esters et les esters méthyliques. Cependarteli@aliversité structurale a comme conséquence
I'éventail de composés phénoliques qui se produidans la nature, ces composés phénoliques
peuvent fondamentalement étre classés par catégan& plusieurs classes comme montré dans
letableau IHarborne, 1989; Harborne etal., 1999).

Les principales classes des polyphénols sont @éfiselon la nature de leur squelette de
carbone :acides phénoliques, flavonoides, stilbéanesis communs, et lignanes. Les acides
phénoliqgues sont abondants dans les aliments.Les foequemment rencontrés sont l'acide

cafféique et, a un moindre degré, I'acide férulique

De ces classes, les acides phénoliques, les flidemet les tanins sont considérés comme les
principaux composés phénoliques alimentaijkésg et Young, 1999).
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Tableau 3 :Classes des composés phénoliques dans les [fldautesrne, 1989; Harborne etal.,

1999).

Classe Structure
Polyphénols simples, benzoquinones C6

Acides hydroxybenzoiques C6-Cl1
Acethophénones, acides phénylacétiques C6-C2
Acides hydroxycinnamique , phénylpropanoides C6-C3
(coumarines, isocoumarines, chromones, chromenes)

Napthoquinones C6-C4
Xanthones C6-C1-C6
Stilbéenes, anthraquinones C6-C2-C6
Flavonoides, isoflavonoides C6-C3-C6
Lignanes, neolignanes (C6-C3)2
Biflavonoides (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 présedenstructures chimiques allant du simple

phénol en C6 (non présent naturellement chez lgetaéx) aux flavonoides en C15 et a des

molécules proches. Sauf exceptions, ces substawdsprésentes sous forme soluble dans la

vacuole(Macheix etal.,2006).

a. Les acides phénoliques :

Les acides phénoligues se composent de deux soupeay, c.-a-d., les acides

hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques (figureL@s acides hydroxybenzoiques incluent les

acides : gallique, p-hydroxybenzoique, protocatgehi vanillique et syringique, qui ont en

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

aromatiques avec une chaine latérale de trois-narfl©6-C3), avec les acides cafféique, férulique,

p-coumarique et sinapique étant les plus comniBres/o, 1998).

Bien que les fruits et les légumes contiennent tmaw d'acides phénoliques libres, dans les
grains et les pépins en particulier dans le sola@oque. Les acides phénoliques sont souvent sous
forme liée. Ces acides phénoliques peuvent seuleétem libérés ou hydrolysés par hydrolyse
acide ou alcaline, ou par des enzymesap, 2010)
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Acides hydroxybenzoigues

Ri=R:=R;=R;=H
R- R, E;=R:=R4=H, Ry=0H
Ri=Rs;=H, R:=R;=0H
D Sl S R;=Rs=H, R;= OCH;, Ry= OH
—/ Ri=H, R:=Ri=R4=0OH
Ry Ri=H, Rs=R,= OCH4, Ry=0H
Ry=0H, R=Ri:=Rs=H
Ry=R;=0H, R:=R;=H

Acides hydroxycinnamiques (« phénylpropanoides »)

yrishese bibliographique

acide benzoigue (non phénoligue)
acide p-hydroxvbenzoigue

acide protocatéchique

acide vanillique

acide gallique

acide syringique

acide salicylique

acide gentisigue

acide cinnamique (non phénolique!

Ri=R.=Rs=H
Ry ., LCO0H Ri=R;=H,R:=0H acide p-coumarique
Ri=R;=0H,Ry=H acide caféique
R Ry=0CH; R;=0H,R; =H acide férulique
R)=R:s=0CH;, Ro=0H ‘
iy - acide sinapique

Principaux acides phénoliques

Acide chlorogénigue (= S-caféovlguinigue)

Figure 6 : Acides phénoliques typiques dans les aliments

b. Les flavonoides :
Les flavonoides, les polyphénols les plus abonddats nos régimes, les plus nombreux

(plus de 5 000 molécules isolées) et les plus canpeuvent étre divisées en plusieurs classes selon
le degré d'oxydation de lI'oxygene hétérocycli¢Reinli et Block, 1996; Scalbert et Willamson,
2000): Les flavonoidesstricto sensupigments végétaux jaune-orangé (leur nom venannhadu

latin flavus :jaune), les anthocyanes, composeés de couleur eougdet et un groupe de tanins, les

proanthocyanidines, molécules incolores et tresdsalubleqKris-Etherton et al., 2002).

Les flavonoides sont les composés a faible poidéaulaire, se composant de quinze atomes
de carbone, disposés dans une configuration C6€3E3sentiellement,leur structure se compose
de deux anneaux aromatiques A et B, unis par un Bararbones, habituellement sous forme
d'anneau hétérocycligue C (Figure 7).L'anneau atiqmex A est la voie
d'acétate/malonate, alors que I'anneau B est dédevia phénylalanine par la voie de shikimate

dérivé de

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

Les variations des modeles de substitution para@@pl'anneau C ont comme conséque
les principales classes des flavonoide-a-d., flavonols, flavones, flavanones, flavanols
catéchine), isoflavones, flavanonols, et anthoaiaes (figure 8(Hollman et Katan, 1999, des
quelles les flavones des flavonols sont lesplus largement rencontrées et structureller
diversegHarborne et al., 1999).Les substitutions par rapport aux anneaux A etd@quuent le:
différents composés dans chaque classe des flales(Pietta, 2000).Ces substitutions peuve
inclure I'oxygénation, l'alkylation, | glycosylation, I'acylationet la sulfatation(Bohm, 1998;
Hollman et Katan, 1999).

HO Ull
\/E >*(H—§ K}-UH
(I].}| O OH
Chalcones (ex. : butéine) Aurones (ex. : aureusidine) Isoflavones (ex. : génistéine)
/_:kw{}ll{ _= OH
HO O /“M_B I| . |
> = HO = v(}\\/\‘g/ HO /;,AH\__J_,{)
Al A || ¢ |l W All ¢
- HIT » = el
OH 0O HO © OH 0O
Flavanones (ex. : naringénine) Flavones (ex. : apigénine) Flavonols (ex. : quercétine)
OH
OH L OH
N OH "
Bj HO it A |
%\ UN‘/\ IIIU‘\.-:"/’ \,j/: Tr-) : o
= \/L S
b’f\\r—’f\“(}“ M“H“/ \/L\ MT/ OH
OH OH OH
Flavane-3.4-diols Flavane-3-ols (ex. : catéching)

Anthocyanidines (ex. : cvanidine)

Figure 8 : Les principales classes des flavonoides
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c. Autres exemples :

A c6té des composés évoqués ci-dessous, de trebremnautres phénols peuvent étre
présents chez les végétaux. Ainsi, la tyrosineiestcide aminé de nature phénolique constitutif des
protéines chez tous les étres vivants. Parmi l&ngll simples, on peut citer le catéchol et le
pyrogallol, un aldéhyde comme la vanilline, constiit majeure de l'arbme de la vanille,
I'oleuropéine responsable de I'amertume de I'o(Macheix etal., 2006).

Certains terpénes (thymol, gossypol...), des alcakignorphine, papaveérine...) ou encore
des composés azotés comme la bétanidine (pigmege e la betterave) sont également de nature
phénolique, bien que rattachés a d'autres grougesnétabolites secondaires par leur origine
biosynthétique et leurs propriétés. Les tocophéatamine E) et les tocotriénols sont également

caractérisés par un noyau portant un hydroxyle qligire (Macheix etal., 2006).

Les quinones (benzoquinones, naphtoquinones donugl@ne, anthraguinones) peuvent
également étre rattachées aux composés phénolgigdes dont elles dérivent par processus
oxydatifs(Macheix etal., 2006).

3.2.2. Formes condenseés :
a. Lestanins:

Les tanins sont des polyphénols végétaux de poaléamlaire élevé divisés en deux groupes
chimiguement et biologiguement distinctes: les rnani condensés ou proanthocyanidines
(thé, raisins, canneberges, etc), et les taninsohyghbles : ellagitanins (Ets) (framboises, frajse
grenades) et gallotanins (GT#)guilar et al., 2008).

Les tanins, les composés de poids moléculaireivetaent élevé qui constituent le troisieme
groupe important des composés phénoliques peuventsébdivisés en tanins hydrolysables et
tanins condensés. Les premiers sont des esteidedgatlique (gallo- et ellagi-tanins), alors qes |
derniers (également connu comme proanthocyanidise@s) des polyméres des monomeéres de
polyhydroxyflavan-3-ol (Porter, 1989). Une troisiéme subdivision, les phlorotanins comasist
entierement en phloroglucinol, qui a été isolé dplusieurs genres des algues bru(fesrter,

1989),mais ces phlorotanins ne sont pas significatives darégime humaiBravo, 1998).

Les tanins sont des molécules complexes caraaérisér la teneur élevée en polyphénols
selon leurs structures, ces polyphénols sont divésetrois groupes : les tanins hydrolysables, qui
ont un noyau de sucre lié par estérification adagallique (gallotanins) ou a l'acide ellagique

(ellagitanins) ; tanins condensés, formés du momerfiavan-3-ol ou du flavan-3,4-diol et tanins
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complexes ou catéchine-gallates, qui partagenrigsriétés des tanins hydrolysables et condensés
(Bhardwaj et al., 2003; Bhat etal.,1998).

Ellagitanins (ET) sont des esters de l'acide hesaixydiphenique (HHDP) liés aux polyols,
habituellement le glucose ou I'acide quinidé@guilar et al., 2007).

b. Lignines :
Ces composeés de haut poids moléculaire contribuémtmer, avec la cellulose et les dérivés
hémicellulosiques, la paroi des cellules végétaliessont des polymeres tridimensionnels résultant

de la condensation (copolymérisation) de trois@kphénylpropéniqug#iasiam, 1996).

3.3.Les grands aspects de la biosynthése des polgpals :
Les polyphénols sont des produits du métabolisroergkaire des plantes. lIs sont synthétisés
a partir de deux voies bio-synthétiques :
= celle de I'acide shikimique, qui conduit apres s@mination et désamination, aux acides
cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels gseatides benzoiques ou les phénols
simples;
= celle issue de I'acétate, qui conduit & des patp@&sters (polyacétates) de longueur variable
menant par cyclisation a des composés polycycligteds que les dihydroxy-1,8

anthraquinones ou les naphtoquinones.

De plus, la diversité structurale des composésph@goliques, due a cette double origine bio-
synthétique est encore accrue par la possibilii@alparticipation simultanée des deux voies dans

I'élaboration de composés d’origine mixte, les dagidegMartin et Andriantsitohaina, 2002).

La grande majorité de composés phénoliques degdeplaont synthétisées par la voie de

phénylpropanoide, qui dirige les composés aromesigie la voie acide shikimique dans une foule
de métabolites de base phénolique.

La premiére étape dans la voie de phénylproparestiea désamination de la phénylalanine
pour former l'aciddrans-cinnamique, qui contient le squelette phénylprep@6-C3 présent dans
tous les composés phénoliques excepté certaingédatiacide benzoigue comme les esters d'acide
gallique. Cette réaction est catalysée par la gatamine ammonialyase (PAL), I'enzyme principale
de point de branchement entre le métabolisme prénsisecondaire qui regle le flux dans la voie
de phénylpropanoide.
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Les monocotylédones contiennent la tyrosine ammigage (TAL), qui catalyse la formation
dudérivé monohydroxylé de I'acjpleoumarique directement de tyrogi@eace, 2005).

Les principaux produits de la voie de phénylprojda@sont les acides hydroxycinnamiques
(HCAs), qui peuvent s'accumuler comme esters ouirsde précurseurs a d'autres métabolites

phénoliqgues comprenant les flavonoides et la lignin

Bien que souvent négligés,les esters de HCAs sar@neement répandus dans la nature. Par
exemple, les ester de l'acide quinique, de l'acal@eique, de Il'acide chlorogéniqueOgcide
caféoylquinique), se trouvent en quantité imposganitez beaucoup de plantes et sont pratiguement

universels dans leur distributi¢g@race, 2005).

En fait, les formes métaboliquement actives dedeachydroxycinnamiques sont leurs esters
avec le coenzyme A qui permettent d’accéder ancypales classes de composés phénoliques. On

peut citer quelques orientations majeyidacheix etal., 2006):

= vers les acides de la série benzoique (acidesjgelliprotocatéchique...) proxydation.
L’acide galliqgue lui-méme, par combinaison avec dasres simples, conduit aux tanins
hydrolysables (tanins galliques et ellagiques) ;

= vers les esters de type chlorogénique par estidit avec un acide alcool (acides quinique,
tartrique, shikimique...) ;

= vers les coumarines, par cyclisation interne dedécontes suivie de modifications
complémentaires (glycosylations, prénylations...) ;

= vers les lignines par réduction, formation des nignols puis polymérisation oxydative
initiée dans la paroi cellulaire par les peroxydaseéventuellement les laccgddacheix,
etal., 2006);

= vers les flavonoides. La synthese des flavonoidgdate des intermédiaires de la voie de
phénylpropanoide et de la voie de polycétide potmér le squelette C6'-C3—C6 (flavane)
caractéristique de toutes les flavonoides.La premétape dans la synthese des flavonoides
implique la condensation dg-coumaroyl-CoA avec trois molécules d'acétate par
l'intermédiaire du malonyl-CoA pour former la chaie de narigénine. Cette réaction est
catalysée par la chalcone synthase (CHS), I'enzynmeipale de point de branchement

reliant les voies de phénylpropanoide et de flaide@race, 2005).
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PHENYLALANINE

|Acide chorismique J TYROSINE
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QUINONES
PIGMENTS BRUNS

ACIDES DE LA SERIE
BENZOIQUE
(p-hydroxybenzoique,
salicylique, gallique,...)

PHENYLPROPANOIDES
(dérivés de L’ACIDE
CINNAMIQUE) ac.coumarique,
caféique, férulique, sinapique et
leurs esters CoA

intégration dans la subérine, la
cutine, la paroi

Dérivés des acides
hydroxycinnamiques
(acides chlorogénique,
caféoyl-tartrique,...)

Certaines +3
Quinones malonyl
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hydrolysables

CHS )
CHI
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FLAVONOIDES
flavanones, flavonols,
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coumarines simples, anthocyanes
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Monolignols
Lignanes
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LIGNINES
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resveratrol

La formation des quinones, schématisée en haut a droite, peut intervenir a partir de nombreux composés

appartenant a différentes classes.

Abréviations des principales enzymes : PAL : phénylalanine ammonialyase ; TAL : tyrosine ammonia-

lyase ; CCR : cinnamate CoA réductase ; CAD : cinnamyl alcool déshydrogénase ; CHS : chalcone syn-
thase ; CHI : chalcone flavanone isomérase ; PPO : polyphénoloxydases ; POD : peroxydases ; Lacc :

laccases.

Figure 9 : Les grandes lignes de la biosynthése des princigenypes des composés phénoliques

(d’aprés Macheix, 1996)
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Figure 10 : Relations biosynthétiques entre les phénylproparsoéd les flavonoides

Les principales enzymes incluent phénylalanine amanlyase (PAL), cinnamate-4-hydroxylase
(C4H), 4-coumarate CoA ligase (4CL), chalcone sys¢h(CHS), chalcone isomérase (CHI),
isoflavone synthase (IFS), dihydroflavonol rédueté3FR), flavonol synthase (FS),
anthocyanidine synthase (ANS).

3.4.Réle des polyphénols :
Le role des polyphénols est maintenant reconnu défésents aspects de la vie de la plante
et dans l'utilisation que fait 'Thomme des végétallscpeuvent en effet intervenir :
» dans certains aspects de la physiologie de lagléghification, régulation de la croissance,
interactions moléculaires avec certains microorgaes symbiotiques ou parasites...) ;
= dans les interactions de la plante avec leur enmgment biologique et physique (relations
avec les bactéries, les champignons, les insaésistance aux UV), soit directement dans
la nature soit lors de la conservation apres réawtcertains végétaux ;
» dans les critéres de qualité (couleur, astringeacertume, qualités nutritionnelles...) qui
orientent le choix de I'homme dans sa consommat&morganes végétaux (fruits, légumes,

tubercules...) et des produits qui en dérivent ardiormation ;
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» dans les variations de certaines caractéristiques wBgétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus de fruits, lessons fermentées...) pendant lesquels
apparaissent freguemment des brunissements engyestiqui modifient la qualité du
produit fini ;dans la protection de ’'homme vis-&-de certaines maladies en raison de leur
interaction possible avec de nombreuses enzymede deurs propriétés antioxydantes
(Macheix etal., 2005).

3.5.Propriétés antioxydantes des polyphénols :
3.5.1. Composeés phénoliques comme piégeurs de radicauxrlis et chélateurs des métaux

Les composés phénoliques (CPH) agissent commetaaceme radicaux libres et briseurs de
chaines. lls interférent avec I'oxydation des kgict d'autres molécules par donation rapide d'un
atome d’'hydrogéne aux radicaux (R) : R + GPRH + PO

Les intermédiaires des radicaux phénoxyls-jR0nt relativement stables due a la résonance
et donc une nouvelle réaction en chaine n’estg@kement initiée. De plus, les radicaux phénoxyls
intermédiaires agissent également comme des teleonsade chemin de propagation par réaction

avec d'autres radicaux libres : ‘PR — POR

Les composés phénoliques possedent la chimie detwwte idéale pour les activités de
piégeage des radicaux libres parce qu'ils ont :
1. groupes hydroxyles phénoliques qui sont susceptitedonner un atome d'’hydrogene ou
un électron a un radical libre ;
2. systéme aromatique étendue conjugué pour délecalis électron non appari®di et
Mumper, 2010).

Comme une propriété antioxydante alternative, oert@omposés phénoliques avec des
groupes dihydroxyles peuvent conjuguerles métauxtraiesition, empéchant la formation des
radicaux libres induite par le métal. Les ions iigzes actifs comme le Cou Fé" interagissent
avec le peroxyde d'hydrogene,(®) par le biais de la chimie de Fenton (comme le tnetan
réaction n ° 13 ci-dessous) pour former des radi¢auroxyles (OH), qui sont les plus réactifs
ERO connus, capablesd’initier des réactions ennehale radicaux libres par abstraction de
I'nydrogéne a partir presque de n'importe quellééoude. Les composés phénoliques avec des
groupes catécholates et gallates peuvent inhibfraation de radicaux d'oxygéne induite par le
métalsoit en coordination avec le’Fet en améliorant l'auto-oxydation du*Fécomme le montre
la réaction 14 ci-dessous), soit par la formatiamadomplexe inactif avec Gt} F&* ou Cu avec

une interaction relativement plus faib@aj et Mumper, 2010).
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H,0, + Cu+ or F&"' - Cu/** or F€* + OH +-OH- (13)

R R 14
14
CH 8] 18]
AN [Q.] .
+ Fefr — /Fez* + 2H ——= /Fe3+
OH 0 8]

Théoriguement, ces deux activités antioxydantesverdu causer une réduction

concentrations des radicaux libres et des espoxydantsa Etat d'équilibr. En conséquence,
I'oxydation ultérieure & molécules cibles s que les lipides, les protéineses acides nucléiques
est diminuée. Basé sur ces capacités potentiddlesttudes étendues ont démontré les acti
antioxydantes des composés phénoligues naturelgyépéral, dans une myriade de systé

biochimiques eex vivo(Fraga, 2007)

3.5.2. Activité pro- oxydante des composés phénoliql :

Il est important de noter que quelques antioxydphtnoliques peuvent lan un processus
d'autoexydation et se comporter comme des-oxydantsdans certaines conditic(Shahidi, et
Wanasundara, 1992) Au lieu de terminer une réaction en chaine déaac libres par réactic
avec un deuxieme radical, le radical phérl peut également réagir avec lI'oxygene et produise
quinones (P=0) et des angsuperoxydes (£ ) comme montré ailessou :

PO + 02— P=0 + 02
Néanmoins, les ions métalliques de transition peunégalement induire I'activité f-

oxydante desrdgioxydants phénoliques comme il est montré les réactions suivant :

CU** or FE€* + POH— Cu+ or Fé" + PO° + H (6)
PO° + RH— POH + R° (7)
R+ 0, —» ROO° (8)
ROO° + RH— ROOH + R° (9)
ROOH + Ci* or Fé* — CU** or F€* + RO° + OH (10)

Il a été trouvé que les antioxydants phénoliquesosaportent comme des |-oxydants dans
les conditions qui favorise leur aut-oxydation, par exemple, a pH élevé avec des coratents
élevées en ions métalliqueke transition et en présence deslécules d'oxygene. Les petits
composés phénoligues qui sont facilement oxydéammmla quercétind’ acide gallique, posseédent
une activité praexydante ; tandis que les composés phénoliquesuteplods moléculaire, tels que
les tanins condensés et hydrolysables, ont peu ou pagivid@& prc-oxydante (Hagerman
etal.,1998).
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V. Grenadier :

L'explosion actuelle de l'intérét pour la grenadsmme un produit médicinal et nutritionnel
est mise en évidence par une recherche sur Medlaiannée 2000 jusqu’a présent, réveélant plus
de 150 nouveaux articles scientifiques relatifeieffets sur la santé. Entre 1950 et 1999 seutemen
25 de ces publications apparaissent sur Medl(lremsky et Newman, 2007).

Le grenadier Runica granatum L. est un des fruits comestibles les plus anciena été
utilisé intensivement dans la médecine populairaatebreuses culturéki et al., 2006).

La grenadePunica granatum L.est une espéce de climat tempéré, principaleadtivée
dans la région méditerranéenne, I'Asie méridionaielans plusieurs pays de I'’Amérique du nord et

I'Amérique du SudStover et Mercure, 2007).

La popularité de la grenade a augmenté énormémetttus dans la derniere décennie en
raison des effets : antimicrobien, antioxydant gand, antiviral, anticancéreux et anti-mutagénique
du fruit (Negi etal.,2003).

