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Introduction

L'oxydation des lipides est, de méme, considérée comme l'une des réactions majeures
correspondant a la dégradation de la qualité¢ de l'huile durant la cuisson et la friture. Il s'agit
d'un probléme qui touche, principalement, les produits industriels. En effet, I'oxydation des
lipides entraine une diminution de la qualité organoleptique du produit non seulement par la
formation d'odeur et gotlit rances mais ¢galement par la diminution de la qualité nutritionnelle.
Cette derniere se manifeste a travers la formation de radicaux libres, d'hydrocarbures,
d'aldéhydes, de cétones, d'acides, d'esters, de peroxydes. Ces ¢léments constituent, pour la
plupart, des composés toxiques, voire, cancérigénes, favorisant le développement de certaines

maladies telle que 1'artériosclérose (Wu et Nawar, 1986 ; Kubow, 1990).

Parmi les diverses solutions technologiques possibles, 'addition d'agents antioxydants aux
huiles et aux aliments riches en lipides est pratiquée depuis fort longtemps (Gertz, 2000),.
Toutefois, les antioxydants synthétiques comme le butylhydroxytoluéne (BHT) et
terbutylhydroxyanisol (BHA) ont des effets négatifs sur la santé humaine (Farag et al., 2003)
et sont facilement volatiles a haute température. L'ampleur de ce probléme a fait que des
antioxydants naturels deviennent de plus en plus recommandés pour remplacer les
antioxydants synthétiques. Dans cette démarche, la stabilisation des huiles végétales, , dont
l'oxydation mene a la réduction de la qualité des huiles et des aliments frits, a fait 1'objet de
nombreuses recherches ayant opté pour l'utilisation des antioxydants naturels a pouvoir

antioxydant remarquable (Gertz, 2000 ;Warner, 2002).

Les composés phénoliques sont les antioxydants naturels les plus importants qui se trouvent
dans les différentes parties des plantes (fruit, feuilles, pelures, graines...). Ils possédent une
structure chimique ayant une capacité a piéger les radicaux libres, réagir comme donneurs

d’¢lectrons ou de protons et chélater des ions métalliques (Rice-Evans et al., 1996).

L’industrie de transformation des fruits et légumes génére de grandes quantités de déchets
comme les pelures et les graines qui sont jetés dans I’environnement engendrant des
conséquences négatives. Pour remédier a ce probléme, ces déchets peuvent étre considérés
comme des sous-produits et exploités pour la production des additifs alimentaires et
antioxydants naturels de haute valeur nutritionnelle présentant un avantage économique
(Babbar et al. 2012). Les antioxydants issus des sous-produits agroalimentaires ont un role
dans 1’amélioration de la stabilit¢ oxydative d’un aliment par la prévention de la peroxydation

des lipides (Gordon, 1990).



Introduction

La valorisation des fruits et Iégumes sous forme de produits séchés, concentrés, congelés, etc.
conduit a I’apparition d’une gamme variée de sous-produits et déchets composés notamment

de pulpe de fruits, de peaux et de pépins (Grigoras, 2012).

Les pelures et les grains des fruits et Iégumes sont connus par leur richesse en antioxydants,

notamment, les composés phénolique (Garcia-Jares et al. 2015).

Le but de ce travail est d'extraire des substances bioactives a partir de pépins de raisin, et
pelure de grenade, pour les incorporer dans I’huile de table (huile de soja) afin étudier sa
stabilit¢ oxydative ainsi que son activité antioxydante. Quelle est donc le meilleur sous
produit qui peut stabiliser I’oxydation de 1’huile de soja ?

Ce travail et axé sur deux parties principales :

» Synthése bibliographique : portée sur les sous produits, huile de soja et oxydation et
antioxydants
» Expérimentation :
% La premiére étape est consacrée pour la partiec matériel et méthodes ou seront
développé les protocoles expérimentaux.

++ La deuxiéme étape est consacrée pour la partie résultats et discussion.
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Synthése bibliographique Sous-produits

|. Généralitéssur leraisin

Leraisin est le fruit de la vigne cultivé(Vitis vinifera).C’ est |e deuxieme fruit le plus cultivé
au monde. Il se présente sous la forme degrappe composée de nombreux grains, qui sont sur
le plan botanique des baies, de petitetaille et de couleur claire : le raisin blanc (verdatre,
jaunédtre, jaune doré) ou plus foncée; leraisin rouge (rose ou noir-violet).Vitis
viniferaoriginaire d’ Europe |a ou découlent tous les grands cépagespourle vin et le raisin de
table.(Chiraet al., 2008).