Le jus et la peau de grenade contiennent des ¢ggmirtiportantes de polyphénols comme les
tanins ellagiques, I'acide ellagique et I'aciddigaé. Il a été utilisé dans la préparation dettews,
de formule cosmétique, thérapeutique et recettemataires et a cet égard la peau de grenade est

une bonne source d'antioxyda(tasoubi etal., 2007).

Li et al. (2006)ont rapporté que la peau de grenade montraitiictntioxydante la plus
élevée parmi les fractions de peau, de pulpe gfra@i@e de 28 genres de fruits de consommation

courante en Chine.

La transformation d’'une tonne de fruit de grenadwpit approximativement 322-341 litres
de jus et produit d'environ 669 kilogrammes de ndgcgrenade, un sous-produit composé des
grains et de peaux. Le marc de grenade a été égatenontré pour contenir des teneurs élevées en
polyphénols et ce matériel est ainsi une sourcenpietle pour isoler les antioxydants a valeur
ajoutée(Qu etal., 2011).
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4.1.Classification botanique :
Le grenadierPunica granatuma été décrit par Linné et introduit dans sa diaasion en
1753. Telle est cette classification :
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Myrtales
Famille : Punicaceae
Genre Punica

Espéce Punica granatum

En 1998, une nouvelle classification des angiospsrm’est-a-dire des plantes agraines, est
créée par un groupe de botanisteAngjiosperm Phylogeny Groupu APG. Cette classification
phylogénétique réorganise le regne veégétal en ifomate criteres moléculaires, s’intéressant
essentiellement a ’ADN de deux genes chloroplassoet d’'un gene nucléaire de ribosome. Ainsi,
pour certaines espéces végétales, les résultatdcut@ires sont en accord avec les anciennes
classifications alors que pour d'autres espece<tatigs, il est nécessaire de modifier leur
positiondans la systématique. Ces résultats redersit la phylogénie des plantes. Cette nouvelle
organisation se compose alors de 462 familles tiégadtans 40 ordrg$pichiger, Savolainen, et
al., 2004).

Cette classification a été révisée en 2003, donmaissance a la classification phylogénétique
APGII, qui comporte 457 familles réparties dansotlires. Au sein de cette classification, la
position du grenadier est :

Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Rosidées
Ordre : Myrtales
Famille : Lythraceae

Genre :Punica

Espece Punica granatum

Il convient donc de retenir que dans cette nouvalssification, la famille des Punicacées
n'existe plus. Le grenadier appartient alors admifie des Lythracées, famille comportant 30

genres et 600 esped@pichiger, Savolainen eal., 2004).
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- Le genrePunica:

Le nom botanique de la grenade leghica granatum, Punicétant le nom de I'ancienne ville
phénicienne du nord de I'Afrique ou les soldats aora en route pour la premiére des trois guerres
puniques au llle siécle av. J.-C. ont pour la pegeifois rencontré le grenadier, granatum
signifiant « riche en pépins ». Sur le plan botasidPunica granatunpartage son nom de famille
avec son ancétre génétique rdranica protopunicadont I'habitat se limite a I'lle de Socotra a la

rencontre de mer et de I'océan indien, dépendancédhen(Storey, 2007 ;Joannet, 2009).

- Description :

Le grenadier (arbre ou arbuste) atteint 3 a 5 matechaut et se reconnait a ses feuilles vert
vif, ovales ou en forme de lance, qui tombent E&niviLe fruit, qui arrive a maturité en septembre
dans I'hémisphere nord (et en mars dans I’hémigpked, encore faut-il en trouver !) a la forme
d’'une pomme, une couleur brun-jaune ornée d’'uneh®ule rouge et un calice dur semblable a une
couronne. En cassant I'écorce dure, on peut vsifrlgts translucides blancs, rosatres ou écarlates
serrés les uns contre les autres a l'intérieur. jdgsEns juteux peuvent étre doux ou quelque peu
acides, selon la variété, et I'on doit parfois $e€rer avant de les consommer. Le jus extrait des
pépins, autrefois transformé en vin, est aujourdémployé comme sirop pour aromatiser les
boissongStorey, 2007).

La grenade est formée de trois parties principadgmnt chacune leur propre caractere
métaphysique, botanique et chimique. Ces partiesles pépins ou « arilles », le jus et la peau. En
outre, I'écorce, les racines, les feuilles et Ik de I'arbre renferment toutes des éléments
spécifiqgues et uniques, possédant chacun des aftetgplexes et intéressants lorsqu’ils sont

préparés sous forme de médicaments pour la constomni@maine ou animal&torey, 2007).

4.2.Le grenadier en Algérie :

Bien que le grenadier soit peu exigeant, les plams ne sont pas tres importantes en
Algérie. Il existe de nombreuses variétés de gremade qualités trés différentes. Plusieurs sortes
de grenadier sont signalées dans des petits jaedirisabylie, on ne connait que leur appellation
locale (Lahlou, EImouze, ..). Quatorze variétést smtuellement autorisées a la production et a la
commercialisation par I'Etat (tableau 4NRAA, 2006).
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Tableau 4 :Variétés de grenadier autorisées a commercialis@dggrie (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 glaines, le jus, et les écorflesnsky et
Newman, 2007).

La partie comestible du fruit de grenade (50%)@apose 40% des arilles (jus) et 10% des
graines. Les arilles contiennent 85%eau, 10% suotasx, principalement fructose et glucose, et
1.5% pectine, acides organiques tels que l'aciderbisiue, I'acide citrique, et I'acide maliquelest
composés bioactifs tels que les composés phénsligides anthocyanines, du potassium, du
phosphore et des minéraux, ainsi que diverses witmrdont une forte teneur en vitamine C : 20
mg pour 100g. Sa composition est proche de cebeodganegJoannet, 2009 ; Viuda-Martos,

Fernandez-Lopez et Pérez-Alvarez, 2010).

La plupart des analyses chimiques des grenadesntefacalisées sur le jus, la peau, le
péricarpe et I'huile de pépins. Le jus contient glandes quantités de tanins hydrolysables,
notamment des ellagitanins (acide gallique et aallegique), des anthocyanines (cyanidine,
delphinidine, pélargonidine) ainsi que des acideénpliques (acide ellagique, acide caféique et
acide chlorogénique). Le péricarpe est égalemeheren tanins hydrolysables (remarque : Le
péricarpe est la peau entourant le pépin, I'«aasill Le pépin n'est que la partie interne blandhe e
dure ; les sacs rouges juteux comestibles, incliegoépin, sont appelés arilles). En pressanuié fr
entier, on obtient un jus bien plus riche en po&midis. On trouve aussi de la lutéoline, de la

quercétine, du kaempférol et de la narigénine tespeauxStorey, 2007).

L’huile de pépins est composée a environ 63,5 %idéapunicique, un acide gras trans a 18
atomes de carbone (dont la structure rappelle dsld’acide linolénique conjugué€). Le pépin
contiendrait en outre la plus forte concentratitcaegtrone du régne végétal, environ 17 mg/kg de

graines séchédStorey, 2007).
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4.4.Les constituants du fruit de grenade :
4.4.1. Tanins :

Les tanins hydrolysables de structures diverses pcemant les ellagitanins et les
gallotanins constituent les composeés les plus pnétents dans les diverses parties de la
grenade. Les tanins condensés, cependant, someatdrouvés dans cette plani®ang et
al., 2010).

Les tanins hydrolysables, sont principalement sitlgns la peau et le mésocarpe du fruit de
grenade. lls sont extraits dans le jus lors dealasformation commerciale des fruits enti@4d et
al., 2000).

La fraction tannique se compose d'esters de |'agalkque et de l'acide ellagique, des
molécules a noyau de polyol. Le grand nombre debawersons possibles de monomeres donne
lieu a une diversité structurelle énorme. Ces #ires sont subdivisées en gallotanins (type | - des
tanins) et ellagitanins (type Il - des tanins) coemant les gallagylesters plus uniques, tel que le
tannin hydrolysable prédominant des grenades ceans le nom de punicalagifidaslam, 2007,
Khanbabaee et van Ree, 2001; Okuda at., 2000).

La punicalagine, ellagitanin complexe, caractéyigi de la peau de grenade, est formé d'un
glucose lié a l'acide ellagique et a l'acide gadjag.elle est extraitedans le jus de grenade & part
la peau pendant la transformation de jus et quiresponsable de plus de 50% de l'activité
antioxydante du jus de grena@aams etal., 2006).

D'autres classes d'ellagitanins comprennent legdideéllagitanins (type Il de tanins ) et les
dehydroellagitanins transformeés (type IV tani@kuda etal., 2000).

La biosynthese des ellagitanins dans la grenade lsuwoie commune de ce genre de
composeés (figure 11). L'acide ellagique est bicHs$tisé a partir de I'acide hexa-hydroxy-diphényl-
dicarboxylique,a travers la lactonisation entre desupes carboxyles et hydroxyles, qui peut étre

considéré comme un composant central (Figure 12).

Les groupes hydroxyles de l'acide ellagique sobstsués pour former les différents dérives
de l'acide ellagique, comme l'aci@ed-méthylellagique, 'acide3,3'-di-O-méthylellagique, I'acide
4,4'-di-O-méthylellagique, l'acide  3,3'.4'-tri-Oéthylellagique, et l'acide 3'-O-méthyl-3,4
méthylénedioxy-ellagique.
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L'acide ellagique et ses dérivés générent les gigies par glycosylation avec les saccharides.
Plusieurs acides hexa-hydroxy-diphényldicarboxdigeuvent étre polymérisés en polyméres par
estérification entre les groupes carboxyles d'unnantere et les groupes hydroxyles d’'un autre

(Wang etal., 2006).

e O COOH

estérification
HO OHHO OH

HO OH

lactonisation

-I".I=JrC =0 O
; 0 OCH: a—c s ol
(8] on HO 0 [T
glycosylation il 0 ont
oL 0 .- = o Q 01 HO Cc-0 -
O HL 0-C OH
on : "o i
HO iy (8] 0

O OH

substitution

hydrolyse et substitution

glvcosylation
/ Ry, Ry Ry, Ry~ O or OMe
HO CH,

0
HON | 0 Ry
HO & Re

R, O
R;. Ry, Ry= O ar OMe

Figure 11 :Voie de biosynthése des ellagitanins dans la geenad

Les gallotanins, qui sont surtout présents dandeledles et rarement signalés dans d'autres
parties de la grenade se composent généralementdauple de groupes galloyl et, par
conséquent, ils peuvent étre considérés commeéte®s de I'acide galliqugi HX et al., 2002).

De point de vue biosynthese, ces composés sontmeoles ellagitanins, synthétisés par
estérification, lactonisation et glycosylation enles parties d’'uneseule molécule ou des molécules

multiples(Wangset al.2006).
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HO

HO

OH

HO

Acide Gallique- Acide ellagique

Punicalagines A & B

Figure 12 : Structure de I'acide ellagique, gallique et lesipalagines A & B

4.4.2. Flavonoides :

Les flavonoides isolées a partir de la grenadeuemt! les flavones, les flavonols, les
anthocyanidines et flavan-3-ols. Les couleurs dmikks du péricarpe et du jus sont attribuées aux
anthocyanidines et aux flavan-3-ols, dont la terdtoninue ou augmente avec de la période de la
maturatiorfWang etal., 2010).

Les anthocyanidines rapportées dans la grenadehabittiellement présentes sous forme de
glucoside avec des aglycons de delphinidine, deidiyee et de pelargonidine, alors que les flavan-
3-ols trouvés dans cette plante sont seulemenemi®esous la forme déglucosylée comprenant la
catéchine, I'épicatéchine, l'epigallo-catéchineleairs dérivés. Les flavones et les flavonols
constituent les principalesflavonoides du péricatpees feuilles, qui existent fréequemment comme
glucosides avec des aglycons de lutéoline, de kieoipde quercétine, d'apigénine et de naringine
(Wang etal., 2010).
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Les anthocyanines sont des glucosides, qui lothggrolyse donnent un sucre et un aglycon
appeléeanthocyanidine Ceci a la suite a une structure composée d'uawnbgnzopyril et d'un
anneau phénol, connu comme cation flavilio, qui d&ficient enélectrons et donc tres réactif
(Maestre, 2000).

La couleur rouge dépend de la concentration etyda t'anthocyanines contenues dans le
fruit.Les dérivés de delphinidine donnent les nearaeues et pourpres, tandis que le pelargonidine

est responsable des nuances de rouge ofalagBorne, 1982).

Six anthocyanines ont été isolées et identifieesnge étant responsables de la couleur du jus
de grenade : delphinidine 3-glucoside et 3,5-digduae, cyanidine 3-glucoside et 3,5-diglucoside,
et pelargonidine 3-glucoside et 3,5-diglucoqide etal., 1975, Kriventsov et Arendt, 1981; Gilet
al., 1995).

Phénylalanine—» —» —»  4-Coumaryol- CoA

PAL C4H A4CLCHS|«— 3X Malonyl CoA

Chalcone

cml

Flavanone

!

Dihydroflavonols ——— Flavonols

DFR l

Catéchine » Leucocyanidines

LAR LDOX(ANS)l

Epicatéching—— Antlanidines

!

7

Proanthocyanindiney Cyanindine, Pelargonidine et Delphiniding
(Tanins condensés dérivés de glucoside

Figure 13 : Représentation schématique de la voie biosyntrettigs flavonoides menant a la

production des anthocyanines et des proanthocyesdi

Les abréviations nommées d'enzymes sont comme: UltL, Phénylalanine ammonia-lyas€4H, cinnamate 4-
hydroxylase;4CL, 4-coumarate: CoA ligas€HS, chalcone synthas€HI, chalcone isomérasé3H, Flavanone 3-
hydroxylaseJFLS, Flavonol synthasd)FR, dihydroflavonol reductasé;AR, leucoanthocyanidine réductas®OX ,
leucoanthocyanidine oxidageddS, anthocyanidine synthasBNR, anthocyanidine réductase; GT, glucosyltransférase
AT, acyltransféraseyIT , méthyltransférase
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4.4.3. Alcaloides
Les alcaloides sont principalement trouvés dansrb@ de la tige et de la racine aussi bien
que dans le jus de grenade. Il y a principalemenixdgenres d'alcaloides comprenant les

pipéridines et les pyrrolidines rapportées dante ggante.

Habituellement, les pipéridines ont un squeletsmmiau de six-membres et les pyrrolidines
ont un squelette d'anneau de cing-membres. Lesce&spet le contenu des pipéridines sont

relativement plus importants que ceux des pyrmodd{\Wang etal., 2010).

4.4.4. Acides organiques
Les graines sont riches en acides gras insaturégprenoant l'acide punicique, l'acide
linoléique, l'acide oléique, l'acide palmitiquecide stéarique, et I'acide linolénique, et la tene
totale en ces acides gras représente 15.26% dg pesl graindki et al., 1994 ; Wang etal.,
1999; Schubert etal., 1999).

Le jus contient principalement les acides grastd@ne droite, dont I'acide citrique et I'acide
malique qui sont les principaux composés avec eneur de 4.85 et 1.75 g/l, respectivement
(Neuhofer, 1990). En outre, l'acide tartrique, l'acide oxalique etcide succinique ont été

également trouvés dans le flFoyrazogluet al.2002).

Les acides phénoligues se composent de l'acidequaféde l'acide fumalique, de l'acide
chlorogénique et de l'acide p-coumarique qui satiitbhellement présents dans le jus et/ou le
péricarpg(Artik, 1998 ; Amakura et al.,2000).

4.4.5. Triterpenes et stéroides

Les triterpenes sont frequemment trouvés dans l&ssf et les graines de grenade.Ces
composés comprenant l'acide ursolique, l'acide nolégue, l'acide maslinique, l'acide
punicanolique, ldriedeling l'acide betulinique et l'acide asiatique appasais habituellement sous
forme de triterpénoides pentacycliques avec un Ca2Boxylique et une double liaison entre C-12
et C-13.

Les stéroides sont seulement trouvés dans lesegrajoi se composent des stérols, tels que le
cholestérol, le stigmastérol, le camestérop-ktostérol et le daucostérol ; et des stéroidesede,

tels que 1&-estradiol, estrone, testostérone et oestritdng etal., 2010).
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4.4.6. Autres composés
D'autres composés comprenant les saccharides, olematcines et les lignanes ont été
également rapportés dans la grenade tels que lemesiiol, le coniferyl 9D-[B-
dapiofuranosyl(3>6)]-O-B-D-glucopyranoside, le sinapyl O-[B-dapiofuranosyl(36)]-O-p-D-
glucopyranoside, le phénéthyl rutinoside et l'isate D1 ont été isolés dans les graif\@ang et
al. 2004)Le glucose, le fructose et le saccharoseont éi@ésodans le jugCui etal.,2004).

L’analyse par GC-MS a montré que la fraction dateéd’éthyle de I'extrait d'écorce de
Punica granatum contient le Pyrogallol (41.88%)54elydroxyméthylfurfural (14.10%), le D-
Allose (9.17%), le 2-Methoxy-1, 4 Benzenediol (8@4et I'acide 2, 3diméthylfumarique (3.96%)
(Sangeetha et Vijayalakshmi, 2011).

Tableau 5 :Constituants du fruit et de I'arbre de Punica gram@Jurenka, 2008)

Composé Constituants

Jus Anthocyanines, glucose, acide ascorbique, acidgmiglie, acide gallique
acide caféique; catéchine, EGCG, quercétine, rutimenbreux minéraux

particulierement le fer; acides aminés.

Grain 95 % acide punicique ; autres constituants, y c@miacide ellagique ;

autres acides gras; stérols.

Péricarpe Punicalagines phénoliques, acide gallique et awdpides gras, catéchine,
(peau, écorce) EGCG, quercétine et autres flavonoles, flavonaspfiones, anthocyanidines

Feuilles Tanins (punicaline et punicafoline; et flavone @gisides y compris la

lutéoline et 'apegenine

Fleur Acide gallique, acide ursolique, triterpénoidegompris I'acide asiatique et

I'acide maslinique, autres constituants non idegif

Racine et ecorce Ellagitanins, y compris la punicaline et la punagahe; nombreux alcaloides

pipéridines
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4.5.Activités biologiques de grenade :

La grenade a été longtemps approuvée comme aliehenédicamentet comme régime dans
la convalescence aprés diarrhée. La partie offejndécorce du fruit est astringente,
digestive,cardiotonique, agent stomachique et edie fortement efficace dans la diarrhée et la
dysenterie chronique, la dyspepsie, le colite dmfination de lintestin), les hémorroides et les
désordres utérinSivarajan et Balachandran , 1994).

La peau de grenade est riche en polyphénols compirdas ellagitanins, les gallotanins,
I'acides ellagique, l'acides gallagique, la catéehiles anthocyanines, I'acide férulique, et la
quercétine.Ces polyphénols montrent de diversegitastbiologiques, telles que I'élimination des
radicaux libres, l'inhibition de I'oxydation et da croissance microbienne, et la diminution du
risque des maladies cardio- et cérébrovasculairgsielques cancers. Beaucoup de chercheurs ont
prouvé que les préparations contenant I'extrailadeeau de grenade peuvent étre utilisées pour
empécher et/ou traiter I'athérosclérose, la diasrhelcere gastrique, la maladie vénérienne, €t le

maladies relatives a I'cestrogéffeddy etal.,2007).

4.5.1. Activité antioxydante :

Les études chez le rat et la souris confirmentdespriétés antioxydantes de I'extrait des
sous-produits de la grenade préparés a partir uds frentiers, moins le jus, montrant une
réduction de 19% du stress oxydatif dans les maaggs péritonéaux de souris (MPM), soit une
baisse de 42% de la teneur cellulaire en peroxyoidgjues, et une augmentation de 53% des
niveaux du glutathion rédujRosenblat etal., 2006).

Une étude séparée chez les rats avec des dommafpes eduits par le CGla démontré que
le prétraitement avec I'extrait de I'écorce de gotn(EEG) a amélioré ou maintenu l'activité de
piégeage des radicaux libres des enzymes hépatidaesatalase, la superoxyde dismutase, et la
peroxydase, et a abouti a 54% de réduction desirsalde la peroxydation lipidique par rapport

aux témoingChidambara etal., 2002).

Autres études ont démontré que l'extrait de la ps#mwenadediminue la peroxydation
lipidique dans les tissus hépatiques, cardiaqueseraux(Parmar et Kar, 2008) et a un effet

facilitant sur les capacités de piégeage de |'asiperoxyde et du peroxyde d'hydrogene.

Abdel Moneim (2012) a examiné l'extrait méthanolique de la peauPd@ica granatum
(grenade) pour son activité antioxydante sur levemarn des rats males adultes albinos Wistar en

mesurant les parametres antioxydants (le glutattédnit, la catalase, la superoxyde dismutase, la
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glutathion réductase, la glutathion-S-transférase,la glutathion peroxydase), le peroxyde
d'hydrogéne (kD,), I'oxyde nitrique (NO) et la peroxydation lipidig (MDA) dans I'homogénat
de cerveau. Le traitement avec la peau de grenade eomme conséquence l'augmentation
marquée de la plupart des paramétres antioxydaatsla réduction des oxydants ;@3 (-15.6%p

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

4.5.2. Activité antidiabétique :

Une étudevisant a évaluer le réle de I'extrait de la poudeepeaux de Punica granatum
dans sa dose thérapeutique humaine sur le nomiwecelkiles béta, la glycémie et les taux
plasmatiques d'insuline chez des rats normauerstats diabétiques alloxanes pendant 4 semaines
de traitement. Le traitement a révélé que I'exaigiteux de grenade a diminué significativement le
niveau de glucose du sang et augmenté le niveasuliie dans les rats normaux et les rats
diabétiques traités. Le pancréas a montré une augtiem du nombre des cellules béta dans

les rats normaux et les rats diabétiques traikéal{l, 2004).

Dans une autre étudkeabib Ahmed Hossin, 2009)qui a été réalisée pour évaluer l'effet de
la poudre de peau de grenade et son extrait snéfabolisme des lipides chez les rats males hyper-
cholestérolémiques, la poudre de la peau de grenadeté ajoutée a un régime
hypercholestérolémique par 5, 10 ou 15% comme fig&stique tandis que I'extrait de la peau de
grenade a été ajouté a un régime hypercholestéigqiémar 1, 2 ou 3%.

Les résultats ont montré que les rats hyperchet@staiques ont subi des changements trés
importants dans tous les paramétres lipidiqueggemt comparaison avec le groupe témoin négatif
(rats normaux). Tous les rats hypercholestéroléesgadministrés avec différentes doses de la
poudre de la peau de grenade (5, 10 et 15%) ontréname diminution significative de la
consommation alimentaire et du taux de gain despomporel en comparaison avec le groupe

témoin positif (rats hypercholestérolémiquésibib Ahmed Hossin, 2009).

Le poids des organes rate, reins, foie par rapgoripoids corporel et tous les parametres
lipidiques testés, sauf HDL ont montré une dimiomthautement significative pour tous les rats
hypercholestérolémiques administrés avec diffésedteses de poudre de peau de grenade (5, 10 et
15%) ou administrés avec différents niveaux d'éxti& peau de grenade (1,2 et3%) en

comparaison au groupe témoin pogitiabib Ahmed Hossin, 2009).
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Figure 14: Effets bénéfiques de peau de grenade et sestexdasser Al-Muammar et Khan,
2012)
4.5.3. Activité antifatigue
L’effet des polyphénols extraits a partir de la pate grenade (EPG) a été étudié sur la
performance de natation chez le rat. Dans la ptésgnde, la propriété antifatigue de 'EPG a été
clairement établie pour la premiéere fois; graceea dctivités enzymatiques réduites de la lactate
déshydrogénase (LDH), lacréatine pyruvate kinas@€KjCet de la peroxydation lipidique,
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l'augmentation de la production d'ATP avec un amnten glycogene meilleur dans le foie et le
muscle a appuyé les conclusions. Les niveaux acdeug teneur en ADN eten ARN dans
lestissus indiquantun catabolisme réduit des pregedans les tissus aussi contribuent a la

propriété antifatigue des polyphénols de 'EB®amy etal., 2011).

4.5.4. Activité antimicrobienne :
SelonMachado etal. (2003)les ellagitanins isolés dans la grenade ont mamgéactivité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus niBti@aésistant et méthicilline-sensible, avec

une concentration minimale inhibitrice (CMI) de B&g/ml.

Les fractions de l'acide ellagique, de l'acideagatjue, des punicallines, et des punicalagines
extraits a partir de la grenade ont révélé uneviéetantimicrobienne contr&scherichia coli
Pseudomonas aerugings&taphylococcus aureuméthicilline-résistant, et d'autres bactéries
nocives(Reddy etal., 2007).

Braga etal. (2005)ont évalué I'effet de I'extrait méthanolique detfentier de grenade s8t
aureuset la productiorultérieurede I'entérotoxine. lls ont suggéré que les extdetgrenade ont
pu étre considérés comme une thérapeutique ardiEmie potentielle avec la capacité
additionnelle d'inhiber la production d'entérotaxitis ont ajouté que les propriétés antibiotiqeesd
l'extrait sont d'un intérét extréme a la suite demlenace croissante des souches bactériennes

développant une résistance aux antibiotiques caiorarels.

Endo etal. (2010)ont suggéré que la punicalagine isolé des peauwyalgade possede une
forte activité contrecandida albicanset candida parapsilosisde méme la combinaison du

punicalagine et du fluconazole a montré une acyorergique tres efficace.

Al-Zoreky (2009) a montré que I'extrait méthanolique 80% des petigrenade était un
inhibiteur efficace contre.isteria monocytogenesStaphylococcus aureugscherichia coliet

Yersinia enterocolitica.

4.5.5. Activité cicatrisante :

Comparée a un produit topique antibactérien du ceroepune préparation a base d’extrait
de peau de grenade (44 % de composés phénoliquBsyeapermet une bonne cicatrisation,
nettement visible par examen histopathologiqueldssbres des rats Wistar utilisés. Au bout de dix
jours, les rats traités au gel a I'extrait de pdawgrenade sont guéris, alors que 16 a 18 jouits son

nécessaires a la cicatrisation des rats témoirssahalyses par HPLC montrent que les composants
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majoritaires de I'extrait sont la catéchine etikicgallique, molécules qui pourraient donc avair u
intérét dermatologiquéMurphy et al., 2004).

4.5.6. Action anti-ulcére

L’extrait de peau de grenade possede une activiiitrice des ulceres de I'estomac induits
par I'aspirine et I'éthanol, grace a ses propriétésoxydantes. Pour des doses de 250 et500 mg/kg
d’extrait de grenade a 70 %, le pourcentage d'itibilb s’éléve, respectivement, a 22,37 et 74,21
pour les ulceres induits par I'aspirine et a 219%3,41 pour ceux induits par I'éthanol. Chez les
animaux traités, les taur vivo d’antioxydants telles que la superoxyde dismutkseatalase, le
glutathion et la gluthation peroxydase ont été arpés pour atteindre des valeurs proches de la
normale.

Le taux de peroxydation lipidique des tissus estimliié chez les animaux traités par rapport
au groupe témoin. De plus, alors que I'estomacati@®aux témoins montre une érosion sévere de
la muqueuse gastrique, des cedemes sous-muquene ifiliration par les neutrophiles, celui des
animaux traités a’ I'extrait de peau de grenadenaptre aucun de ces symptomAgakumar et
al., 2005).

4.5.7. Action anticancéreuse

Les cellules cancéreuses ont la capacité de renledes cellules saines par un processus
appelé différenciation. Les flavonoides peuventiirelcette différenciation avec une toxicité plus
faible que les rétinoides, ce qui les rend inténmeisgour le traitement de la leucémie, mais aussi d
cancers du sein ou de la prostate. Ainsi, lesitmstriches en polyphénols de grenade ont une
activité antiproliférative, anti-invasive, anti-eganoide, anti-angiogéne et proapoptose sur des
cellules cancéreuses de sein et de prostate. Wde éfalisée sur des promyélocytes humains de
leucémie (HL-60) montre que des extraits richedlaonoides, obtenus I'un a partir de jus de
grenade fermenté et l'autre a partir de péricarpegcenade, sont fortement promoteurs de
différenciation, alors que I'extrait de jus de gada frais a un effet plutét faible. Les extraits de
grenade ont aussi une action inhibitrice de laifémaition des cellules cancéreuses, les extraits de
jus fermenté et de peau de grenade étant pluseditKawaii et Lansky, 2004).

4.6.Toxicité des polyphénols de grenade :
Il a été dit que la punicalagine, le tanin ellagidwdrosoluble et le polyphénol antioxydant
tres abondant dans le jus de grenad2 ¢/l) étaient toxiques pour le bétail. Une étuddoac été
réalisée sur des rats Sprague-Dawley pour évalu¢oxicité potentielle de ce composé via un

régime enrichi en punicalagine a hauteur de 6 ¥him@idtré sur une période de 37 jours.
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La quantité d’aliments ingérés, I'index d’utilisati alimentaire et le taux de croissance sont
plus faibles chez les rats traités durant les Einmrs jours sans effet adverse significatif. Cela
pourrait étre di a la plus faible valeur nutritieda de la ration enrichie en punicalagine ainsaqu
sa moindre appétence. Aucune différence signifieatia été observée lors des analyses de sang,
sauf pour l'urée et les triglycérides qui sont éesh des valeurs faibles durant toute I'expérience.
L’analyse histopathologique du foie et des reinsoafirmé I'absence de toxicitéCerda et al.,
2003).

4.7 .Extrait de peau de grenade comme additif fonainnel :
De nombreux conservateurs sont ajoutés aux alimeotsme antioxydants ou agents

antimicrobiens.Les composés phénoliques sont copous posséder les deux propriét8sahidi
et Naczk, 2004).

De ce point de vue, I'extrait de grenade peut sefadditif fonctionnel avec l'action duelle,
servir d'antioxydant et entre-tempsexercer un edigibactérien. L'extrait de peau de grenade
aététrouvéefficace comme antioxydant dans le patgdelet en le protégeant contre la
ranciditéoxydante. L'industrie de viande pourréaiiser ces fruits ou sous-produits de fruit comme
une source potentielle des composés phénoliques deler immense valeur nutraceutique et qui

peut étre employée pour produire la viande foncigdle (Naveena etl., 2008).

Une étude a été effectuée Paveena etal. (2008)pour évaluer le potentiel antioxydant du
jus de grenade (JG), de l'extrait de poudre dei&Ex (EPE) et de butyl-hydroxy-toluene (BHT)
dans les patés cuits de viande de poulet pendatbddkage réfrigéré (en conditions aérobies a 4°C
pendant 15 jours).Les résultats obtenus ont maomtee les composés phénoliques de peau de
grenade inhibent de maniére significative I'oxyolatide lipides dans les patés aune étendue
beaucoup plus grande que JG et BHT (augmentatida meur en polyphénols totaux, réduction
des valeurs de TBARS sans affecter les attributsaeels). L’addition de JG ou 'EPE a un niveau
de 10 mg équivalent polyphénols/100 g de viandaitssuffisant pour protéger les patés de poulet
contre la rancidité oxydante pendant des périotieslpngues que I'antioxydant synthétique le plus

généralement utilisé comme le BHT.

Dans une autre étudBevatkal etal. (2010)ont évalué l'effet antioxydant des extraits des
sous-produits de fruit a savoir, la poudre d'écateekinnow (PEK), de la poudre d'écorce de
grenade (PEG) et de la poudre de graine de gref@6) dans les patés de viande de chévre
pendant le stockage réfrigéré (a 4°C pendant 113)ou
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Les petits patés traités ont montré une réducigmifeative de la valeur Hunter Lab L et de
la valeur de TBARS par rapport aux patés témoispbudre de peau de grenade a donné les

meilleurs résultats suivie de la poudre de gramgrénade (PGG) et la poudre d'écorce de kinnow.

Kanatt, Chander et Sharma (2010)ont montré que l'addition de I'extrait de peau de
grenade aux produits de viande de poulet a augni@rdarée de conservation a 2 a 3 semaines
pendant le stockage réfrigéré grace a une bonméat@cantimicrobienne contr&taphylococcus
aureus, Bacillus cereugt Pseudomonast une activité antioxydante efficace en inhibaat |

rancidité oxydative des produits de poulet.
- Probiotiques :

L'effet supplémentation de I'acide ellagique, deidle gallique, de I'extrait de graine de raisin,
de l'extrait de peau de grenade, et de I|"huileeesslle de menthe poivrée sur les propriétés
sensorielles et antioxydantes de la creme glacékiqtigue produite en utilisaritactobacillus
caseiShirota a été déterminé. En plus, la survieé. deaseidans la creme glacée et son interaction

avec les suppléments ont été également étudiées.

La supplémentation avec l'extrait de peau de greraadonné le meilleur résultat pour tous
les parametresElle a apporté la meilleure contribution a la teneurnafgue et a l'activité
antiradicalaire a la creme glacée avec un scorsosehacceptable. Les meilleurs comportements
bactériens : adaptation et survie élevées faibt@rdition du nombre bactérien ont été observés
dans la creme glacée supplémentée avec 'acidewalét I'extrait de peau de greng@agdic et
al., 2011).

L’addition de I'extrait sec de peau de grenades&0dans les jus de tomates et jus d'orange
avec les fraises a donné de bons résultats aveaugmeentation significative des polyphénolset

I'activité antioxydante avec une meilleure accaptatie jury de dégustatiq®algado etal., 2012).

- Alimentation animale :

Les déchets restants de la production de jus pe@menutilisés par exemple comme matiere
premiere pour l'extrait de peau de grenade. Laiquatde son utilisation comme source des
antioxydants en alimentation de bétail est dévaled@habtay etal. (2008)ont étudié I'effet de la
supplémentation diététique des veaux avec les piaiches de grenade et ont constaté qu’elles
favorisaient des augmentations significatives derise d'alimentation et de la concentratiornen

tocophérol dans le plasma, avec la tendance pegtivers le gain de poids accru des veaux.
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- Produit fongicide :
L’application de l'extrait de la peau de grenadenm® fongicide efficace, respectueux a

I'environnement contre les champignons pathogeasgtantes a été étudiée.

L’aérosolisation avec I'extrait de la peau de gdena confirmé son efficacité comme agent
d'aseptisation antifongique contenicillium digitatum La prévention et le contrdle des agrumes
récoltés envahis par la moisissure verte de cRaligitatum, in vivopnt été appliqués avec succes
en immergeant le fruit blessé dans des solutioBP@. Par conséquent, I'application de ce dernier
pour le contrble de ce champignon via I'hygiene sikes d'entreposage et de traitement du fruit

récolté a été recomman(iEayel etal., 2009).

- Substrat de fermentation :
Des études effectuées ont suggeéré que les résidfraiitt de grenade peuvent étre utilisés
comme substrat alternatif attrayant pour la pradadbiotechnologique de I'acide ellagiqgue comme

résultat de I'hydrolyse des ellagitanins.

L'importance de ce composé est due a ses propdétéses rapportées commefortes telles
que les capacités antioxydante, anti-inflammatoasti-tumorale, antimicrobienne, antivirale,

antiproliférative(Aguilera-Carbo et al., 2007).

Les peaux de grenade (Punica granatum) ont ét€téasges pour leurutilisation comme

source d'antioxydants, substrat et support de fetiation a I'état solide.

Aguilar et al. (2008)ont montréque le processus dela fermentation faregigarAspergillus
niger GH1 a conduit a une forte accumulation de I'acidegedlze, une diminution de la teneur en

sucres réducteurs et augmentation de la fractionatese de protéines 19 fois aprés 96 h de culture

Robledo et al. (2008) ont caractérisé deux souchesAspergillus niger(GH1 et PSH)
préalablement isolées a partir d'une région seidealu Mexique pour leur efficacité dans la
bioconversion. L’'activité de I'enzyme tanin acyliolase (TAH) n'a pas été clairement associée a
la production de [l'acide ellagique.L’'acide ellaggggui s’est accumulé dans les

cultures dA. NigerGH1 était remarquablement pur apres un procédé&aition simple.
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l. Extraction, dosage et évaluation de I'activité antixydante des polyphénols
1.1.Matériel végétal :

Les grenades_(Punicagranatum variété Sefri) ont été achetéesdu marché Idgalls les

fruits mars et intacts ont été sélectionnés potieadude.

Pour préparer la poudre de I'écorce (ou peau) deagie, les fruits sont d’abord lavés 2 fois
avec de I'eau distillée, les écorces sont enlem@auellement, puis séchés au soleil et pulvéridées

I'aide d’'un broyeur Moulinex pour les faire pasadravers un tamis de 1 nigbal et al., 2008).

1.2.Extraction des polyphénols de la poudre de peale grenade :

Les polyphénols ont été extraits de la poudre ayemal’un extracteur Soxhlet en utilisant les
solvants suivants : méthanol (polaire avec unetaaots diélectrique de 33); acétone (polaire avec
une constante diélectrique de 21) et acétate d&thpn polaire avec une constante diélectrique de

6). 8 h pour chacun afin d’extraire les différetyfses de composants antioxydants.

L'extrait obtenu a été ensuite filtré a l'aide dyipr filtre Whatman n°® 41 pour enlever les
particules de I'écorce puis concentré sous vidé &@& (Singh etal., 2001; Li etal., 2006 ;
Ardekani et al., 2011).

1.2.1. Calcul du rendement de I'extraction :

Le rendement en extrait sec exprimé en pourcergsigealculé d’apres la formule suivante :
R% = (PES / PE) * 100
* R% : Rendement en pourcentage

» PES : poids de I'extrait sec (Q)
*» PE : poids de I'échantillon (poudre) (Q).

1.3.Dosage des composés phénoliques :
1.3.1. Polyphénols totaux:

La teneur en polyphénols totaux de I'extrait ededéinée au moyen du réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est constitué d'un mélangacide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique qui est réduit, lors de I'oxydattdes phénols en mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue ypr@dossede une absorption maximale aux
environs de 750 nm. L'absorbance, par référenceneéd gamme étalon obtenue avec un acide
phénolique (acide gallique), permet de détermiaeguantité de polyphénols totaux présente dans

un extrait. Elle est exprimée en mg d’équivalem@gallique par g de matiére séche.
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Protocole expérimental :

Les polyphénols totaux ont été déterminés selandthode de Folin-Ciocalteu décrite fhar

et al.(2006):

1.3.2.

Dans un tube a essai, 0,5 ml de I'extrait méthaneli(10 mg d’extrait sec dans 100 ml du
méthanol) est ajouté a 2,5 ml de réactif de Folineélteu dilué dix fois.

Juste apres un moment variant entre 30 secon@asieiutes,2 ml de carbonate de sodium a
7.5% (75 g/L) sont additionnées.

Les tubes a essai sont maintenus a I'obscuritégmer80 min a température du laboratoire,
I'absorbance est mesurée a 760 nm.

Un blanc est préparé dans les mémes conditiongnaplacant I'extrait méthanolique par le

méthanol.

Les polyphénols totaux sont quantifiés a l'aidend’ucourbe d’étalonnage obtenue par
mesure des absorbances des concentrations cormgetutions étalons de I'acide gallique

(20-100 pg/ml dans le méthanol).

Les résultats sont exprimés en équivalent acideygalpar rapport a la matiére seche (mg
EAG/g MS).

Flavonoides :

Les flavonoides ont été déterminées selon la métdedrichlorure d’aluminium (AIG) de

Blasa etal.(2005)modifié parViuda-Martos et al. (2011).

1 ml de l'extrait méthanolique (10 mg de I'extragc dans 10 ml du méthanol) est ajouté
dans un tube a essai avec 4 ml d’eau distillée.

Au temps 0 (), 0,3 ml de sodium nitrite (NaNa 5% sont additionnés.

Apres 5 minutes, 0,3 ml de trichlorure d’aluminigi&iCl3) a 10% sont ajoutés.

A la 6™ minute, 2 ml de NaOH 1M sont ajoutés.

Le mélange est dilué avec 2,4 ml d’eau distilléer@voir un volume final de 10 ml.
L’absorbance est lue a 510 nm contre le blanc (améth.

Les flavonoides sont quantifiées a I'aide d’unerbewd’étalonnage obtenue par mesure des
absorbances des concentrations connues de soletaoss de la quercétine (20-100 pg/ml
dans le méthanol).

Les résultats sont exprimés en microgramme d'étpnva de quercétine par
milligrammed’extrait sec (mgEQ/q).
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1.3.3. Tanins hydrolysables :
Les anthocyanines ont été déterminées selon laoaettheVillis et Allen (1998) modifié par
Cam et Hisil (2010) :

» Dans un tube a essai, 1 ml de I'extrait dilué dis t 5ml de KIQa 2,5% sont mélangés et
vortexés pendant 10 secondes.

* Le temps de réaction optimal pour obtenir la val@aximale d'absorbance a été déterminé
de 2 minutes pour les extraits de peau de grertadie 4 minutes pour les solutions étalons
de l'acide tannique.

» L'absorbance du mélange de couleur rouge a éténdéée= a 550 nm contre le blanc (eau
distillée).

» Six concentrations différentes de solutions d'ataa@ique (500-2000 pg/ml) sont préparées
pour |'étalonnage

* Les résultats finaux sont exprimés en mg équivattatide tannique par g de matiere
seche(mg EAT/g MS).

Tous les dosages ont été réalisés en triplicat@p@itions pour toutes les concentrations).

1.4. Deétermination de I'activité antioxydante :
Dans le but d’évaluer I'activité antioxydante dexkrait de peau de grenade, 4 tests ont été
réalisés : pouvoir réducteur, pouvoir de piégeageradical DPPH, peroxydation de l'acide

linoléique et chélation de fer.

1.4.1. Pouvoir réducteur :
L’aptitude des phénols totaux a réduire le feridere Fe (1) en Fe (llI) est évaluée par la
méthode dDyaizu (1986).

Protocole expérimental :
= 0,125 ml de différentes concentrations de I'extnéthanolique(2, 5, 10, 20, 50, 100 pug/ml)
sont mixés avec 2,5 ml de tampon phosphate (0,2M 6,6) et 2,5 ml de hexacyanoferrate
de potassium [KFe(CN)}] a 1 %.

*» Le mélange est incubé a 50 °C pendant 20 min. A@:&sml de I'acide trichloroacétique
(TCA) a 10% (p/v) sont ajoutés, le mélange estrdagé a 3000 t/min pendant 10 min.
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» La phase supérieure de la solution (2,5 ml) estngéle avec 2,5 ml de 'eau distillée et
0,5ml de chlorure de fer (lll) (Feg}la 0,1 %.

»= L’absorbance est mesurée spectrophotométriqueni&ia am.

» Le blanc est préparé de la méme facon en rempldegamitait par le méthanol. L’acide
ascorbigue,a-Tocophérol et le BHT a différentes concentratiamnt utilisés comme
standard.

Une absorbance élevée indique un pouvoir reducbdanre. La concentration en extrait
fournissant 0.5 d'absorbance (EC50) ou la condamiraeffective a été calculée a partir du

graphique de l'absorbance a 700 nm contre la ctnatiem en extrai{Ferreira et al., 2007).

1.4.2. Pouvoir de piégeage du radical DPPH
Principe :

Le diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), un radicdiré stable, violet en solution et présentant
une absorbance caractéristique a 517 nm. Cettewodisparait rapidement lorsque le DPPH est
réduit en diphényle picryl-hydrazine par un compas#opriété antiradicalaire, entrainant ainsi une
décoloration (I'intensité de la coloration est irs@ment proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner detmns) (Sanchez-Moreno, 2002)On peut

résumer la réaction de la maniére suivante :
DPPH + (AH)n— DPPH-H +(A)n

Ou (AH)n représente un composé capable de cédaydmgene au radical DPPH (violet)
pour le transformer en diphényle picrylhydrazineu(je). Ceci permet de suivre la cinétique de

décoloration a 517 nm.