Figure 1. Anatomie d une grappe et d’ une baie de raisin (Doumouya, 2014).

|.1 Pépin deraisin

Le pépin de raisin fait partie des graines abuminées. Chaque pépin est composé d' un
embryon entouré d’'un albumen. L’ensemble des trois parties du tégument (interne,
intermédiaire et externe) constitue la coque ligneuse du pépin, entourant I’albumen. Enfin,
une fine cuticule constitue la derniére assise cdllulaire du pépin. La couleur des pépins évolue

du vert au marron au cours de leur développement (Cadot etal. 2006).

Figure 2 : Représentation du pépin deraisin et de ses structures cellulaires(L evadoux, 1951)
C : cotylédons ; E : endosperme (albumen) ; EM : embryon ; Ep : épiderme; |1 : tégument
inférieur ; M1 : tégument intermédiaire ; Ol : tégument supérieur ; R : radicule.



Synthése bibliographique Sous-produits

[.2 Valeur nutritionnelle du pépin deraisin

Le pépin de raisin contient une quantité élevée dhuile comestible de tres grande
gualité,connue pour ses vertus alimentaires et ses propriétés diététiques. Autre son utilisation
endiététique, elle est aussi employée pour la fabrication de produits cosmétiques : sa richesse
en acides gras essentiels alliée a une grande fluidité, en fait une excellente huile de massage.
Les pépins de raisins étant tres riches en oligomeres proanthocyanidiques de catéchine
etd’ épicatéchine (OPC), nous en retrouvons une grande quantité dans |’ huile. Elle a également
despropriétés antioxydantes qui vont lui permettre de lutter contre les radicaux libres et donc
contre le vieillissement prématuré des cellules : elle aide & combattre les rides et le

reléachement cutané et arenforcer lafibre capillaire (Demelin, 2012).

| .3 Composition chimique du pépin deraisin

Le pépin représente jusgu’ a 6% du poids total de la baie. En principe, en nhombre de quatre
dans la plupart des cépages, leur nombre peut varier a la suite de mauvaises fécondations des
fleurs(Amrani et Glories, 1995 ; Cadot et al., 2006).

La composition biochimique globale des pépins matures est donnée dans le tableau I.

Tableau |: Composition biochimique des pépins(Cabanis etal. 1998).

Constituants Teneursexpriméesen %
poidsfrais
Eau 25-45%
Compose glucidique 34 - 36%
Lipides 13 -20%
Matieres azotées 4 - 6.5%
Tanins 4-10%

M atieres minérales 2-4%
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I1.Généralitéssur la grenade

Le grenadier ou le Punicagranatumfait partie des espéces médicinales. C’est une espece qui
appartient a la famille de Punicaceae. C'est un arbre ou arbuste buissonnant de 2 a5 m de
hauteur, 1égerement épineux, au feuillage caduc et au tronc tortueux (Lairini et al., 2014). Ses
fruits contiennent de nombreuses graines, chacun enrobé dans une pulpe géatineuse rouge
cramoisi, le tout enveloppé dans une peau (écorce) coriace dont la couleur peut aler du jaune

au rouge foncé (Hmid, 2013).

Figure 3: Le grenadier, Punicagranatum L. (Anonymel, 1885)

La patrie phylogénétique du Grenadier (Punica granatum Linné) se trouve selon certains
botanistes, dans toute la vaste région englobant I’lran, |’ Afghanistan et la Transcaucasie
orientale. On observe dans ces pays une multitude de formes spontanées et de variétés
cultivées(Evrenoff, 1957).

Le grenadier est cultivé dans la plupart des régions a climat chaud, car il a besoin de fortes

chaleurs pendant toute la période de fructification (M elgar g 0, 1993).