Protocole expérimental :

Le test utilisant le radical DPPH est réalisé eivami la méthode décrite p&ahin etal.
(2004).

25 ul de la solution méthanolique de I'extrait pbléque (reconstitué selon la concentration
voulue) et 0.975 ml de la solution méthanoliquéd@®®H (0.0024 g/100 ml méthanol) sont ajoutés
dans une cuvette aprés incubation pendant 30 nilabsbrbance a été mesuré a 517 nm contre le

méthanol.
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Les résultats obtenus pour chaque extrait testé somparés a ceux obtenus pour le
BHT,I'acide ascorbique etoFTocophérolpris comme antioxydant standard. L’activité amticalaire
(AA) est estimée selon la formule suivante :

AA% = [(Abs contrdle-Abs échantillon)/Abs contrélg x100
- Détermination de la concentration inhibitrice de 506 des radicaux (IC50)

Elle est définie comme étant la quantité ou la eatration d’antioxydants nécessaire pour

inhiber ou faire disparaitre 50% des radicaux. Effeobtenue a partir de I'’équation de la courbe de

I'activité antioxydante (%) en fonction de la contration de I'antioxydant.

1.4.3. Activité antioxydante totale dans le systéeme acidaoléique :

La méthode de thiocyanate ferriqgue (FTC) mesugubmtité de peroxydes produits a I'étape
initiale de I'émulsion d'acide linoléique pendalwicubation. Ici, le peroxyde réagit avec du
chlorure ferreux FeGl pour former le chlorure ferrique FeCtui réagit alternativement avec du
thiocyanate d'ammonium pour produire le thiocyarfateque, un pigment rougeatre.Une valeur
faible d'absorbance mesurée par lintermédiaireladenéthode de FTC indique une activité

antioxydante élevée€Kim et Kim, 2010).

Protocole expérimental :
La peroxydation de l'acide linoléique a été détewei selonla méthode de thiocyanate
ferrigue (FTC) décrite patou etal.(2004) :

= L'émulsion d'acide linoléique est préparée en ngéant 0.28 g d'acide linoléique, 0.28 g de
Tween 20 comme émulsifiant, et 50 ml de la soluteanpon phosphate (0.2 M, pH 7.0), et
alors le mélange est homogénéiseé.

= 0.5 ml de la solution (0.5 mg/ml) est mélangée5anal. de I'émulsion d'acide linoléique (0.2
M, pH 7.0) et 2 ml de la solution tampon phospltat2 M, pH 7.0).

= Le mélange réactionnel est incubé a 37 °C dansdiofié pour accélérer la peroxydation.
Les niveaux de peroxydation sont déterminés sedométhode de thiocyanate (0.1 ml,
30%),

= Un volume de 0.1 ml du mélange est ajouté a 5.@'@lhanol a 75%, 0.1 ml de thiocyanate
d'ammonium a 30% et 0.1 ml de chlorure ferreux 2@ dans HCI 3.5% et laissé a la
température ambiante.pendant3 mn précisément aatégion de chlorure ferreux au
mélange de la réaction, I'absorbance est lue &608 I'aided’un spectrophotometre.

» La méme procédure est appliquée aux standardsgnéis de comparaison) : BHT cet

Tocophérol.
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L'activité antioxydante exprimée comme le pourcgata'inhibition de la peroxydation

(IP%) est calculée selon la formule suivante :

IP% = [{1-(abs de I'échantillon) / (abs de témoin)x 100

1.4.4. Activité de chélation des métaux :
Principe :

L'activité de chélation de lion fer est donc, undicateur important de la capacité
antioxydante d'un composé. La méthode employébasste sur la formation d'un complexe coloré
de Fé'[IFerrozine qui absorbe au maximum & 562 nm. En peésd'un composé chélateur?Fe
n'‘est plus disponible pour former un complexe @locomme reflété par une diminution
d'absorbancfAtes etal., 2008).

Protocole expérimental :
La capacité de chélation du fer a été déterminéa $& méthode dPinis etal.(1994)

= Dans un tube a essai,1 ml de I'extrait méthanoligaacentrations 100, 200, 500 et 1000
ug/ml) est mélangé a 3.7 ml de méthanol et a 0.denbieCj 2 mM.

» La réaction est initiée par I'addition de 0.2 mfeleozine 5 mM.

* Le méthanol au lieu de la solution de I'extraitiggisé comme témoin.

= Apres 10 minutes d’incubation a température ambjdrbsorbance est mesurée a 562 nm
contre le blanc préparé dans les mémes conditiomereplacant la ferrozine (0.2 ml) par le
méthanol (b), et qui est employé pour la correcti@mreurs en raison de la couleur inégale
des solutions d’échantillons.

= Dans le but de comparer les résultats, I'EDTA aitiiéé comme standard de référence.

Une absorbance faible indique une activité de tioélale fer élevée.L'activité de chélation

de I'ion de fer est calculée comme suit

% CCIF=[{1-(abs de I'échantillon) / (abs de témoin) x 100]

» CCIF: Capacité de chélation de l'ion ferreux

Tous les dosages des différents tests de I'actwitidxydante ont été réalisés en triplicata (3

répétitions pour chaque concentration).
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Il. Test de la stabilité oxydative des huiles a I'étuveu test de Schaal
2.1.Choix des huiles :

Le choix des huiles pour I'essai a été basé suoora@position en acides gras polyinsatures.
L'huile de tournesol contient une teneur élevéa@de linoléique (18:2 n-6) et I'huile de soja est
riche en acide linolénique (18:3 n-3) en plus deide linoléique. Le test a I'étuve ou test de Stha
(Fennema, 1976&)st effectué pour évaluer l'effet des antioxydamstre I'oxydation des huiles

pendant le stockage acceéléré.

2.2.Préparations des concentrations :
Trois concentrations de I'extrait phénolique depé&au de grenade (250, 500, 1000 ppm)
(Igbal et al., 2008) et une concentration de I'antioxydant synthétiggdBHT qui est utilisé a sa
limite légale de 200 pprfDuh et Yen, 1997)ontajoutées a I'huile de tournesol et a I'huilsala

(huiles raffinées sans antioxydants CEVITAL) poxaminer leur activité antioxydante.

Un volume de I'extrait dissous dans le méthanolagstité aux huiles. Les échantillons sont
agités pendant 30 minutes a 50° C pour une dispershiforme Sultana et al., 2008). Un
échantillon témoin est préparé en ajoutant la mguoentité de méthanol utilisée pour dissoudre

I'antioxydant synthétique et I'extrait.

2.3.Test a I'étuve ou test de Schaal :
La température de 63 °C a été utilisée comme méthapide pour simuler les conditions
réelles de stockag®esbes eal., 2004).

Tous les échantillons (150 ml de chaque) ont &égsl dans une série de bouteilles en verre
transparentes ayant un volume de 250 ml, sans bousthstockés dans une étuve a la température
fixe du 63 C

Les échantillons témoins ont été également plaeés tbs mémes conditions de stockage.
Les analyses sont effectuées apres des intervafjesiers de 4 jours (96 h) pendant 20 jours.

2.4.Les analyses des huiles :
2.4.1. Détermination des diénes conjugués NF ISO 3656
Tous les corps gras naturels contenant au moinsfaipke quantité de I'acide linoléique,
I'oxydation d’'un corps gras conduit a la formatidhydroperoxyde linoléique, dieéne conjugué qui

absorbe au voisinage de 232 nm.

Plus I'extinction a 232 nm est forte, plus I'huést peroxydée.
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Protocole expérimental :

Dissoudre 100 mg d’huile dans 10 ml de cyclohexddiier 25 fois cette solution, et
mesurer sur la solution a 0.1 % obtenue I'absorda@an232 nm

Les dienes conjugués sont calculés a partir dealesorbance et exprimés comme coefficient

d’'extinctionE :

5 &

E. . =—=—
| cm (CLK:’)

= A,: Absorbance mesurée a 232 nm ;
= C_: Concentration de la solution lipidique ;

= |: 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 étre mequaé les méthodes titrimétriques
basées sur leur potentiel d'oxydation de l'iodlij&('iode (}) :
ROOH + 21+ 2H — ROH + b + H,0
qui est ensuite titré contre une solution standarthiosulfate de sodium :

Amidon
[, + N&S,03— Nav S, O + 2 Nal

Protocol expérimental :
L’indice de peroxyde est déterminé d’apres la mé¢hdécrite parZhang et.(2010) :

= 2 g d'huile sont dissous dans 30 ml de mélangee aidtique glacial : chloroforme (3:2,
v/v). Puis 1 ml d'une solution saturée de Kl esuég.

= Le mélange est secoué a la main pendant 1 mingteseite il est maintenu dans l'obscurité
pendant 5 minutes.

= Apres l'addition de 75 ml d'eau distillée, le mélarest titré contre le thiosulfate de sodium
(0.02 M) jusqu'a presque la disparition dela coujaune.

» Ensuite, 0.5 ml de solution d’empois d’amidon (1&$) additionné.

= Latitration continue jusqu'a la disparition dectaileur bleue.

= Un blanc est également analysé dans les condsemsblables.

L'indice de peroxyde (meg/kg) a été calculé sebfotrmule suivante :
IP=C x (V[ VK) x 12,69 x 78,8/m
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ou :
= C: estlaconcentration du thiosulfate de sodium;(m
= V etVi: sontle volume (ml) de thiosulfate de sodiumig@yar I'échantillon et blanc,
respectivement;

* m: estla 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) medarteneur des aldéhydes (principalement
2-alkenals et 2,4-alkadienals) produits générésigmenla décomposition des hydroperoxydes. Elle
est basée sur la coloration du p-methoxyanilineisi@ne) et les composés aldéhydiques
(Doleschall etal., 2002).

La réaction du réactif dp-anisidine avec les aldéhydes sous des conditicidesdonne

des produits jaunatres qui absorbent a 350 nmréigg)(Shahidi et Zhong, 2005).

Plus l'absorbance est grande plus sera grandentemvation des aldéhydes, et plus sera

faible la stabilité oxydante d'hui{@nwar et al.,2004).

E:l} l(I:)H /@/ NH,
Cc._ .C +
N
HO ¢° 'H CH,O

H
Malonaldehyde p-Methoxyaniline
(enolic form) (p-anisidine)

H
e

NH,
CH.0" :
/@/ N NS NH \@\
CH,0 OCH;4

Figure 15 :Réactions possibles entre le réactif de p-anisieiine malonaldéhyde

N7 N 0H
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Protocole expérimental :

2 g d'huile sont mélangés avec 25 ml de n-hexaabsbrbance Ade la solution est mesurée
contre le n-hexane. Dans une manipulation séparée,de la solution d'échantillon sont mélangés
avec 1 ml de p-anisidine (2,5 g/L) préparé damsdéaacétique glacial. Un blanc est préparé avec 5
ml de n-hexane. L’échantillon et le blanc sont rtexins dans I'obscurité a température ambiante

pendant 10 min et I'absorbancgde I'échantillon est mesurée contre le blanc.
La valeur de p-anisidine est calculée selon la ibersuivante :
VPA= 25 (1,2A — A))/M

= M : masse de I'huile
= A;: Absorbance de la solution avant réaction avecdetifép-anisidine
= A,: Absorbance de la solution apres réaction aveédetifp-anisidine

2.4.4. Dosage des acides gras par chromatographie en phage (CPG)

La teneur en acide gras totaux a été réalisée atayres stockage (étuvage) a 63°C durant
20 jours par chromatographie en phase gaz (CP@)jettion en CPG d’'un corps gras est précédée
d’'une méthylation des acides gras, présents sonwefiibre ou estérifiée dans le mélange, afin de

les rendre plus volatils.

Principe :

Le corps gras est estérifié en présence de métHasasters méthyliques d’acides gras sont
séparés sur une colonne polaire en fonction depeigls moléculaire. La surface correspondant a
chacun d’eux est calculée et rapportée a la suttaate des différents acides gras pour obtenir un

pourcentage.

Protocole expérimental :

La méthylation a été faite selon la méthode dégraePatumi et al. (2003) C’est une
méthode simple, rapide et ne demande qu’une ppidatité de matiére grasse. Elle fait appel a un
traitement par I'’hydroxyde de potassium (KOH) métiieue 2 M et de I'hexane.

» 0.3 g d’huile est ajouté a 4 ml d’hexane et 408e la solution KOH méthanolique 2M.

= Agiter vigoureusement pendant une minute et laidéeanter.

» La phase hexanique contenant les acides gras réstledt séparée puis analysée par
chromatographie phase gaz (CPG), selon les conditipératoires suivantes :
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Conditions opératoires pour les esters méthyliqueses huiles

alimentaires
Chromatographe Chrompack CP 9002
Détecteur FID
Injecteur SPLIT 1/100
Colonne capillaire DB 23
Longueur 30m
Diametre intérieur 0.32 mm
Epaisseur 0.2bm
Gaz vecteur Azote
Température de I'injecteur 250°C
Température de détecteur 250°C
Température du Four 190°C
Quantité injectée 0.zl
Vitesse du papier 0.5 cm/min
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[l. Evaluation de I'activité antimicrobienne :
3.1.Etude de I'effet inhibiteur (analyse qualitatie) :

La méthode utilisée pour cette analyse est cella dédfusion sur milieu gélosé ou technique
de l'aromatogramme qui permet de déterminer laib#its des germes aux extraits végeétaux
étudiés.

C’est une technigue microbiologique récente et lias putilisée par les laboratoires de
diagnostic. Elle est validée par le laboratoirenderobiologie de CRD-SAIDAL. Son principe est

tiré du titrage des antibiotiquéBharmacopée Européenne, 2002)

Principe :

La méthode des aromatogrammes consiste a déposhsque stérile en cellulose de 9 mm
de diamétre imprégné de la solution méthanoliquextdiit, sur la surface d'une geélose
préalablement coulée dans une boite de Pétri etrearecée avec le micro-organisme a tester. Aprés
incubation, la lecture des résultats se fait pam&sure du diameétre (en mm) de la zone claire
indemne de colonies autour du disque absorbangléppHalo ou zone d’inhibition

3.1.1. Souches microbiennes testées :
Afin d’évaluer l'activité antimicrobienne de I'exsit, 7 souches microbiennes de références
ATCC (American Type Culture Collection) issues @e dollection du CRD-SAIDAL ont été
testées. La liste des souches microbiennes estaneéé dans le tableau 6.

Tableau 6: Liste et caractéristiques des souches microbietestSes

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 I'inoculum :

A partir de jeunes cultures (18h a 24h pour lesdvass et 48h pour les levures), réaliser des
suspensions microbiennes qu’on dépose dans 9mi glegsiologique stérile puis agiter au
vortex.

Réaliser une premiere lecture de la concentratien lal suspension a l'aide d'un
spectrophotometre a une longueur d’'onde de 620 mes&gmant la transmittance entre 22
et 32% (0.2 a 0.3) pour les bactéries sauf [@aphylococcus aureugii doit étre comprise
entre 30 et 40% (0.3 a 0.4) et entre 2 et 3% pesirldvures, ce qui correspond a une
concentration de IG 1¢ germes/ml.

Les valeurs comprises dans les intervalles citéslessous correspondent a une
concentration optimale de 16 1 germes/ml, si une des valeurs trouvées a la premié
lecture n’est pas comprise dans lintervalle, edlst ajustée en ajoutant de l'eau
physiologique si elle est supérieure a la valeuximale ou en ajoutant des colonies si elle
est inférieure a la valeur minimale. A chaque foise nouvelle lecture de la transmitance
est réalisée jusqu’a I'ajustement de la susperminnvaleurs désirées. L'inoculum doit étre

utilisé dans les 15 min qui suivent sa préparation.

Préparation de la premiéere couche du milieu de culire :

Faire fondre les milieux Mueller-Hinton pour lesctaies et Sabouraud pour les levures
dans un bain marie réglé a 95°C.

Verser aseptiquement une premiere couche des didiexpnrdans des boites de Pétri de 90
mm de diameétre a raison de 15 ml par boite avépeétitions par souche.

Laisser refroidir et solidifier sur paillasse.

Préparation de deuxieme couche du milieu :

Faire fondre les deux milieux MH et SAB.

Laisser refroidir jusqu’a une température de 45°C.

Mettre dans des flacons de 50 ml le milieu corragipat pour chacune des souches.
Ensemencer les milieux avec 200 pl de la suspemsiombienne.

Agiter manuellement puis transvaser rapidement 4lenthaque milieu ensemencé sur la
surface de la premiere couche en faisant pivotdsoite sur elle-méme pour avoir une
surface uniforme.

Laisser solidifier sur la paillasse.
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d. Dépbt des disques :

= Prélever un disque de cellulose stérile a I'aideand’pince stéril

= A l'aide d’une micropipette, imbiber avec la sotutid’extrait (30 pl) a tester en mettant
contact seulement le bout des disques, et-ci va étre absorbée progsivement jusqu’a
imprégnation totale de tout le disg

» Les disques en papier sont laissés pendant 3 reipoter que le méthanol s'évapore a\
de les placer dans les boites inocul(Hayrapetyan etal., 2012).

= Déposer les disees sur la surface degélose (figure 16).

= Laisser diffuser pendant 30 r

* Incuber a 37°C pendant 24h pour les bactérie2bt@ pendant 48h pour les levu

Digrite de péin

Enzemencement de la séloze

et mappre par Tl de Finocishen Géloze Muocller Hinboa

Depal asepliue d'un disgue
mmbibe de Fhoile essentielle

2 zone diinhibition

Crois=mice nicralenne

Figure 16: lllustration de la méthode d'aromatogran

e. Lecture des résultats
La lecture se fait par la mesure diameétres des zones d’inhibition pour chacune deslees
a l'aide d’'une régle a coulis:
*= Présence de zone claire autour du di : présence d’activité inhibitric

= Absence de zone claire autour du dis : absence d’activité inhibitric
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3.2.Etude quantitative de I'effet antimicrobien
Cette étude est réalisée dans le but de déterf@aeroncentrations minimales inhibitrices
(CMI) et les concentrations minimales bactéricig€dIB) 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 miéé comme la derniere ou la plus basse
concentration d’'un agent antimicrobien qui peut ibeh visiblement la croissance d’un

microorganisme apres 24 h d’incubation pour lesérges et 48 h pour les levures.
La CMI est déterminée selon la méthode de diludians un milieu gélosé (Muller-Hinton).

Protocoleexpérimental :
a. Préparation de l'inoculum :
A partir de jeunes cultures (18h a 24h pour legévas et 48h pour les levures), on réalise
des suspensions de®Igermes/ml (dilution 19, & partir de cette suspension on prépare une géri

dilutions allant de 164 10*

b. Préparation de la gamme de dilutions de la soluttométhanolique de I'extrait testé :

» Liquéfaction de 200 ml du milieu MH & 95°C danshain marie ; en lui additionnant 1 ml
de tween 80, puis on le laisse 10 min dans I'éaul8&°C.

= Préparer une série de dilution de l'extrait alldet2 jusqu'a 0,03% , en diluant 1ml de
I'extrait méthanolique (concentrations 25, 50 ed X9g/ml) dans 50 ml de milieu dans un
premier flacon ce qui donne une dilution de 2%.

= Verser la moitié du . flacon dans un®*flacon et ajuster avec 25 ml de milieu pour la
dilution 1%.

* Procéder de la méme maniére jusqu’a I'obtentioladierniére dilution de 0,03%.

= Verser chaque dilution dans la boite de Pétmisser solidifier.
c. Ensemencement des boites :

= Diviser la boite de Pétri en deux et déposer lagjudis correspondant a chaque souche
bactérienne dans la premiere moitié de la boite

= Ensemencer les boites par spotage a l'aide d'ureonseringue a raison de 2-3 pl des
suspensions microbiennes dé' g@rmes/ml dans le disque et dans le milieu denfacoe

que les deux spots soient opposes.
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3.2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricde (CMB) :
Aprés repérage des disques ou aucune croissantéribace n'est présente lors de la

détermination de la CMI, ces disques seront usildens la détermination de la CMB.

Cette partie consiste a déterminer la plus faibd@centration de I'extrait ou aucune

subcroissance microbienne n’est visible aprés stsewdans un milieu indemne de I'extrait.

Protocole expérimental :

= Liquéfier le milieu MH a 95°C dans un bain marie

= Couler les boites de pétri et laisser solidifier

= Avec une pince stérile, on préléeve aseptiguemest désques correspondants aux
concentrations de I'extrait ou aucune croissanestrobservée pour chaque souche lors de
la détermination de la CMI.

= On replace les disques dans les boites de pédrpdéparée

* Incuber a 37°C pendant 24h.

Lecture des résultats :
La lecture se fait a I'eeil nue, la CMB sera la aicune subcroissance d’'une souche donnée

n'est constatée apres subculture.

Le rapport CMB/CMI permet de déterminer les pouvdiactéricides et bactériostatiques des
extraits végétaux. Lorsque ce rapport est supédaedr I'extrait a un pouvoir bactériostatique, et

bactéricide quand ce rapport est inférieur ou agaDramane etal., 2010).

IV.  Analyses statistiques des données
Les résultats obtenus lors de I'évaluation deiViéetantioxydante des extraits phénoliques, et
lors du test de la stabilité oxydative des huilegli&es ont fait I'objet d'une analyse statistigue
I'aide du logiciel IBM SPSS Statistics version 19.0

»= Analyse de la variance a intervalle de confianc®%186 (ANOVA), dans le but de donner
une signification statistique aux résultats trouves

» Test de Student pour échantillons appariés.
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Résultats et discussion

I.  Rendement, teneur et activité antioxydante des compés phénoliques de I'extrait sec
1.1.Rendement en extrait sec :
La polarité d'un solvant en dehors du moment dipmlda polarisabilité et la liaison

d'hydrogene déterminent quel type de composésapabte de dissoud(§/ang etal., 2011).

Les antioxydants a base de plantes sont extragshagieres premieres ou des déchets de
l'industrie alimentaire par les solvants organiquels que le méthanol, l'acétone et I'éther
diéthyliqgue. Le méthanol est un extracteur efficao@ir une large gamme de polyphénols, donc
c'est un solvant fréquemment utilisé a I'échellelal@oratoire et a I'échelle industrielle. Il est

facilement accessible et a bon mar(hang etal., 2004).

Les polyphénols de la peau de grenade sont expaitsipalement par le méthanol ou des
combinaisons de méthanol et autres solvants orgesigar les techniques classiques d'extraction
(Cam et Hisil, 2010).

Singh etal. (2002)ont extrait les antioxydants a partir de la peadedia pulpe de grenade en
utilisant du méthanol, de l'acétone ou de I'eaonétconstaté que le méthanol a donné le meilleur

rendement.

Igbal et al. (2008)ont observé que le rendement le plus élevé esholaeec le méthanol
suivi de I'éthanol, de I'acétone, du chloroformee|'dcétate d’éthyle et de I'eau, respectivemess. C
résultats ont confirmé ceux obtenus précédemmariigpal et al (2005) qui ont rapporté que le

méthanol est habituellement recommandé pour l'etitrades composeés antioxydants.

Li et al. (2006) ; Aderkani et al. (2011) considerent qu'une combinaison de différents
solvants peut étre plus efficace pour extrairealesoxydants parce que les antioxydants peuvent

différer par leur solubilité dans les différent$vemts.

Tableau 7 Rendement et teneur en composés phénoliques

Rendement (%) Polyphénols totauX ~ Flavonoide$ Tanins hydrolysabled
EPG 46 448,4 + 5,68 30,37+0,4 374,92 +5,44

. pourcentage en matiére séche

: mg/g équivalent acide gallique (EAG)
: mg/g équivalent quercétine (EQ)

: mg/g équivalent acide tannique (EAT)

o0 TY

L’extraction des polyphénols de grenade par diffeyesolvants (méthanol, acétone et acétate
d’éthyle) a donné un rendement de 46% de matierbes€Comparativement a certaines études
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(tableau 8), ce mode d’extraction apparait trésate dans I'extraction des antioxydants de la peau

de grenade.

Tableau 8 :Rendement en extrait sec de peau de grenade r@maortertains auteurs

Auteur Solvant Rendement (% MS)

Okonogi etal. (2007) Ethanol & 95 % 6.21%

Sultana etal. (2008) Méthanol 80 % 29.9%

Igbal 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 playaes des rendements élevés en extraits
contiennent une forte teneur en composés phéngliduehtinen et Laakso, 1998 ; Borneley et
Peyrat-Maillard, 2000).

Li et al. (2006)ont trouvé que I'activité antioxydante (mesurée lpaest FRAP) de I'extrait
de peau de grenade obtenu au moyen d'un mélamgeoseé de méthanol, éthanol, acétone et eau,
était sensiblement plus élevée que celle des extrhtenus en utilisant différents solvants, a savo

le méthanol, I'éthanol ou l'acétone.

1.2.Teneur en composés phénoliques (polyphénols dok, flavonoides et tanins

hydrolysables)
Polyphénols totaux
e 1.2 y =0,011x - 0,050
s 1 S R2 = 0,998
10 /
R 0,8
S /
© 0,6
c ® Absorbance
S04 L
5 ——Linéaire (Absorbance)
20,2
<
O T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Concentraction pg/ml

Figure 17 :Courbe d’étalonnage de I'acide gallique pour leag@sdes polyphénols totaux
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Figure 18 :Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dodagdlavonoides
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Figure 19 :Courbe d’étalonnage de 'acide tannique pour ledesles tanins hydrolysables

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides péwesnir comme indicateurs importants de

la capacité antioxydante et étre utilisés comme s#lection préliminaire pour n'importe quel

produit quand il est destiné comme source natudeleantioxydants dans les aliments fonctionnels

(Viuda-Martos et al., 2011).

Les résultats des analyses quantitatives par gpdcttometre UV-visible de I'extrait des

ecorces de fruit de Punica granatum étudiées sonsignés dans le tableau 7. Dans cette

composition, nous constatons que les écorces samtitativement riches en composés phénoliques

(polyphénols, flavonoides et tanins hydrolysables).
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Figure 20 :Composition de I'extrait de peau de grenade en csegpphénoligu

Ces reésultats nous indiquent que I'extrait de peadengrenade étudié est majoritairen
constituéde polyphénols totaux (448,4 mg/g EAG) et de tahiydrolysables (374,92 mg/g EAT
Sa composition en flavonoides est relativementdd®0,37 mg/g EQ

Ces résultats sont similaires a ceux rapportésTehranifar et al. (2011) qui ont trouvé
423.5 mg/gEAG de polyphénols totaux pour I'extrait méthanoéglela peau de grenac

Li et al. (2006)ont rapporté que les flavonoides représentent meumeune petite partie d
polyphénols présents dans I'extrait d’écorces @maple. Il a été rapfté que I'extrait de grenac

estriche en ellagitanins qui sont des tanins hydrdiless(Seeramet al.,2005)

Sudheeshet Vijayalakshmi (1999 ont observé que les flavonoides des fruits de R
granatum L. sont efficaces dans la réduction gedds de sérum et des tissus. Ces mémes a
ont remarqué quées fractions riches en flavonoides obtenues arpdet I'extrait des fruits d
Puni@ granatum, administrées oralement aux rats ada de 10 mg/kg/jours, ont montré un e
antiperoxidatif potentiel. Les concentrations ddandialdehyde, des hydroperoxydes et des di
conjugués ont été sensiblement diminuées dansdedndis qu les activités enzymatigs de la
catalase, de la superalgy dismutase (SOD), de la glutathion peroxydaseeeta glutathior
réductase ont montré une augmentation significaties concentrations du glutathion dans

tissus ont augmenté égalem(Sudheesh et Vijayalakshmi., 2005).

Le contenu phénolique et flavonoide dépend duwaultimilieu de culture, climat, maturit

pratiques culturales et les conditions de stockPoyrazoglu etal.,2002). Ces composés sont
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connus pour leurs propriétés de piégeage des tediitaes et pour inhiber I'oxydation des lipides
in vitro(Noda etal., 2002).

Le groupe de tanins hydrolysables est trouvé dapgdu (la cosse, I'écorce ou le péricarpe),
les membranes et les moelles du f(#itlkarni et al.,2004).Ce groupe contient les isomeres de
punicalagine, en plus de l'acide ellagique, I'agdkagique, et la punicalingui est responsable de
92% de l'activité antioxydante du fruit ent{&il et al., 2000).

Les tanins sont connus pour empécher la peroxydates lipides et les lipoxygénases
vitro, et l'information a été accumulée au cours dedeesieres années démontrant leur capacité de
piéger les radicaux tels que I'hydroxyle, le supgd®, et le peroxyl, qui sont connus pour étre

importants dans les états pro-oxydants celluld®Bsmfi et Aniya, 2002).

Les tanins ne fonctionnent pas seulement en talantipxydants primaires (c.-a-d., ils
donnent un atome d’hydrogéne ou des électrondprilsionnent également comme antioxydants
secondaires. Les tanins ont la capacité de ché&aterons métalliques tels que Fe(ll) et d'intenfér
une des étapes réactionnelles dans la réactioned®ri et de retarder de ce fait I'oxydation.
L'inhibition de la peroxydation des lipides par deenstituants de tanins peut agir par
I'intermédiaire de l'inhibition du cyclooxygénggenarowicz, 2007).

Les polyphénols polymériques sont des antioxydaits efficaces que les composés
phénoligues monomériques simplesiagerman et al. (1998) ont démontré que les capacités
antioxydantes des tanins condensés et hydrolysabsegprimer les radicaux peroxyles sont plus
élevées que les celles des phénols simples.

1.3.Activité antioxydante :
Les antioxydants naturels sont considérés comméfamdtionnels et d'intérét élevé comme
solutions alternatives aux antioxydants synthésgpeur prévenir l'oxydation dans les systemes
alimentaires complexdg$Vang etal., 2009).

Par définition, l'activité antioxydante est la ceipa d'un composé a inhiber la dégradation

oxydante, par exemple la peroxydation des lip{@Resginsky et Lissi, 2005).

Leur activité dépend de divers parametres tels lgumultiplicité et I'hétérogénéité de la
matrice, les conditions expérimentales et prineipant du mécanisme de réaction. Il est connu
maintenant que les propriétés antioxydantes deaitsxtle plantes ne peuvent pas étre évaluées par

une seule méthode due a la nature complexe des oseémpphytochimiques. Une analyse

ENSA 2012Pages8



Résultats et discussion

antioxydante compléete des extraits de plantes damrpliquer plusieurs études d'activi{&ioti et
al., 2009).

1.3.1. Pouvoir de piégeage du radical DPPH :

L'utilisation d'un testin vitro, comme le test DPPH, pour évaluer préliminairembsast
propriétés qui devraient se produire a l'intériges systemes biologiques, est soutenue par les
résultats obtenus a partir des études antériéBeratto et al., 2003; Heimler etal., 2006).Selon
ces études, la capacité de piégeage des compasses ¢entre le radical DPPH suit une tendance
qui reflete celle de l'activité antioxydante congeradical superoxyde (9, le radical hydroxyle
(OH°®), la capacité inhibitrice contre |'oxydatioresd lipoprotéines basse densité (LDL) induite
chimiquement, ce test peut étreutilisé comme syst@wdele biologiguement approgR®mani et
al.,2012).

La comparaison entre les valeurssg€t I'activité antioxydante exprimées comme la caga
antioxydante eéquivalente trolox (TEAC : trolox eeplent antioxidant capacity), le pouvoir
réducteur ferriqgue du plasma (FRAP : ferric redgability of plasma) et la capacité d'absorbance
du radicaloxygene (ORAC : oxygen radical absorbaragecity), prouve que la méthode de DPPH
refléte les résultats obtenus avec les differesgpesoches experimental@@omani etal.,2012).

Le test de DPPH, qui mesure la capacité des compos@ansférer les atomes H labiles aux
radicaux, est la méthode la plus commune pour lliétian de l'activité antioxydantéBrand-
Williams et al.,1995).

Le DPPH est un radical libre organique trés staleleouleur violette foncée qui donne des
maximums d'absorption autour de 515-528 nm. Loradeeptation d’un proton de n'importe quel
donneur d'hydrogéne, principalement les composésqgigues, il perd son chromophore et devient

jaune.

Comme la concentration en composés phénoliqueswudegré d'hydroxylation augmente,
leur activité de piégeage du radical DPPH augmégtement, et ceci peut étre définie comme

I'activité antioxydantdSanchez-Moreno etl.,1999).

Les résultats de I'activité de piégeage du radidPH sont mentionnés dans le tableau 16.
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Tableau 9 :Pourcentage d'inhibition du radicaPPH par les différents composantioxydants

Concentration (pg/mL) EPG BHT a-tocophéro  Ac. ascorbique
27,1¢ £0,24 9,37+ 0,00 14,73+ 0,3¢ 34,87+ 0,18
5 44,28+ 1,13 18,32+ 1,5 35,21+ 1,9¢ 85,1¢+ 0,55
10 82,21+ 1,36 29,50 £ 1,57 70,0t £ 1,2¢ 95,22+ 0,06
20 89,01+ 0,48 48,6¢ £ 0,70 92,7¢+ 0,0¢ 95,27+ 0,01
50 90,82+ 0,17 74,3¢+ 2,26 93,21+ 0,1¢ 95,32+ 0,07
100 92,1<+ 008 89,3t+ 0,62 93,9¢+ 0,2t 95,32+ 0,02

La figure 21décrit le pouvoir de piégeage du radical DPPHonctior de la concentration.

Test DPPH

EEPC mBHT ®oa-tocophérol mA. ascorbique

100 -

80 -

60 -

% d'inhibition

40 -

20

2 5 10 20 50 100

Concentration (pg/mL)
Figure 21 Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonetite la concentratic

Il ressort de ces résultats que pouvoir de piégeage du radical DPPH est

significativement dépendant de la concentratior)(p801)

L’extrait de peau de grenade montre une augmentagotement significative du pouvoir
piégeage jusqu’a la concentration 20 pg/mL (89,0@%, (,0001) puis a-dela une augmentation
peu significative (50 pg/mlp< 0,05) ou non significative (100 pg/mL>®,05) est remarquée.

Negi et Jayaprakasha (2003ont rapporté une forte augmentation de |'activitépttgeag
des radicaux (DPPH) avdtaugmentation de la concentration des extraits @ uke grenad
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jusqu'a 25 ppm aprés cela une légére augmentatidraativité de piégeage des radicaux a été

observée.

L’acide ascorbique montre le pouvoir de piégeag#us élevé parmi les autres antioxydants,

qui méme a faible concentration (10 pg/mL), il mhicompletement le radical stable DPPH (95%).

Contrairement au BHT qui montre le pouvoir de paggele plus faible 89,35 % d’inhibition
méme a 100 pg/mL. Celui-ci suit une tendance Itigaigue.

Quant a l'autre antioxydant naturebdtocophérol,celui-ci se caractérise également par u
pouvoir de piégeage élevé. Il montre des pourcestaljnhibition du radical DPPH inférieurs a
ceux de I'extrait aux concentrations inférieure20apg/mL. Cependant, il exerce une meilleure
activité antioxydante que celle de I'extrait ptas concentrations 20, 50 et 100 ppm, ou il montre
une augmentation plus importante que celle derbétxtle la concentration 10 a 20 pg/mL (70 a
93,21% contre 82,21 & 89% pour I'EPG).

Les pourcentages supérieurs a 90 % peuvent étrsidénds comme une inhibition de
I'absorption compléte du DPPH, parce qu'aprés daeominé la réaction, la solution finale posséde
toujours une couleur jaunatre et, par conséquémibjlition de l'absorption a l'incolore ne peut
atteindre & 100 % par rapport a la solution de aré&h L'absorption résiduelle permanente a
comme conséquence jusqu'a 7% d'inhibition d'abisorpbdtale(Miliauskas etal., 2004).

Les résultats obtenus sont en accord avec ceuxonaégp par Singh, Murthy et
Jayaprakasha (2002)qui ont trouvé qu’'a 50 ppm, les polyphénols exdrdi¢ la peau de grenade
par l'acétate d’éthyle, le méthanol, et I'eau maietit une activité de piégeage de radical libre
DPPH de 46, de 81, et de 43%, respectivement.

Dans une autre étudgahin et al. (2010) ont trouvé gu’a 80 pg/mL, I'extraction séquenéel
des polyphénols de peau de grenade a donné desitéapdinhibition I'absorption de radical
DPPH : 90.53%, 86.4% et 83.2% pour les fractions ndéthanol, d’acétone et d'éthanol

respectivement.

La teneur élevée en composés phénoliques conteamgel'@xtrait de peau de grenade peut
expliquer sa forte activité antioxydante. Dansitegestigations sur les activités antioxydantes de
certains extraits de peau de fruit y compris langde et la banane, la peau de grenade a montré

I'activité de piégeage du radical DPPH la plus é&®Okonogi etal., 2007).
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Wang et al. (2011) ont étudié les corrélations entre l'activité axjaante et la teneur en
composés phénoliques, en proanthocyanidines efagonbides de la peau de grenade et les
résultats obtenus indiquent une forte corrélatioineele DPPH et les composés phénoliques totaux
(R = 0.98), mais aucune corrélation n'a existé aescproanthocyanidines {R= 0.01) et les
flavonoides (B= 0.05).

L'activité antioxydante des extraits de peau deaypte pourrait étre attribuée a la présence des

polyphénols, comme les tanins ellagiques, I'acitigEue et I'acide galliquéGil et al., 2000).

Il a été signalé que les composés antioxydantsvéowlans I'extrait de peau de fruit de
grenade sont les composés phénoliques : I'acidgigile et le flavonol aussi bien que la quercétine
et le keempférolLansky et Newman, 2007).

Abdel Motaal et Shaker (2011)ont montré une corrélation directe entre la tereguacide
ellagique des extraits de grenade (écorce, pulfraieentier) et ses capacités de piéger les sadic

libres mesurées avec le test DPPH.
Ainsi, ces résultats suggerent que les antioxydaatsrels inhibent mieux le radical DPPH
gue I'antioxydant synthétique BHT. Ceci est soutpaules valeurs de I'l§,

Une valeur plus faible d'g (définie comme la concentration du composé capdinddiber
50% de tous les radicaux de DPPH) indique une igetantioxydante plus élevé@hang et al.,
2010).

Les concentrations inhibitrices d€des difféerents antioxydants sont représentées bans
tableau 10 :

Tableau 10 :La concentration inhibitrice Kg (Lg/mL) du radical DPPH

EPG BHT a-Tocophérol A. ascorbique
ICs0 (Ug/mL) 5,49 + 0,039 28,15 £ 0,767 7,113 £ 0,166 2,903002,

L’extrait montre une 16 (5,49 pug/mL) plus faible que le BHT (28,15 pg/mL) le-
Tocophérol (7,113 pug/mL) ce qui signifie un pouvde piégeage du radical DPPH plus élevé.
Cependant, son pouvoir de piégeage est inférieafua de I'acide ascorbique di a sonl@,903

pg/mL).
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Ces résultats sont en accord aveux obtenus pakanatt et al. (2010) qui ont trouvé que
I'IC 5o (de radical DPPH) du BHT était 4 fois plus élevée gelle de I'extrait de la peau

grenade.

Des résultats similaires rapportés Okongi et al. (2007)qui ont trouvi que parmi les huit
(8) peaux de fruiétudiées, la peau de grenacmontréle pouvoir de piégeage le plus élevésg le
plus faible).

Kulkarni et al (2004)rapportent une IC50 de 8, ug/ml pour des extraits méthanoliques
écorces de grenade. Cette forte actiantioxydante est liée a la forte concentration @mpmosé:
phénoliques.

Concentration inhibitrice

28,15
30

25
20

15 1 = |C50
10 - 7,11

5,4¢
5 ' 2,90
-

O T T T 1
EPG BHT o-Toco A. Ascorb

Figure 22 :Concentration inhibitrice Iso du radical DPPH des différents composés antioxy

Tous les antioxydants montrent une différence Baative (P[] 0,05).L’activité de piégeage

du radical DPPH de I'extrait phénolique et des ddads suit I'ordre suiva :
Acide ascorbique > EPCGa-Tocophérol>> BHT

Les résultats de test de piégeage du radical DFfEH® suggerent que les composants q!
trouvent dans l'extrait sonapables de piéger les radicaux libres par l'intdraie de mécanisme
de donation d'électrons ou d'’hydrogéene et poudiait étre en mesure d'empécher linitiation
réactions en chaine des radicaux libres déléténesites dans les matrices senes comme les
membranes biologiques. Ceci montre également lacit#pdes extraits a piéger les différe
radicaux libres dans les différents systemes, ceimpgique qu'ils peuvent étre des age
thérapeutiques utiles pour le traitement des donesiaghologiques liés aux radicai(Abdelazim
etal., 2011).
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Ceci peut étre bénéfigue dans la conservation dedujis alimentaires, des formulations
médicamenteuses et des produits cosmétiques, atdetons en chaine de radicaux libres ont
comme conséquence l'oxydation des lipides et l@ridéation ultérieure des produif®astmalchi
etal., 2008).

1.3.2. Le pouvoir réducteur :
Le pouvoir réducteur d’'un composé sert d'indicasgnificatif de son activité antioxydante
potentielle(Deepa etal., 2009 ; Kanatt etal., 2010 ; Zheng e#l., 2011).

Le pouvoir réducteur B&Feé”* d'un composé est utilisé pour déterminer la cépades
antioxydants a donner I'électron et il est l'unes @aractéristiques principales des composés
phénoliguegDorman etal., 2003).

Les résultats du pouvoir réducteur exprimeés enrbbsoes sont indiqués dans le tableau 11 :

Tableau 11 Pouvoir réducteur des différents antioxydants gesté

Concentration Extrait BHT a-tocophérol Ac. ascorbique
2 0,022+ 0,003 0,043+ 0,003 0,01+ 0,00 0,075+ 0,004
5 0,08<+ 0,003 0,14C + 0,005 0,03t + 0,001 0,21% + 0,005
10 0,19t + 0,005 0,252 + 0,004 0,09( + 0,002 0,43<+ 0,009
20 0,40¢% £ 0,005 0,40¢ £ 0,001 0,19¢ + 0,005 0,93+ 0,012
50 0,9¢ + 0,0100 0,877+ 0,006 0,517+ 0,002 2,35:+ 0,021
100 1,92+ 0,001 1,33¢+ 0,009 0,997+ 0,015 3,332+ 0,006

La figure 23 montre I'évolution du pouvoir réduatales différents antioxydants en fonction

de la concentration. Il est observé que la conagalr a un effet hautement significatif sur le

pouvoir réducteur (P<0,0001).
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Pouvoir réducteur

EEPG EBHT a-tocophérol A, ascorbiqu

Absorbance a 700 nm

2 5 10 20 50 100

Concentration (ug/mL)

Figure 23 :Evolution de pouvoir réducteur des antioxydantéometion de la concentratic

Tous les composés montrent un certain degré deoaéducteur. Cepend:, comme prévu,
leur pouvoir réducteur est inférieur a celui deitla ascorbique, qui est conpour étre un fort
agent réducte(Zou etal., 2004)

Comme l'activité antioxydante (DPPH), le pouvoiduéteur de l'extrait augmente a\
l'augmentation de la quantité de I'extrait ; l|&ipn de pouvoir réducteur (y) et la quantité
I'extrait (X) est y= 0.019x &= 0.999), indiquant que la capacité réductricerestcorrélée avec
guantité de I'extrait. Ces résultats sont en acawet ceux trouvés pZheng etal. (2011)qui ont
signalé que la pouvoir réducteur de l'extrait diéeode grerde augmente linéairement a\

l'augmentation de la concentration et le coeffic@ncorrélation () était 0.999:

Aux concentrations faibles (2, 5 et 10 ug/mL), [d1Ba un pouvoir réducteur plus grand (
celui de I'extrait puis a la concentration 2g/mL les deux ont le méme pouvoir réducteur (0,&(
0,405 respectivement), mais-dela de la concentration 50 pg/mL, 'EPG montre pauvoir

réducteur plus important (1,92 contre 1,339 polsHe).