Synthése bibliographique Sous-produits

1.1 Valeur nutritionnelle de la partie comestible de la grenade

Tableau Il : Composition nutritionnelle de la partie comestible (L’ officinal Phytothérapie
Nature et Santé, 2011)

Grenade (valeur nutritive pour 100g)

Eau: 79 a80% Matiére azotée : 1.2% Mat hydrocarbonée: 16% | Fibres: 3a3.5g
Proténes: 19 Lipides: 0.5g Glucides: 13g
Sels minéraux & oligo-éléments

Potassium : 250 mg Phosphore : 22 mg Cacium: 11 mg Magnésium : 5mg
Sodium : 5 mg Fer:1mg Zinc : 200 pg Cuivre: 100 ug

Manganese : 100 g

Vitamines

Vitamines C : 20mg Vitamines B1 : 30 ug Vitamines B2 : 20 ug B3/PP/Niacine : 20ug
Vitamines B5 : 50ug Vitamines B6 : 10 ug Vitamines A : 30 ug

I1.2Ecorce de grenade

L’ écorce du fruit du grenadier est également appelée « malicorium ». |l s'agit de la partie
dure du fruit. Elle est généralement utilisée séchée, sous la forme de morceaux brunétres ou
vert rougedtre a I’ extérieur, un peu verruqueux, brillants, jaunatres sur la face intérieure
concave, portant souvent |I’empreinte des graines qui y étaient appliquées (Wald, 2009).

Ces fragments sont de consistance coriace. Ils sont formés d’un parenchyme de cellules a
parois minces, au milieu desquelles on distingue des groupes de cellules pierreuses et des
faisceaux fibro-vasculaires. La saveur de |’écorce de grenade est amére et astringente.

(Planchon etal., 1875).

[1.3 Composition chimique de I’ écor ce de grenade

Diverses propriétés biologiques démontrées par lapeau de grenade ont été associées a la
présence de flavonoides et de tanins. Parmi les graines, la pelure et le jus, la peureest le
constituant qui possede une activité antioxydantela plus élevée in vitro, en bonne corréation
avec la teneur élevée en polyphénols (Guo et al., 2007 ; Li et al., 2006).Cette partie du fruit
contient les punicalagins, les elagitannins typiques de la grenade. La punicalagine fait partie
d'une famille d'élagitanins qui comprend les tanins mineurs appelés punicaline et acide
galagique. Tous ces elagitannins ont la capacité d'étre hydrolysés en acide ellagique, ce qui
entraine une libération prolongée de cet acide dans le sang. La punicalagine est un polyphénol

volumineux, dont le poids moléculaire est supérieur a 1000 (Faria et al., 2011).



Hulle de soja



Synthése bibliographique Huile de soja

I. Soja

Le soja congtitue la principale graine oléagineuse produite dans le monde, en raison de ses
caractéristiquesagronomiques, ses protéines de haute qualité ainsi que pour la valeur de son
huile comestible (Gunstone et Wang, 2002).

| .1Description botanique dela plante

Le soja ou soya (Glycine max L),est une plante protéo-ol éagineuse grimpante dela famille des
fabacées proche du haricot, ses graines constituent les aliments naturels lesplus riches, a usage
alimentaire et non aimentaire(Bertrand et al.,1984).

Les tigesdressees ayant une longueur de 0,03m a 1m, sont couvertes de poils roux et
étalées.Les feuilles trifoliées entieres et opposees sont des gousses velues, longues de 3 a 8
cmde forme droite ou arquées, et contiennent en générale 2 a4 graines. Les fleurs, blanchesou
pourpres, de petites tailles, apparaissent a l'aisselle des feuilles, groupées en grappesde 3 a
5(Allain et al., 1999).

Figure 4 : Description des différentes parties de la plante (Anonyme, 2013).

I1.Huilede soja
L’ huile de soja est fluide et d'un jaune plus ou moins foncé suivant la nature des graines et les

procédés d'extraction. Fraiche, elle a une saveur assez prononcée d'haricot qui Satténue peu a
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peu. Elle est riche en acides gras polyinsaturés et notamment en acide gras essentiel

linoléique. Elle est recommandée pour les assaisonnements (Cossut et al. 2002).