Negi et Jayaprakasha (200: ont rapporté une augmerntat significative de pouvoi

réducteur de I'extrait de la peau de grenade awegrhentation de la concentration de 50 a

ppm.
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Concernant B-Tocophérol, bien que ce-ci présente un pouvoir de piégeage trés €
cependant il a un pouvoir réducteur tres faibleuiapar des absorbances faibles par rappori

autres antioxydants.

Les résultats de I'E4 (tableau 12) révélent qu’un pouvaéducteur élevé se traduit par
ECsofaible.

Tableau 12 Laconcentration effectivECso (Lg/mL) des différents antioxyda

EPG BHT a-Tocophéro A. ascorbique

ECso (ng/mL) 25,78+ 0,1C 26,74+ 0,17 49,95+ 0,01 11,05+ 0,01

L’extrait de peau degyrenade et le BHT montrent des 5, faibles 25,78 et 26,74ug/mL
respectivement)par rapport a o-tocophérol (49,95ug/mL), mais HCso la plus faible est
enregistrée podtacide ascorbiqu(11,05 pg/mL).

Tous les antioxydants montrent une différenceificative (P ] 0,05). Cependanil n'y a
aucune différence distincte er 'EPG et le BHT Le pouvoir réducteur de l'extrait et les au
antioxydants suit I'ordre suivant :acide ascorbigiextrait~ BHT >a-Tocophérol

Concentration effective (Pouvoir réductel

AO—-O =

4

50 -
40 -
26,74
30 - 25.78
20 - 11,05
O T T T T
<$’*Q & S o
OOQ N
<9 &
& Nod

Figure 24 Concentratioreffective (EGy) de pouvoir réducteur des différents antioxyd

Duh (1998) a rapporté qudes propriétés de réductiosont généralement associées i

présence des réductones.
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Les différentes études ont indiqgué que l'effet cuytilant est lié au développement des
réductonegDorman et al., 2003; Shon etl., 2003).1l a été rapporté que les réductones sont des

terminateurs des réactions en chaine de radicbhregKiao-Juan Duan etal., 2006).

Gordon (1990)etShimida etal. (1992)ont rapporté que I'action antioxydante des rédesto
est basée sur la rupture des chaines de radidanes Ipar donation d'atome d'hydrogene. Il a été
rapporté également que les réductones réagisseatcavtains précurseurs de peroxydes. Ainsi, ils
empéchent la formation de peroxyde.

Les données obtenues playaprakasha etal. (2003)indiquent que I'activité antioxydante
marquée des extraits de grenade semble étre dugredence des polyphénols qui peuvent agir
d’'une maniéere similaire que les réductones par titmmales électrons et réaction avec les radicaux
libres pour les convertir en produits plus staldéderminer la chaine de réaction des radicaux

libres.

Les données indigquent que l'activité antioxydantgquée de I'extrait de poudre de I'écorce
de grenade semble étre le résultat de I'effet gpréude leur activité de piégeage des radicaux et du
pouvoir réducteu(Naveena efal., 2008 ; Zahin etal., 2010).

Les composés a pouvoir réducteur indiquent quiig sles donneurs d'électrons et peuvent
réduire les intermédiaires oxydés des processpeibxydation des lipides, de sorte qu'ils puissent

agir en tant qu'antioxydants primaires et secord@@handa et Dave, 2009).

1.3.3. Peroxydation de I'acide linoléique :

La capacité antioxydante totale est largement s@li comme un paramétre pour les
composants bioactifs des aliments et des médicamelette analyse est définie comme la
capacité d'un composé a inhiberla dégradation atiy&lcomme la peroxydation des lipides
(Roginsky et Lissi, 2005).

L'inhibition de I'oxydation de I'acide linoléiqueéte également utilisée pour évaluer l'activité
antioxydante de l'extrait de peau de grenade. éssltats de I'absorbance de la peroxydation de
I'acide linoléique aprés incubation pendant 96 Bswont représentés dans le tableau 13:
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Tableau 13 Absorbance des produits de la peroxydation ded&tnoléique

Temps (heures) Témoin Extrait BHT a-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 I'évolution de la peroxydatida I'acide linoléigue en fonction du temps.

Peroxydation de l'acide linoléique

=6=Témoin ===—Extrait BHT =>=q-Tocophérol

18
1,6 A
14
12

1 /
0,8 /
0,6 //
0.4

o /
~ o P =]
0 . '

Temps (heures)

Absorbance a 500 nm

Figure 25 Evolution de la peroxydation de I'acide linoléigere fonction du temps

L’auto-oxydation de l'acide linoléique dans le témest significativement différente (P
0,05) et plus importante dés les premiéres 24 kalggéaction comparativement aux antioxydants.
Elle passe par 4 étapes : I'absorbance augment® aé,341 puis une augmentation rapide et
accentuée est constatée aprés 48 heures ou dalat aihe valeur de 1,31 ; ensuite le taux
d’oxydation ralentit pour atteindre une valeur nmaaie d’absorbance de 1,582 apres 72 heures puis

elle commence a diminuer jusqu’a 1,283.

La raison de cette diminution est probablementaluéait que les hydroperoxydes de l'acide

linoléique, générés par la peroxydation de l'adideléique, sont décomposées en nombreux
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produits secondaires d'oxydation, ou les produitsrimédiaires peuvent étre convertis en proc
finaux stables et le substrat est épi(Chen etal., 1996; Hua-Ming etal., 1996).

L’extrait et le BHT montrent une augmentation imsiginte de I'absorance du début jusqu’a

la fin de l'incubation ©,099 et 0,05 respectiveme

Pour l'a-Tocophérol, I'absorbance augmente linéairementrducate la période d’'incubatic

pour atteindre une valeur maximale 0,975 d’absarbaprés 96 heur:

Tableau 14 Activité d'inhibition de I'autooxydation de I'aciderloléique

Absorbance % d'inhibition
Témoin 1,582+ 0,033 O
EPG 0,055+ 0,013 96,52+ 0,38
BHT 0,042+ 0,012 97,34+ 0,11
a-Tocophérol 0,719+ 0,010 54,55+ 1,33

L’analyse des résultats du tableau 14 fait apparajti'a une concentration de 500 pg/r
I'extrait de peau de grenade et I'antioxydant sgtitue BHT montrent unetrés grande capacité
d'inhibition de la formation des peroxydes tradyse un pourcente d’inhibition tres élevi96,52
et 97,35% respectivementandis que I'antioxydant naturela-tocophérc montre une capacité
d’inhibition moyenne %4,55%)

Inhibition de la peroxydation

96,52 97,34
100 -
80
60 54,55
40
20 - ® % d'inhibition
_—
O T T T 1
& N S >
<& 3 L
<&
¢

Figure 26 ‘Activité d’inhibition de la peroxydation de I'acidmoléique
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Sultana etal. (2008)ont rapporté que le pourcentage d'inhibition deygtation de I'acide
linoléique le plus élevé a été enregistré poutrigtixde peau de grenade (96.4%), suivi des egtrait
de pomme (88.2%), de citron (86.9%), et de band2& %).

Igbal et al. (2008)ont trouvé que I'extrait méthanolique de la peawgdmade inhibe 92.69
% de la peroxydation de l'acide linoléique suivi ltextrait acétonique 91.04 % et éthanolique
89.23 %. La stabilité thermique a été égalementiétupar ces auteurs et ont montré jgsgu'a30

min de chauffage a 185 °C, la perte en activité étsignifiante.

Apres cela, il y avait une forte diminution de thaité antioxydante de 30 a 50 min, suivi par
une baisse relativement faible de taux de détéiorale I'activité antioxydante jusqu'a 80 minutes
de chauffageApres 80 min de chauffage, l'extrait a montré 6&2Bactivité antioxydante (c a d

I'inhibition de la peroxydation de I'acide linolaiq).

Ces mémes auteurs ont rapporté que ce pourcensageedleur que celui du BHA qui a
perdu la moitié de son potentiel antioxydant agfesninutes a 185 °(Hamama et Nawar, 1991)
et ont suggéré que les peauxgienade peuvent étre une source viable d'antioxydeatiurels, qui

est applicable dans les systémes alimentaires rm@mtaitements a hautes températures.

Dans une étude visant a évaluer l'activité antiaxyd totale de certains aliments par une
méthodein vitro mettant en jeu la mesure de I'oxydation de I'adideléique par fluorométrie, la
poudre de peau de grenade a montré I'activité ydente la plus forte : a une concentration de 60

ppm, cette poudre réduit la peroxydation lipidigiee65%(Kelawala et Ananthanarayan, 2004).

La réduction du niveau de peroxyde indique la cipade la plante a minimiser les
dommages oxydants a quelques tissus vitaux dacwps(Aiyegoro et Okoh, 2009)arce que la
peroxydation des lipides dans les systemes bialegica été longtemps considérée pour étre un

phénomene toxicologique qui peut conduire a dersiegeconséquences pathologiques.

Les hydroperoxydes lipidiques résultants peuvefdctdr la fluidité de membrane et la
fonction des protéines des membranes. En outrdyyiégioperoxydes lipidiques peuvent subir une
réduction d'un-électron et une oxygénation partdiimédiaire de fer pour former les radicaux
pyroxyles époxyallyliques qui déclenchent la pedation lipidique par I'intermédiaire d’'une
réaction en chaine de radicaux libres. Les prodintux de la peroxydation lipidique sont les
aldéhydes réactifs, tels que le 4-hydroxy-nonénaleemalondialdéhyde, dont beaucoup sont

fortement toxiques pour les cellul@éu et Yang, 1996).
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En outre, les aldéhydes réactifs produits par lxpe&lation des lipides peuvent attaquer
d'autres cibles cellulaires, tels que les protéatdADN ; de ce fait les dommages initiés darss le
membranes cellulaires se propagent a d'autres matFoules, parce que les hydroperoxydes
lipidiques formés dans les membranes sont des ceemp®importants de la génération des ERO
vivo. Leur détoxification semble étre critique pour lavse d'un organisme dans un stress oxydant
(Dargel, 1992).Par conséquent, les antioxydants jouent un rdlenéis$ dans l'inhibition de la
peroxydation lipidique ou dans la protection comdiedommages cellulaires par les radicaux libres
(Gulgin, 2010).

Les principaux polyphénols dans la peau de gresadtla punicalagine et ses dérivés tels
gue la punicaline, I'acide gallagique, I'acide @ilipie et les glucosides de I'acide ellagique. Les
isoméres de punicalagine qui sont extraits dansidede grenade pendant le traitement ont été
signalés comme étant les principaux responsablea dapacité antioxydante élevée du jus de
grenadgCerda etal., 2003).

Kulkarni et al. (2007)ont rapporté que la punicalagine est un antioxygahtphénolique de
haut poids moléculaire soluble dans l'eau. Sa rgmadnle activité antioxydante et les autres
activités pharmacologiques ont été attribuées @résence de 16 groupes hydroxyles (-OH)

dissociables.

1.3.4. Chélation du fer:
La production des espéces réactives d’oxygenes YHB@Ement réactives tels que les
radicaux de l'anion superoxyde, le peroxyde d'hyeine, et les radicaux hydroxyles est également

catalysée par le fer libre par la réaction de Hallerss :

0% + H,0, — O+OH + OH

La propriété de chélation des métaux est partiarient importante en raison de la capacité
des ionsde métaux deransition comme Fé& de catalyser un certain nombre de réactions
produisant des radicaux librestelle que la réactlenFenton. Les radicaux hydroxyles produits
comme résultat de cette réaction peuvent accdingeroxydation lipidique et les dommages des
membranes cellulaire@iller, 1996) en accélérant la dissociation des hydroperoxygedidues

en radicaux peroxyles et alcoxyles respe¢@m®ti et al., 2009).

FE" + H,0,— FE + OH + OH°
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Puisque, la quantité d'agents chélateurs dansctesite est importante pc la réduction des
métaux de transition libregui donnent lieu da peroxydation catalytique des lipides. Ainsi,
capacité des extraits de se lier ave®* en présence de ferrozine a été comparée a celle

I'EDTA, qui est un fort agent chélate(Rainha etal., 2011).

Les polyphénols sont des chélateurs des métausueept inhiber les réactions de Fentol

HaberWeiss, qui générent les radicaux hydroxyKanatt et al., 2010).

Les résultats de l'inhibition du fer en présencdadierrozinesont indiqués dans le tableat

Tableau 15 Pourcentages de chélatior fer F€* en présence de la ferroz

Concentration (pug/mL) EPG EDTA

100 32,29+ 0,23 80,32+ 0,53
200 47,9¢+ 0,18 94,07+ 0,32
500 59,81+ 0,23 99,27+ 0,00
1000 64,67+ 0,18 99,3¢+ 0,00

Chélation du fer

100 -
80 -
60 -
mEPG
40 -
EDTA
20 -
100 200 500

% d'inhibition

1000

Concentration (ug/mL)

Figure 27 Pourcentage d'inhibition Fé** en présence de la ferrozine en fonction ¢

concentration
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Comme représenté dans la figure 27, la capaciohélation de fer de I'extrait exprimée en %
d’inhibition est significativement dépendante dectacentration (P1 0,05). Elle est relativement
faible par rapport a celle de 'EDTA, cette capacrarie entre 32,29% (100 pg/mL) et 64,67%
(1000 pg/mL). Ces résultats sont en accord avec aetenus paOrak et al. (2012)qui ont trouvé
gue la capacité de chélation de fer de la peauatede des génotypes étudiés variait entre 10,90 %
et 68,55%.

Bien que l'activité de chélation de I'extrait a @®ntrée a étre plus faible que celle de
I'EDTA, les résultats obtenus ne sont pas négligegtour un produit naturel, puisque des travaux
de différents auteurs ont signalé des plantes descropriétés de chélation a des concentrations

beaucoup plus élevées.

Kanatt et al. (2010)ont trouvé que la capacité de chélation de fdtedérait aqueux de peau
de grenade était 45.5% a une concentration de 1@0@L et I'ont considéré comme relativement

élevé.

Sun etal. (2009)ont constaté que les extraits de polyphénolsidgsstde peau et de pulpe de
fruit ont montré une capacité de chélation des mxé# ils I'ont attribuée au groupe catéchol dans

le noyau B de ces molécules de polyphénols.

La chélation des métaux de transition est de giretédét potentiel pour l'industrie alimentaire
(Viuda-Martos, Fernandez-Lépez, etal., 2010; Viuda-Martos, Ruiz Navajas, etl., 2011).

Il a été rapporté que les agents de chélationeftinhces en tant gu'antioxydants secondaires
parce qu'ils réduisent le potentiel redox stahilisde ce fait la forme oxydée de l'ion métallique
(Gulgin, 2006).

D'une compilation des données biochimiques, ansnatehumaines, des relations entre les
niveaux élevés du fer dans le corps et un risqgenanté d'une variété des maladies telles que les
maladies vasculaires, le cancer et certaines dgonditneurologiques ont été proposées. La
formation des ERO catalysée par le fer menant ammehges d'ADN et des lipides semble étre le
résultat d'une exagération de la fonction normalded, qui doit transporter I'oxygéne aux tissus.
Les dommages des radicaux libres a I'ADN induits Ipafer semblent étre importants pour le
développement du cancer et des cellules cancéreaseésonnues pour se développer rapidement

en réponse au féGlilcin et al., 2010).
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Plusieurs étudeSingh etal. (2002) ; Negi etal. (2003) ; Skerget etl. (2005))ont signalé

gue l'activité antioxydante de la peau de grenatiea@rélée avec les composés phénoliques totaux.

Par conséquent, le rendement total en composé®lpnés devrait étre l'un des indicateurs

les plus importants d’'un procédé d'extraction affec pour produire un produit de haute qualité
(Wang etal.,2011)
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Il.  Etude de la stabilité oxydative des huiles végétale
Apres une évaluation préliminaire de I'efficacitéi@xydante de I'extrait de peau de grenade,
son efficacité dans la stabilisation de deux huilsgeétales a savoir I'huile de tournesol et I'haite

Soja a été également examinée.

L'importance de l'altération oxydative des huileg@urnesol et de soja stabilisées a été suivie
par la mesure des diénes conjugueés, l'indice dexgde (produits primaires d’oxydation) et
I'indice dep-Anisidine (produits secondaires).

2.1.Indice de peroxyde
L’indice de peroxydest le nombre de micromoles d'oxygéne actif cargerdans un gramme
de corps gras susceptible d’oxyder l'iodure de gstan avec libération d'iode. Ce critere permet

d’apprécier les premieres étapes d’'une détérigratiydative(Karleskind, 1992).

Les valeurs de lindice de peroxyde des huilesodeniesol et de soja sont indiquées dans les
tableaux 16 et 17.

= Huile de tournesol

Tableau 16 Indices de peroxydes (mégkg) de I'huile de Tournesol au cours de stockage a

63°Cpendant 20 jours
Indice de peroxyde (méqO2/kg)
Temps (jrs)
_ 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+40,00 37,0£0,71 755+0,00 81,5+000 164,25+1,06 207,49+1,41
HT-250 1,9+0,00 33,5+0,00 750+1,41 81,5+141 166,0+ 0,71 216,99+ 0,71
HT-500 1,9+40,00 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+0,00 455+0,71 51,0+0,71 118,0+0,71  148,75+1,77

L’examen des résultats relatifs a I'évolution dadice de peroxyde au cours du stockage a
permis de montreine augmentation continue et significative (p Spde I'lP avec I'augmentation

de la période de stockage pour tous les échamtilidhuile de tournesol(figure 28). Cette
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augmentation de I'IP est attribuée a la formatiogss chydroperoxydes, produits primaires

d’oxydation.

Des valeurs faibles de l'indice de peroxyde obtemumur les huiles additionnées d’extraits
antioxydants comparées aux témoins indiquent I#ioaeité dans la prévention de I'oxydation des
huiles(Sultana etal., 2008).

300
250
£ 200
) —4—HT-TEMOIN
D 150 —8—HT-BHT
£ 100 HT-250
= —+—HT-500
50 ~—#—=HT-1000

0 4 8 12 16 20

Temps (jours)

Figure 28:Evolution de l'indice de peroxydede I'huile de toesol au cours de I'oxydation

accélérée a 63°C

L’indice de peroxyde du témoin augmente linéaireinoenil passe d’'une valeur initiale de 1,9
a 100 méq@kg durant les 12 premiers jours d’étuvage puis smigmentation s’accélere
rapidement pour atteindre une valeur maximale de227méq@kg au 16™jour. Cependant, la
vitesse de formation des peroxydes commence a dangturant les 4 derniers jours jusqu’a 251,99

méqQy/kg.

Ceci est expliqué par le fait que le taux de foramat'hydroperoxydes est supérieur a leur
taux de décomposition pendant I'étape initiale'abeytiation, et ceci devient réversible aux étapes
postérieuregRuiz et al., 2001).L’'IP atteindra un maximum durant la phase de prafiag, puis
diminuera lors de la phase de terminaison poureigua cinétigue de décomposition des

hydroperoxydes est plus importante que celle deftemation(Laguerre etal., 2007a).

L’addition de l'extrait a 250 ppm et le BHT a 20@rmp a donné presque le méme effet

antioxydantemontrant une réduction de I'lP de 40,54 et 39,9a&¥rapport au témoin.

ENSA 2012Pagé6



Il ressort également de ces résultats que I'ajeutektrait a 500 et 1000 ppm donnent les
valeurs de l'indice de peroxyde les plus faiblesparés au témoin et a I'antioxydant synthétique a
200 ppm tout au long de la durée de stockage. Wiajle 'EP a ces concentrations a réduit la
formation des hydroperoxydes de 52,76 et 57,28spedivement.

L’indice de peroxyde des échantillons avec 250, 3@D0 ppm de I'extrait et 200 ppm de
BHT a la fin de stockage est : 216.99 ;172.5 ;13817207,49 mégékg respectivement.

Une différence significative (P < 0.05) dans l'lRtre le témoin (sans antioxydant) et les

échantillons d'huile de tournesol contenant leséstet le BHT (antioxydants) est observée.

Cependant, il n'y a aucune différence significatwére I'antioxydant synthétique le BHT a
200 ppm et I'extrait de la peau de grenade a 290 ggns l'inhibition de la peroxydation d'huile de
tournesol (P > 0,05).

Le pouvoir antioxydant des différents additifs a@gsua I'huile de tournesol varie selon l'ordre
significatif suivant : 1000 ppm EP> 500 ppm EP> ppéh BHT~250 ppm EP

» Huile de soja
Tableau 17 Indices de peroxydes (még&y) de I'huile de Soja au cours de stockage a 63°C

pendant 20 jours

Indice de peroxyde (méqO2/kg)

Temps (jrs)
_ 4 8 12 16 20

Echantillons

HT-TEMOIN 1,3+0,00 62,5+141 98,0+ 0,71 163,%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+141 77,75+ 1,77 124,25+ 1,06 143,0+ 0,71
HT-1000 1,3+0,00 21,0x0,71 45,0+ 0,71 60,5+ 0,00 84,5+ 0,00 110,75+ 1,06
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350
300 /
250
%’ 200 ——HS-TEMOIN
o) —B—HS-BHT
g HS-250
& —4<—HS-500
—=HS-1000

0 4 8 12 16 20

Temps (jours)

Figure 29 Evolution de I'indice de peroxydede I'huile de sajacours de I'oxydation accélérée a
63°C

La figure 29 montre une augmentation continueggtiicative (P < 0.05 de I'lP de 'huile de
soja en fonction du temps pour tous les échansijlaeci explique l'influence significative de la

durée de stockage sur les résultats.