1.1 Composition del’huile de soja

L’ huile de soja est une huile trés digeste de grande qualité qui possede les vitamines A, E, K
et les phytostérols(L abat, 2013). Elle est pauvre en acides gras mono-insatures et satures, elle
fait partie des huiles les plus riches en acides gras polyinsaturés totalisant 54 a 72 % des
lipides totaux (Lecerf, 2011). Parmi ces acides gras polyinsaturés, I’ acide linoléique (oméga
6) et aphalinolénique (oméga 3) qui font parti des principaux acides gras essentiels pour
I’organisme (Ward et Singh, 2005).La composition moyenne de |’ huile de soja en acides gras
est illustrée dansle Tableau I11.

Tableau I11: Teneurs en acides gras de I'huile de soja (en %) (L ecerf, 2011).

Acide gras saturés Acide gras monoinsaturés | Acide gras polyinsaturés

Acide stéarique (3-6%). Acide oléique (17-26%). Acide linoléique 50-62%

Acide palmitique (8-13%). Acide apha-linolénique
(4-10%)

I1.2 Production mondiale

Les surfaces de soja dans le monde ont considérablement augmenté et placé cette culture au
premier rang des oléagineux, avec plus de la moitié de la production planétaire de graines.
Son développement a été tiré par la demande en tourteaux émanant des élevages, d abord
européens et nord-américains et, par la suite, par des pays du bloc asiatique ; Chine en téte.
Par conséquent, s sa culture reste concentrée entres les mains de trois grands pays du
continent américain : Etats-Unis, Brésil et Argentine, la consommation des graines, des
tourteaux et de I'huile de soja est davantage répartie a travers le monde, avec pour,
consequence d'intenses échanges internationaux (30 a 35 % des produits du soja sont
échangés (labaletteet al. 2010). La figure 5 représente la production du soja dans les
principaux pays producteurs dans le monde.
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Figure5 : Principaux pays producteurs de soja dans |le monde en 2010(labaletteet al. 2010).

I11.Raffinage del'huile de soja

[11.1 Définition du raffinage
Le raffinage est une opération destinée a débarrasser les huiles alimentaires des impuretés
présentes (pigments, pesticides...), afin de leur conférer un go(t discret et a permettre leur
bonne conservation.(Cossutetal., 2002).
Le raffinage a pour objectif :

% déiminer les produits d'oxydation et de décomposition ;

< demodifier la structure des triglycérides nécessaires ;

% deréduirele niveau delacouleur ;

% de préserver le contenu en vitamines ;

s deminimiser les pertes en triglycéride ;

% de protéger les triglycérides de |la dégradation au cours du processus (Francois,

1974).
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[11.2 Procédés du raffinage

» Raffinage chimique et physique
Il existe deux types de raffinage : chimique et « physique », qu'il conviendrait mieux
d appeler « distillation neutralisante ». Le raffinage chimique élimine les acides gras libres
par une étape de neutralisation ala soude ; la distillation neutralisante élimine ces composés
indésirables (désacidification) par distillation sous vide pousse avec injection de

vapeur(Pages, 2010).

» Dégommage enzymatique
La méhode la plus récente pour dégommer les huiles végétales est le dégommage
enzymatique. D’autre part, il existe le procédé EnzyMax de Lurgi, qui a été développé
spécidlement pour I'élimination spécifiquedes phosphatides non hydratables. Il utilise
I'hydrolyse enzymatique catalysée d'un phosphatide en lyso-phosphatide(Buchold etal.,
1993).

[11.3 Etapes du raffinage chimique

> Dégommage
Cette opération, qui consiste en I'gjout d'acide et/ou d'eau aux huiles brutes, permet
d éiminer les 0,2 a 1,8 % de phospholipides qu’ elles contiennent. Seul environ 3 % d'eau
sont gjoutés a | huile brute de soja. Apres malaxage, centrifugation et séchage des gommes
formées, lalécithine est récupérée afin d’ étre val orisee(Régisetal .2016).

> Neutralisation
Les acides gras libres, dont les teneurs dans les huiles varient entre 0,3 et 5 %, sont extraits au
cours de la neutralisation. Cette étape du procédé consiste en |’ gjout d’ une solution de soude,
dont la concentration dépend de |’ acidité de I’ huile, aux mélanges issus du dégommage. Apres
mélange et centrifugation, les pates de neutralisation formées sont lavées a |’ eau a plusieurs
reprises avant d’ étre sechées sous vide(Régisetal .2016).