L'huile de soja témoin présente l'indice de perexia plus élevé. Son IP initial est de 1.3
méqO2/kg, il augmente jusqu’a 203,49 mégO2/kg dueanl6 jours, puis une augmentation rapide

et accentuée est constatée a la fin d'étuvageatieiht 291 meéqO2/kg.

L’indice de peroxyde de HS a 250 ppm est plus élgwé celui des autres échantillons
stabilisés, bien qu'il soit sensiblement infériaurtémoin pendant toutes les étapes de la pérmde d
stockage. Son IP final 173,25 mégKky correspond a une réduction de 40,46% par rappor

témoin.

L’HS & 500 ppm suit presque le méme rythme maig ales valeurs moins élevéespour
atteindre une valeur finale de I'lP de 143 m@#@ soit une réduction de I'lP de 50,86% par

rapport au témoin.

Les huiles additionnées de I'extrait a 1000 pprdweBHT a 200 ppm montrent les IP les plus
faibles qui se superposent durant 16 jours. Cependda fin de stockage I'indice de peroxyde de
HS-1000 ppm devient relativement plus élevé queickd BHT. Leurs IP finaux sont de 110,75 et
94,75 meq @kg respectivement, correspondant a un taux dectiéiu de formation des
hydroperoxydes de 61,94 et 67,7%.
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Une différence significative (P < 0.05) est obserdéns l'indice de peroxyde entre le témoin
et I'huile de soja contenant I'extrait et le BHTepg@ndant, il n'y a aucune différence significative
entre I'antioxydant synthétique le BHT a 200 ppnfiesttrait de la peau de grenade a 1000 ppm (P
> 0,05).

Le pouvoir antioxydant des différents additifs da@sua I'huile de soja varie selon Il'ordre
significatif suivant: BHT 200 ppmEP 1000 ppm>EP 500 ppm >EP 250 ppm.

Min et Boff (2002) ont cité queSmagula et Chang (1978%ignalaient que le développement
de la saveur de retour, décrit comme «de haricetssherbeux» est un défaut unique a I'huile de

soja et peut étre formé dans I'huile de soja awscwéleurs basses de I'indice de peroxyde.

Les antioxydants sont principalement utilisés dasdipides afin de retarder I'accumulation
des produits primaires d'oxydation et d’amélioneisiala stabilité oxydative. Les produits de base
de la peroxydation lipidique sont des hydroperosydgii sont désignés généralement sous le nom
des peroxydes. Par conséquent les résultats ddubdon de I'lP donnent une indication claire de
l'auto-oxydation de lipides. Pour davantage de iooation de ces résultats, d'autres parametres
d'oxydation, tels que les dienes conjugués etliadde-anisidine sont également mesurés
(Mohdaly et al., 2010).

2.2.Indice dep-Anisidine :
L’indice de p-anisidingp-An) est intensivement utilisé pour mesurer les prodigtondaires
d'oxydation, principalement carbonyliques non-vit#at formés pendant la dégradation oxydative
des lipidegAnwar et al., 2004).

Il est défini comme 100 fois la densité optique unés a350 nm dans une cellule (de 1,0 cm
d’épaisseur) d'une solution contenant 1,0 g d'hd@des 100 mL d'un mélange de solvants et de
réactifs (conformément a une méthode spécifiqUdCPA, 1987 ; Pharmeuropée européenne
2005).1l permet d’apprécier I'état de rancissement deps gras.

Les indices dep-anisidine des échantillons d’huiles de tournedode soja au cours de

stockage sous conditions accélérées sont indicureslds tableaux 18 et 19.
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Tableau 18 Indices dep-Anisidine de I'huile de tournesol au cours de stgelaccéléré a 63°C

pendant 20 jours

Indice de p-Anisidine

Temps (jrs)
_ 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+043 6,19+0,15 9,04+ 0,18 15,71+ 0,09

La figure 30 décrit I'évolution de l'indice de paaaisidine pour les échantillons d'huile de
tournesol stabilisés avec I'extrait, le BHT etéenbin.

40

35

30

25 —4—HT-TEMOIN
S 20 —8—HT-BHT
B 15 HT-250

10 ——HT-500

—%—HT-1000

0 4 8 12 16 20

Temps (jours)

Figure 30:Evolution de l'indice dg-Anisidine de I'huile de tournesol au cours de ydation

accélérée a 63°C

L'analyse périodique des échantillons d'huile denesol avec et sans extraits antioxydants
en fonction du temps d'incubation indique que d#ééshantillon témoin, la formation des
carbonyles est significativement (P 0.05) plus élevée par rapport aux échantillong awdraits

ajoutés.
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L’indice dep-anisidine augmente significativement tout au ldeda durée d'incubatiqi® <
0.05) qui augmente dans l'accélération aprés 16 joerstdckage. La teneur granisidine du
témoin atteint un maximum d&4,44 apres 20 jours de stockagegne augmentation assez

importante soit 10 fois plus environ son IPA ifigat atteinte a la fin d'étuvage a 63°C.

Les indices dg-anisidine des échantillons 250 ppm d'extrait pligne et 200 ppm de BHT
se superposent presque tout au long de stockaggaset des IPA quasiment similaires. L'addition
de ces antioxydants a permis de réduire le tauomieation des carbonyles de 31% par rapport au

témoin.

Les huiles additionnées de 500 et 1000 ppm derdigpthénolique montrent des indices trés
proches aux étapes initiales d’oxydation mais awefua mesure que I'oxydation s’'accélére vers le
rancissement, I'lPA de HT-500 devient plus impottah atteint 18,75 soit une réduction de
45,56%.

L’échantillon additionné de 1000 ppm donne I'lPAples faible 15,71 a la fin de I'étuvage. Il
réduit la formation des carbonyles jusqu’a 54,38%ite concentration donne la meilleure stabilité

pour I'huile de tournesol aussi bien contre I'oxtydia que contre le rancissement.

Tous les échantillons présentent une différencaifgigtive (p < 0,05), a I'exception de
I'huile de tournesol avec 200 ppm de BHT et celleca250 ppm de I'extrait (p> 0,05), ce qui
signifie gu’ils ont le méme effet antioxydant. Lapacité d’inhibition de I'oxydation secondaire suit
I'ordre significatif suivant : 1000 ppm EP> 500npiP> 200 ppm BHE250 ppm EP.

Cette différence dans l'activité antioxydante péeé expliquée sur la base des structures
chimiques. La stabilité des radicaux phénoxyls itdéuaux de propagation et d'autres réactions et
augmente ainsi la stabilité oxydante des lipidggsrdon, 1990 ;Ying et al.,2010).

Comme tendance générale, la stabilisation amélidtéeadical phénoxyl est souhaitable,
mais la nature lipophile des molécules et I'affindie 'antioxydant pour les lipides pourraient étre
déterminantgVon Gadow etal., 1997).
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Tableau 19 Indice dep-Anisidine de I'huile de soja au cours de stockageéléré a 63°C pendant

20 jours
Indice de p-Anisidine

Temps (jrs)

_ 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 I'extrait de la peau de grenade sunfiization d'huile de soja mesurée par l'indice de
p-anisidine est montré dans la figure 31.

50
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o . e M —S-HS-BHT
HS-250
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0 4 8 12 16 20
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Figure 31:Evolution de l'indice dg-Anisidine de I'huile de soja au cours de I'oxydatiaccélérée
a63°C

Le témoin donne des IPA les plus élevées, qui @émllentement durant les 4 premiers jours
(4,91 a 9,93) puis il augmente rapidement jusqd'd &prés 12 jours d’étuvage, ensuite le taux de

formation des produits secondaires ralentit jusieiiadre une valeur de 45,01 aprés 20 jours.
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L’huile de soja contenant 250 ppm montre un IPAcheode celui de témoin (8,7 et 9,93
respectivement) apres 4 jours d’étuvage, ensiateeit la méme tendance de témoin aprés 8 jours
mais avec des valeurs moins élevées pour atteimireraleur finale de 37,83, soit une réduction de
23,57%.

Concernant le HS-500, son IPA augmente lentemaantiles 8 premiers jours mais au-dela,
une augmentation rapide et accentuée est constédéian d'étuvage avec un IPA de 33.

Pour HS-1000 et HS-BHT, I'lPA montre une stabilpéndant les 4 premiers jours de
stockage ou il passe de 4,88 a 5,18 et 5,14 regpeEnt suivi d'une augmentation jusqu’a la fin
de la période de stockage mais cette augmentaficgs des 12 jours est plus importante pour
I'extrait @ 1000 ppm. Les IPA finaux de HS-1000HS-BHT sont 24,6 et 22,9, ils induisent des

réductions de 45,35%et 49,08% respectivement.

Tous les échantillons montrent une différence §igative (P (1 0,05). La capacité
d’inhibition de la formation des composés carbosydeit I'ordre suivant : BHT 200 > ppm EP
1000 ppm>EP 500 ppm >EP 250 ppm.

2.3.Les dienes conjugues :

En chimie organique, le terme diéne conjugué (DE¢&re a deux doubles liaisons séparées
par une liaison simple. Cette structure est inkb@lied d'’AGPI, comme ils ont une structure
divinylméthane (c'est-a-dire, elles soin-conjugués). Par conséquent, Il est généralement admis
que la présence du DC (c.-a-d., migration de labioliaison menant a la conjugaison) dans les
lipides indique que l'auto-oxydation des portiors écides gras a eu liéGorongiu et Banni,
1994).

La structure divinylméthane des AGPI les rend wiadhtes a I'abstraction de I'hydrogéne par
I'attaque des radicaux libres. Les acides grasmmdiurés deviennent un intermédiaire de radicaux

libres, qui réorganise alors la double liaison goamer un DC ou un polyer({®egg, 2005).

L’attaque par l'oxygéne moléculai@ comme conséquence un radical perayyilepeut
soustraireunatome d'hydrogéne d'une molécule lipidique aljsc pour former un hydroperoxyde
lipidique ou endoperoxyde (figure 3@egg, 2005).
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Ry Ro Ro

Figure 32 :Un hydroperoxyde d’acide gras polyinsaturé avedigne conjugué ; R1 et R2

indiquent les parties alkyliques restantes de 'AGP

Les résultats de la formation des diénes conjuglegshuiles de tournesol et de soja sont
mentionnés dans les tableaux 20 et 21.

Tableau 20 Coefficients d’extinction KE,3;) de 'huile de tournesolau cours de stockageaced!é
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 dienes conjugués (CD) des échastitlthuile de tournesol et soja stabilisés
avec l'extrait méthanolique de peau de grenad&Hiliet du témoin sont montrées sur les figures
33 et 34.

L’absorption & 232 nm due a la formation des corépgwimaires (figure 33), a montré un

modele qui est en bon accord avec celui de I'inde@eroxyde et de I'indice geanisidine.

Les DC de tous les échantillons stabilisés soetiedrs a I'échantillon témoin; indiquant que

les extraits ont eu une bonne activité antioxydénteet White, 1992).
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Dienes conjugués

——HT-TEMOIN
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Figure 33 Evolution de la teneur en diénes conjugués deléhde tournesol au cours de

I'oxydation accélérée a 63°C

Pour le témoin, la teneur en DC passe de 5,64 66 Xfyrant les 4 premiers jours d’étuvage
puis elle se stabilise 1égerement a 17,45 ensllgeaagmente intensivement jusqu’a la fin de la
période d’incubation pour atteindre une valeur &4%; L’huile de tournesol subit donc une

augmentation de 8 fois s@szinitial.

Les teneurs en DC de HT-250 sont plus élevées gilesaes autres échantillons stabilisés,
elles sont Iégérement supérieures a celles du BMITRais malgré cela, ces 2 échantillons ne
montrent aucune différence significative, elles memt une réduction de 22,11 et 27,33%

respectivement.

L’huile stabilisée avec 1000 ppm montre plus oursaine stabilité durant les 12 premiers
jours ou la teneur en DC varie entre 5,64 et 1pi4 une augmentation plus ou moins importante
durant les 8 derniers jours. Cette huile a montré wes bonne stabilité car la teneur en DC est
réduite de 50,78% a la fin de stockage par rapportémoin. L'HT-500 montre une stabilité
pendant les 4 premiers apres il augmente linéamensa teneur en DC atteint 26,54 ; soit une
réduction de 41,55%.
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Tableau 21 Coefficients d’extinctionK;3,) de I'huile de soja au cours de stockage acc@l&&C

pendant 20 jours

E2s2
Temps (rs) 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 31,980,19 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 a I'huile de soja, la figure 28 montre ungraentation progressive de son coefficient
d’extinction Ex3, au cours du stockage, ce qui montre I'effet sigaiif du temps sur les résultats
obtenus.

Dienes conjugués

50
40
AN
Q ——HS-TEMOIN
. —B—HS-BHT
HS-250
HS-500
—¥—HS-1000
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Figure 34 Evolution de la teneur en diénes conjugués desnéithas de I'huile de soja au cours

de I'oxydation accélérée a 63°C
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L’huile de soja sans additifs (témoin) présenteDé€sles plus élevées par rapport aux autres
traitements. Sa teneur augmente rapidement pemhetadt premiers jours ou elle passe de 4,83 a
20,44 puis elle ralentit durant les 4 jours quivent (23,88), ensuite elle augmente rapidement
jusqu’a la fin de I'étuvage pour atteindre une ualde 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 ptesép méme allure que le témoin mais
avec des coefficients d’extinction moins élevégyitau 12™ jour, ensuite elle devient moins

accentuée que celle du téemoin. Son coefficienttaietton final est de 39,36 (21,25%).

Contrairement a I'huile stabilisée avec 500 ppmRJ’Bprés une augmentation plus ou moins
importante (par rapport au témoin) de 4,83 a 18)advitesse de formation des diénes conjugués
s’accélere apres les 12 jours de stockage pounditte un coefficient d’extinction de 33,19
(33,59%).

Les teneurs les plus faibles en DC sont notées gesiechantillons d'huile de soja stabilisés
avec l'extrait de peau de grenade a 1000 ppm petedabO jours d’étuvage mais apres elle devient
réversible. Les coefficients d’extinction enregistipour HS-1000 et HS-BHT a la fin de stockage
sont 25,69 et 24,4. Il s’agit d'une réduction det4& 51,18%.

Les valeurs relativement importantes des diénegugoéas de I'huile de soja par rapport a
I'huile de tournesol sont probablement dues adhesse de I'huile de soja en acigénolénique

qui posséde 3 doubles liaisons.

Il a été suggeéré que la formation de teneurs éee@eDC peut étre liee a la présence de

teneurs élevées en acides gras polyinsaturés 'taile He sojgLiu et White, 1992).

Farmer et Sutton (2002)ont indiqué que l'augmentation d'absorption dieefarmation des
diénes et des trienes conjugués est proportionaelte prise de l'oxygéne et a la formation des
peroxydes pendant les premiéres étapes de I'opydati

Marmesat et al. (2009)ont signalé que seulement les hydroperoxydes dield'dinoléique
contribuent a l'augmentation de la teneur en dieoesjugués. Ainsi, l'augmentation en
hydroperoxydes d'acide oléigue augmenterait I'iedie peroxyde mais pas I'absorption UV a 232
nm.
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2.4.Profil en acides gras des huiles étudiées :
La stabilité oxydative des huiles dépendra en @arér de leur teneur et de leur composition
en acides gras insaturés (AGI). Ainsi, les huiles plus insaturées seront les moins stables a

I'oxydation, et ce d’autant plus que le nombre @elldes liaisons sur les acides gras est éleve

(Cuvelier et Maillard, 2012).

La composition en acides gras de I'huile de towsh@ableau 22) est trés proche de celle de
I'huile de tournesol couramment utilisée, qui estctérisée par une concentration élevée d'acide
linoléique, suivie de l'acide oléique. Les acideasgsaturés (principalement acide palmitique et

acide stéarique) ne s'élévent pas a plus de 15€6rdenu d'acide grg&rompone, 2005).

Tableau 22 Composition en acides gras (%) de I'huile de tosmhavant et apres 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 apparaibe diminution de la teneur en acide
linoléique, une augmentation de la teneur en acidi@isiue et palmitiqgue et plus ou moins une

stabilité de I'acide stéarique.

L’acide linoléique (C18:2 w6) un acide gras polyinsaturé, qui est le composaajeun
montre une diminution de 4,57% de sa teneur ap@ego@rs de stockage pour le témoin. La
meilleure stabilité de la teneur en acide graseastgistrée pour laoncentration 1000 ppm avec
une diminution de 2,2% suivi de la concentratio® ppm avec 2,48%, 3,83 et 3,8% pour les

échantillons additionnés de I'extrait a 250 pprieeBHT a 200 ppm.

L'augmentation du pourcentage de l'acide oléique8({Cw9) est la conséquence de la
stabilité de pourcentage des acides gras saturésasitulier l'acide stéarique (C18:0), et la

réduction de l'acide linoléique (C18uB).
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Tableau 23 Composition en acides gras (%) de I'huile soja aeaapres 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
Ci8:1 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 I'lléilsoja sont I'acide linoléique (C18uB)
54,02 %, l'acide oléique (C18@9) 26,05%, l'acide palmitique (C16:0) 10,79 % atide a-
linolénique (C18:3»3) 5,59%.

Une diminution des AGPI est notée pour le témoin58e61 a 56, 64%, Elle est moins

prononceée pour tous les échantillons additionragtidxydants naturel et synthétique.

Les échantillons additionnés de I'extrait a 1000npet le BHT a 200 ppm donnent une
meilleure stabilité de la teneur en AGPI 59,01%8985%.

La diminution la plus prononcée est enregistréer pouile témoin en acides-linolénique
(C18:3w3 ) qui est de I'ordre de 14,13 % et pour l'acideleique 4,04% a la fin de stockage.

L'acidea-linolénique (C18:303) garde les mémes valeurs avec l'addition de ppdd d'EP
(effet tres positif), et note une légere diminutpar I'addition de 250 et 500 ppm d’EP et du BHT,
soit une réduction de 8,94 ; 5,9 et 3,22% respectent. Ceci suggere que I'ajout de 1000 ppm
d’extrait de peau de grenade protege efficacenianidé a-linolénique contre la dégradation

oxydative.

Une étude de la cinétigue de l'auto-oxydation digislds a indiqué que les taux relatifs
d'oxydation d'’AGI sont comme suit : C18:3 >C18:2248:1(Cosgrove etal., 1987).En général,
plus le degré d’insaturation est éleve, particaheent la polyinsaturation, plus le taux d'oxydation
dela somme totale de C18:3 et C18:2 est dl@gdsuzman etal., 2009).
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Le taux élevé de I'oxydation de I'acidelinolénique par rapport a I'acide linoléique egtal
sa vitesse relative de l'oxydation trés élevéeléti 24), qui a une double liaison en plus par

rapport a I'acide linoléique, avec une période dtiction tres courte (1,34 h).

Tableau 24 Vitesse relative d’oxydation avec oxygéne molécalaies acides gras de la famille
C:18Galillard, 1990)

Nombre d'atomes de

: Période d'induction (h) Vitesse relative d'oxydation
carbone allylique

C18:0 0 N 1
C18:1 2 82 100
C18:2 3 19 1200
C18:3 4 1,34 2500

La richesse de I'huile de tournesol seulement adeatinoléique, donne une meilleure
stabilité a cette huile par rapport a I'huile dgasgui, en plus de cet acide gras polyinsaturé avec
deux doubles liaisons, est trés riche en acidmolénique acide gras polyinsaturé avec trois
doubles liaison.

En outre, le rapport acide linoléique/acide palguié (C18.2/C16:0) a été suggéré comme

indicateur valide du niveau de la détérioration €81 (Normand etal., 2001).

Tableau 25 :Rapport acide linoléique/acide palmitique (C18.8@©) 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 constatemlus ce rapport est élevé plus I'huile

est stable. Ceci est plus élevé pour huile de &saince qui lui donne une meilleure stabilité.

Pour I'huile de tournesol, I'huile témoin (sansiaxydant) présente le rapport le plus faible

7,90 par rapport a I'huile fraiche 9,93 ce qui espond a une diminution de 20,44 %.

L’échantillon avec le BHT a 200 ppm et I'extraiR80 ppm présentent des valeurs identiques
(8,82 et 8,83) avec une diminution de 11,18 %. éesantillons a 500 et 1000 ppm donnent une

meilleure stabilité de ce rapport 8,16 et 6,45 $peetivement.
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En ce qui concerne I'huile de soja, I'huile témdionne également le rapport le plus faible
4,38 comparé a I'huile fraiche 5,01 correspondanh@ diminution de 12,57 %. Les échantillons
additionnés de BHT a 200 ppm et I'extrait a 1000npgonnent la meilleure stabilité avec des

rapports 4,86 et 4,78 respectivement soit une ditian de 3 et 4,59 %.

2.5.Différence entre l'activité antioxydante des aioxydants liposolubles synthétiques et
naturels :
D'aprésPokorny (2007) tous les deux agissent par des mécanismes sisilde sorte que
leur activité antioxydante ne dépende que de leuctsire chimique et de leur polarité.

Les antioxydants synthétiques ont été développés |aostabilisation des graisses et des
huiles en vrac ou des aliments riches en lipides\slxes substrats, ils sont nettement plus efficace
gue lo-tocophérol et autres antioxydants naturels, gaot sabituellement moins liposolubles. La
concentration la plus élevée autorisée par laddZ % dans le corps gras) est suffisante dans la
plupart des cas des antioxydants synthétiques |lpaiabilisation des aliments, sauf peut-étre pour

le stockage extrémement long ou friture.

Les antioxydants naturels, sont pour la plupartt@laps beaucoup plus polaires que les
antioxydants synthétiques, a l'exception des caodtes, des tocophérols et leurs esters. Par
conséquent, les antioxydants phénoliques natueelsont généralement pas suffisamment solubles
dans la phase lipidique, ce qui limite leur effitdcdans les lipidegPokorny, 2007). 1l est
nécessaire d'ajouter les antioxydants naturelssacdecentrations élevées, tels que 0.1-0.5 % et
méme plus. Ce sont des substrats spécifiquesuettdivité antioxydante dépend beaucoup des

synergistes présents tant dans les préparatiommsyaéntes que dans les aliments stabilisés.
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Il. Activité antimicrobienne

L'utilisation des agents chimiques ou synthétiq@esactivité antimicrobienne (comme
inhibiteurs, réducteurs de croissance, ou mémetivadeurs) est I'une des techniques les plus
anciennes pour contrdler la croissance des migarasmes. L'application des conservateurs aux

aliments est fondamentale si leur sreté doit@amtenue.

Les antimicrobiens naturels, que ce soient d’odégimicrobienne, animale, ou végétale, qui
montrent une activitbactériostatique/fongistatiqueu bactéricide/fongicidgrolongent la durée de
vie des aliments et empéchent, entre autres, tddemnes relatifs a la santé, les mauvaises odeurs,
les golts désagréables, problemes de texture, sucl@angements de couleur, qui sont
fondamentalement provoqués par les systémes engyeatou métaboligues des principaux

micro-organismes,ce qui méne a l'altération deseatitgParseh etal., 2012).

3.1.Définition d’un antimicrobien :

Un antimicrobien est une substance qui tue ou egbcroissance des micro-organismes
comme les bactéries, les champignons, les protemyagtc. Sur la base du mode d'action, les
antimicrobiens sont classés en deux grandes ca&égadvlicrobicidesqui tuent les microbes sans
laisser aucune option pour leur survie ratcrobistatiquesqui stoppent toutes les activités
métaboliques des microbes qui sont importants paursurvie, ils s'appellent comme inhibiteurs
de croissance des microb@&han et Hanee, 2011).

Les activités antimicrobiennes des composeés plegresi peuvent impliquer des modes
d'action "multiples"”. Le type du micro-organismdaestructure de sa paroi cellulaire jouent un réle
important. Les composés phénoliques peuvent dé&rdas enzymes mais ils peuvent également se
lier aux substrats tels que les minéraux, les vitam et les hydrates de carbone, les rendant
indisponibles pour les micro-organismes. En ouwe, phénols peuvent étre absorbés a la paroi
cellulaire, ce qui conduit a une rupture de lacitie et de la fonction de membragiayrapetyan
etal., 2012).

3.2.Analyse qualitative (détermination des zones idthibition des souches microbiennes) :
Cette analyse est réalisée dans le but de faisetgening préliminaire des souches sensibles et
des résistantes a I'extrait de peau de grenadi paesure des diametres des zones d’inhibition des

souches testées.

Les résultats de I'analyse qualitative exprimés mendiameétres des zones d'inhibition des

différentes souches microbiennes sont mentionngs ldaableau 26.
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Tableau 26 Diametres des zones d'inhibition (mm) des diffé@smsiouches microbiennes testées

Diamétres des zones d'inhibition (mm)

Concentration (mg/ml)

Souche 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 antimicrobienmpar la méthode de diffusion sur disque
révele des diametres de zones d’inhibition dedifftes souches a différentes concentrations de

I'extrait variant entre 0 mm (pas d’inhibition) 26 mm.

Il est remarquable que la concentration 25 mg/mhtneol’effet inhibiteur le plus faible par
rapport aux concentrations 50 et 100 mg/ml qui meantle méme effet inhibiteur sur les souches
Staphylococcus a.,Bacilluses Pseudomonas &ependant pour les autres souches, le méme effet

inhibiteur a été observé pour toutes les conceotra(25, 50 et 100 mg/ml).

La soucheStaphylococcus aureusontre une zone d’inhibition dont le diametre (57r2m)
est inférieur a celui des deux bactéries gram iféBaeudomonast Klebsiellaa la concentration
25 mg/ml mais avec l'augmentation de la concemnatia sensibilité de cette souche augmente de
facon importante traduite par des zones d’inhibiti@ 25 et 26 mm pour les concentrations 50 et
100 mg/ml respectivement.

Opara etal. (2009)ont trouvé que tous les extraits des fractionguié de grenade montrent
une activité antimicrobienne plus élevée Suraureusque P. aeruginosaavec une différence de

40.06% dans leurs moyennes de zones d'inhibition.

La soucheBacillus subtilismontre une sensibilité faible a I'extrait refléga une petite zone

d’inhibition dont le diametre varie entre 10 et I8,mm.
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L’extrait de peau de grenade n’a aucune activitébactérienne contr&scherichia colini
antifongique (anti-levurienne) contre les souchedavures testées a sav@andida albicanset

Saccharomyces ceriviciae

Ces résultats sont en accord avec ceu8idgh etal. (2002)et Abdollahzadehetal. (2011)
qui ont rapporté que l'extrait de la peau dePugieaatumn'a pas d’effet sGralbicanspour toutes

les concentrations.

D’apres le tableau 26 et selon I'échelle citée Maena et Sethi(1994) etEla et al. (1996,

les résultats obtenus peuvents’interpréter comrte su

»= Une activité modérément inhibitrice s8taphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
etklebsiella pneumoniae ;

= Une activité légérement inhibitrice sBacillus subtilis ;

» Uneactivité non inhibitrice contrEscherichia coliet les deux souches de lev@endida

albicanset Saccharomyces ceriviciae.

Staphyloccocus aureus Klebsialla pneumoniae

Candida albicangConcentration 100 mg/mL)
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4.1Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :
Les CMI de l'extrait de la peau de grenade cong® douches bactériennes testées sont

indiquées dans le tableau 27 :

Tableau 27 Concentrations minimales inhibitrices (CMI) desdwes bactériennes

Concentration minimale inhibitrice (CMI)
Concentration (mg/ml)

Souche 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 eisanil la méthode de dilution dans un

milieu gélosé confirme les résultats obtenus pandéhode de diffusion sur disque.

Selon les résultats du tableau 27, il apparaittquées les concentrations de I'extrait de la

peau de grenade exercent une activité inhibitridéfé@rentes dilutions.

L’'EPG a montré une activité antimicrobienne contoaites les souches testées sauf
Escherichia coli et ces valeurs s’étendent de 62.5 a 500nug(ces valeurs ont été calculées

comme suit : la dilution obtenue de CMI x la cortcation).

La soucheStaphylococcus aureusontre la CMI la plus faible avec une concentratien
62,5 ug/ml (0,25% a 25 mg/ml) ce qui se traduit pae sensibilité plus élevée vis-a-vis des

composeés bioactifs de la peau de grenade.

La soucheBacillus subtilisbien qu’elle montre une certaine résistance damadthode de
diffusion sur disque, la sensibilité de la souckemise en évidence par son faible CMI quiest de
'ordre de 125 pimL. Ceci peut étre expliqué par une mauvaise ddfugie I'extrait dans la

gélose.

L’hypersensibilité de la souch&taphylococcus aureus ATCQeut s’expliquer par la
probabilité de la sensibilité des bactéries Graaix changements environnementaux externes,
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tels que la température, le pH, et les extraitsirelt, due a I'absence de la membrane externe
(Balentine et al.2006).

Braga etal. (2005)ont observé que les extraits méthanoliques deadeepouvaient inhiber

non seulement la croissanceSleaureusnais également la production de I'entérotoxine.

Les 2 bactéries Gram négafiseudomonas et Klebsiella pmontrent des CMI plus grandes
gue celles des bactéries Gram positif (250 et 5)thjurespectivement correspondant a 1 et 2 % a
25 mg/ml), ce qui signifie une moindre sensibiliEn ce qui concern&scherichia coli cette
bactérie Gram négatif a montré une grande résistariextrait de la peau de grenade a toutes les

concentrations.

Les résultats obtenus a partir de notre étudeespatcord avec ceux rapporfes plusieurs
auteurs qui ont signalé gles extraits alcooliques des fruits (écorces) @émagle ont montré une
activité antibactérienne conti®. aureusmais aucune activité contie. coli (Ahmad et Beg,
2001 ; Mathabe efal., 2006 ; Panichayupakaranant eal., 2010)

De facon générale, nos résultats corroborent |gsorés deNegi et Jayaprakasha (2003t
Opara etal. (2009)sur les activités antibactériennes de la poudneede séche de grenade. Leurs
résultats ont montré un effet d'inhibition élevé ks différentes bactéries Gram positif et Gram
négatif telles qué&. aureus, P. aeruginosa., et B. ceralers queE. coli, la bactérie Gram négatif

était résistante.

Sur la base des résultats de la CMI, la sensildk® souches envers I'extrait de la peau de

grenade peut étre classée par ordre décroissameunt :
Staphylococcus a. Bacillus sl1 Pseudomonas @.Klebsiella p.[] Escherichia c.

Al-Zoreky (2009) a rapporté qu’il été confirmé par de nombreux agtee les bactéries
Gram négatif sont plus résistantes aux divers arrifiens que les bactéries Gram positif dus a

leurs membranes externes lipopolysaccharidiqueS)LP

Panichayupakaranant et al. (2010) suggeéerent également que l'effet anti-diarrhéique de
I'écorce de grenade pourrait étre di a son effebiteur sur les bactéries Gram positif, aussi bien

que l'effet astringent des tanins.

L'activité antibactérienne des peaux de grenadegimiindicative de la présence de quelques
toxines métaboliques ou composés antibiotiqueame IspectreMoravuthikunchai et al., 2004)
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Le mécanisme responsable de la toxicité phénolaue micro-organismes a été lié a la
réaction aux groupes sulfhydriques des protéinea Kndisponibilité des substrats aux micro-
organisme@vlachado etal., 2003; Naz etal., 2007).Les extraits de grenade interférent avec les
sécrétions protéiques bactérienn&sZoreky, 2009).

Cowan (1999)a suggéré que les propriétés antimicrobiennesati@ss pourraient étre liées a
leur capacité d'inactiver les adhérences microl@gnies enzymes, et les protéines de transport
d'enveloppe de cellules, leur complexité avec l@ysaccharides, et leur capacité de modifier la

morphologie des micro-organismes.

Etant donné que les fractions de grenade contiénmen gamme diverse de tanif@il et
al.,2000) les effets antimicrobiens des fractions de fdétgrenade rapportées ci-dessus sont en
accord avec ceux dkiyama et al. (2001)qui ont constaté que les tanins inhibent la caaou de
plasma, tandis que le nombre de colonies de bastéeS. aureuslans les structures membranaires

dans le milieu acide tannique (100 mg/l) étaiemtfdis inférieur & ceux dans le milieu contenant

I'oxacilline (40 mg/l).

Bacillus subtilisCMI=0,5% Pseudomonas aerugino€ii=0,5%
(Concentration 25 mg/ml) (Concentratior0smg/ml)

Escherichia coli CMI > 2% (concentration 100 mg/ml)
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4.2.Détermination de la concentration minimale badricide (CMB) :
Les CMB de l'extrait de la peau de grenade corgge douches bactériennes testées sont

indiquées dans le table28.

Tableau 28 Concentrations minimales bactéricides (CMB) susstasches bactériennes testées

Concentration minimale bactéricide (CMB)

Concentration (mg/ml)

Souche 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) fppasaitre que I'extrait de la peau de
grenade n’a aucun effet bactéricide sur la souamébenneKlebsiella pneumonia@our toutes
concentrations testées CMB >2000 pg/mL (CMB>2% poutes les concentrations).

Pseudomonas aeroginosaCMB=2% Klebsiella pneumoniae CMB> 2%
(concentration 25 mg/ml) (concentratid 00 mg/ml)

Contrairement a la soucliRseudomonas aerugings@utes les concentrations de I'extrait de
peau de grenade sont bactéricides sur cette sdbicdra négatif avec une CMB de 2% pour la
concentration 25 mg/mL correspondant a 500 pg/mL.
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La soucheBacillus subtilismontre une CMB (> 2 %) plus élevée que la CMI (0,%4da
concentration 25 mg/mL (effet bactériostatiquepeselant aux concentrations de 50 et 100 mg/mL,
la CMB (0,25%) est égale a la CMI (0,25%) (effettidéaicide).

Quant a la souch8taphylococcus aurewont la CMI (62,5 pg/mL) est la plus faible parmi
les autres souches, les concentrations 25 et S@logg sont pas bactéricides. la concentration 100
mg/mL est bactéricide & 1% mais la valeur de CMBOQL pg/mL) contre cette bactérie est
beaucoup plus élevée que la valeur du CMI (62,5nLy/ Ceci implique que I'EPG posséde
seulement une activité bactériostatique sur cettelse.Panichayupakaranant etal. (2010)ont

rapporté le méme effet bactériostatique sur cedietéoie pour I'extrait de la peau de grenade

standardisé avec 13% (P/P) d’acide ellagique.

Staphylococcus aureus CMI=0,5% Bacillus subtilisCMB=0,25%

(Concentration 25 mg/ml) (Concentrati 50 mg/ml)
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Conclusion générale

CONCLUSION GENERALE

ertains sous-produits agro-industriels telles sgpsedcorces de grenade sont des sources
importantes de composés phénoliques qui ont de dsactivités antioxydante et

antimicrobienne.

De cette étude nous pouvons ressortir les poiiNarss :

L’extraction des composés bioactifs par une conibamade solvants a fourni un rendement
élevé de 46% et par conséquent une teneur élevéengposés phénoliques avec 448,4 mg/g de
polyphénols totaux, 374,92 mg/g de tanins hydrdilesaet 30,37 mg de flavonoides.

L’extrait de la peau de grenade a une activitéoagtiante tres élevée qui dépasse méme celle
des antioxydants naturels et synthétiques commaétdmine E et le BHT. Elle est hautement
dépendante de la concentration en polyphénoldech été évaluée a I'aide de 4 tantsitro :

 Un pouvoir de piégeage du radical DPPH élevéexpranéterme de concentration
inhibitrice de 50% des radicaux @6=5,49 pg/ml ) qui est supérieur a celui de lamite
E et du BHT (IC50=7,113 et 28,15 pg/ml respectivetneependant il est inférieur a celui
de I'acide ascorbique (IC50=2,9ug/ml).

* Un pouvoir réducteur élevé exprimé en terme de eaination effective (Ef= 25,78
pg/ml) équivalent a celui de BHT (B&26,74ug/ml). Il est trés supérieur a celui de I
Tocophérol (EG=49,95ug/ml). Cependant, il est inférieur a celai lcide ascorbique
(ECs0=11,05ug/ml) qui est connu pour étre un fort agédticteur.

Par conséquent, I'activité antioxydante marquékegigait de peau de grenade semble étre le

résultat conjugué de leur activité de piégeagealdisaux et de pouvoir réducteur.

* Une activité d’inhibition de la peroxydation dedide linoléigue comparable a celle du
BHT (97,34%d’inhibition du taux des hydroperoxydesc un pourcentage d’inhibition tres
élevé(96% a 500 pg/ml). Elle est tres supérieureelle de la vitamine E (54,55%
d’inhibition).

» Une activité de chélation du fer, bien qu’elle daible en comparaison a celle de 'EDTA,
mais elle peut étre considérée comme élevée pouractuit naturel. Cette propriété est

d’'un grand intérét potentiel pour l'industrie alimtesre.
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L’ajout de I'extrait de la peau de grenade auxdsuutelles que I'huile de tournesol et I'huile

de soja augmente leur durée de stockage en renfdeca stabilité oxydative :

= |a stabilisation de I'huile de tournesol avec 2%dnpdonne la méme stabilité oxydative que
le BHT a 200 ppm. L'ajout de I'extrait de peau derade a 1000 ppm donne la meilleure
stabilité. Il provoque une réduction de 57,28%,38% et 50,78% de l'indice de peroxyde,
l'indice dep-Anisidine et les dienes conjugués.

= |a stabilisation de I'huile de soja avec 1000 pponrte la méme stabilité oxydative que le
BHT a 200 ppm. Celle-ci donne la meilleure stabil@én provoquant une réduction de
61,94 ; 45,35% et 48,6% de lindice de peroxydmdite dep-Anisidine et les diénes
conjugués respectivement.

= La stabilité oxydative des huiles étudiées est déaete de leur composition en acides gras
polyinsaturés tels que l'acide linoléique et I'ailiholénique qui sont tres importants de
point de vue nutritionnel. L'addition de I'extraie peau de grenade a ces huiles assure la

stabilité de ces acides gras et par conséquetaldit® du rapport AGPI/AGS.

L’évaluation de I'activité antimicrobienne de I'eait a été réalisée par une étude qualitative
et quantitative sur 7 souches microbiennes (2 GraBhGram(], et 2 levures).

= L’extrait de la peau de grenade n’a aucune actafitilevurienne contr€andida albicans
et Saccharomycesceriviciae.

= Aucune activité antibactérienne conltecherichia coliqui est une souche trés résistante.

* L’extraitmontre une activitt modérément inhibitricmntre les souches bactériennes
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis.,Pseud@s@eruginoseiklebsiella pneumoniae.

* Les souches bactériennes Gram positif sont plusitden a I'extrait que les souches Gram
négatif.

= Les valeurs des CMI enregistrées varient entre 2,500 pg/ml pour I'ensemble des
souches testées.

» Parmi les bactéries testé&aphylococcus aurewsest montrée la plus sensible a I'action
de I'extrait testé, contrairemenfP&deudomonas aeruginogai était la moins sensible.

» L’EPG posséde une activité bactériostatique colesesouchesStaphylococcus aurees,
Klebsiella pneumoniaet une activité bactéricide contBacillus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa.
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Sur la base de la connaissance de ces propriesésait possible d'utiliser I'extrait de la peau
de grenade pour formuler de nouveaux produits ksertidans l'industrie alimentaire comme
antioxydant naturel en les substituant aux antiarysl synthétiques, et également comme

conservateurs naturels et dans les études phamgapods.

Etant donné que la détermination vitro del’activité antioxydante et de I'activité
antimicrobienne de I'extrait de peau de grenades sajuter linterférence des substances
constituant l'aliment, elle ne peut pas nécessargmeproduire toute la variabilité qui pourrait

exister dans le systeme complexe de I'aliment. Dbrserait trés utile de :

= Confirmer le potentiel d’activité antioxydante deftrait parl’application d’autres tests
supplémentaires tels que : le test des substaréagives a l'acide thiobarbiturique
(TBARS), mesure du pouvoir de piégeage du radicardxyle (OHe), du radical
superoxyde (O2 ) et du radical mono-oxyde d’'aghi®e).

= Evaluer l'activité antioxydante par des essaigivo sur des animaux comme les rats.

= Evaluer l'activité antimicrobienne et antioxydandieectement dans un aliment fonctionnel.

= Etudier I'influence de facteurs tels que le pH gupouvoir antimicrobien serait également
un point non négligeable a éclaircir afin de mieikler les applications alimentaires

possibles.

Par conséquent, l'agro-matériau étudié peut étrploeXx comme source antioxydante
potentielle d'origine naturelle; cependant, ilresommandé a ce que la cytotoxicité de I'extrait so
étudiée avant son application dans les huiles waéggt les aliments fonctionnels ou les

nutraceutiques.
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ANNEXE |

Profil en acides gras des échantillons de I'huileedTournesol :

Annexe |

HT-FRAICHE
iSA CHROMATOPAC CH=1 Repori No.=8 PATA=1 :aCHEM] . COO 1205, 20 13:41:5%
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| T.573 5546 1202 6. 5479
210,108 3368 127 3. 0765
I’ L1. 187 20695 2550 \ 24,4351
4 1254 55085 5246\ 65, 0108
TOTAl 693 9431 100
84 CHROMATOPAC CH-1 DATA=1 :&CHEM1 . COO \TTEN= 2 SIEED- 5.0
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Annexe |

HT-250
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Annexe |

Profil en acides gras des échantillons de I'huileedSoja :

HS-FRAICHE
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Annexe |

Hs-250
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ANNEXE I

Résultats des CMIs des souches bactériennes testées

Annexe I

25 mg/ml
0,03~ 0,06 0,125 0,25 0,5 2
Staphylococcus a. + + + 0 0 0 0
Bacillus s. + + + + [] [] []
Pseudomonas a. + + + + + [] 0
Klebsiella p. + + + + + + O
Escherichia c. + + + + + + +
*. Dilution en pourcentage
+ : Croissance bactérienne
] :Pas de croissance bactérienne
50 mg/ml
0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 2
Staphylococcus a. + + O O O O O
Bacillus s. + + + [] [ 0 B
Pseudomonas a. + + + + [] [] []
Klebsiella p. + + + + + 0 0
Escherichia c. + + + + + + +
100 mg/ml
0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
Staphylococcus a. + + 0 0 O 0 0
Bacillus s. + + + [] (] [] []
Pseudomonas a. + + + 0 O 0 B
Klebsiella p. + + + + O O O
Escherichia c. + + + + + + +
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Annexe I

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. + + + + + + 0
Klebsiella p. + + + + + + +
Escherichia c. + + + + + + +
*: Dilution en pourcentage
+ : Croissance bactérienne
"1 :Pas de croissance bactérienne
50 mg/ml
0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
Staphylococcus a. + + + + + + +
Bacillus s. + + + 0 0 0 [
Pseudomonas a. + + + + + + 0
Klebsiella p. + + + + + + +
Escherichia c. + + + + + + +
100 mg/ml
0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
Staphylococcus a. + + + + + (] 0
Bacillus s. + + + 0 0 0 [
Pseudomonas a. + + + + + (] 0
Klebsiella p. + + + + + + +
Escherichia c. + + + + + + +
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