> Lavage et séchage
Un a deux lavage(s) a |’eau chaude permet d’ éliminer la quasi-totalité des traces de savons
résiduels. Puis |'huile est séchée par pulvérisation sous vide a environ 90°C
(Cossutetal .,2002).
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> Décoloration

Dans un décolorateur contenant de I’huile a 90—110 C sont introduits de 0,2 a 2 % d’agents
d adsorption tels que les terres décolorantes. Apres une mise en contact de 30 min sous
agitation et sous vide pousse, I'huile est refroidie puis filtrée afin d’en extraire les pigments
encore présents (Régis etal.2016).

> Décirage
Cette opéation de purification complémentaire a pour but d’éiminer les cires naturelles,
solubles a 40°C, mais tres peu solubles a température ambiante. La présence de ces cires se
traduit par des défauts d’ aspect divers (trouble, dépbt, flocons) qui nuisent ala présentation du
produit. Un refroidissement de |"huile aux environs de 5°C est nécessaire pour assurer la
cristallisation compléte des cires qui seront séparées de |’ huile par centrifugation et filtration
(Cossutetal ., 2002).

» Deésodorisation
Les composés volatils contenus dans I” huile sont enlevés par entrainement a la vapeur d eau
sous vide trés pousséa 180-240 -C (Régis etal.2016).

Dand’ Annexe I figure un diagramme résumant les étapes du raffinage chimique des huiles
végétales brutes.

11
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|. Oxydation
|.10xydation deslipides

L'oxydation des lipides se traduit par une perte de la vaeur nutritionnelle des
produitsalimentaires etpar |a détérioration de leurs qualités sensorielles. L'oxydation rend non
seulement lanourriture moins acceptable ou inacceptable par le consommateur, mais aussi,
cause degrandes pertes économiques al'industrie alimentaire (Kim etal. 2007).

La réaction d'oxydation des lipides est initiée entre les acides gras, le plus
souvent,polyinsaturés, et I’ oxygeéne. Durant cdlle-ci, plusieurs réactions de décompositions et
depolymeérisations interviennent simultanément conduisant a la formation d’un mélange de
différents produits de réaction : adéhydes, cétones, acools, hydrocarbures et polymeres
responsables des caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques (rancissement) des
lipides gras oxydés (Jeantet et al. 2008).

| .2M écanisme d’ oxydation
|.2.1Types d’ oxydation
> Auto-oxydation : L'auto oxydation est un enchainement de réactions radicalaires
qui sedéroulent en 3 étapes:
e |nitiation :C’est la phase de déclenchement oul se forme un premier radical libre. En
présence d'un initiateur ; les acides gras insaturés (RH) perdent un hydrogene a proximité de
la double liaison pour former des radicaux libres (R°) (1). Cette réaction peut étre produite par

une dissociation thermique, par des catalyseurs métalliques ou par des radiations ionisantes
avec ou sans intervention de substances photos sensibilisatrices (Frankel, 1980).

RH - R+H(Q.

e Réaction de propagation : Les radicaux libres akyles (R°) formés lors de
I’initiation, fixent |’ oxygene moléculaire(O2) et forment des radicaux libres peroxydes (ROO-)
instables (2) quipeuvent réagir avec une nouvelle molécule d’ acide gras insaturée et conduire
alaformation d’un néo-radical et unhydroperoxyde (ROOH) (3), selon les réactions suivantes
(Marc etal.2004 ; M ezita, 2009 ; Poaty, 2009).

R+0, _— ROO (2.
ROO+RH — ROOH +R'(3).

12
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o Réaction de terminaison :les radicaux libres dans le milieu réagissent entres eux
et forment des substances non radicalaires(Frankel, 1980).

. . —
R+ R —  R-R
ROO + ROO’ ROOR + O, = produits non radicalaires
R+ROO° —— ROOR
_

» Photo-oxydation : Elle est initiée par la lumiére en présence de photo-
sensibilisateurs qui sont de deux types::
Typel : telle que lariboflavine agissant comme les radicaux libres initiateurs.
Type |l : telle que la chlorophylle et I’ érythrosyne qui réagissent dans leur état excité avec
I’ oxygene triplet pour donner de I’ oxygéne singulet, ce dernier est tres éectrophile et peut
réagir directement sur des acides grasinsaturés formant ainsi des hydroperoxydes ROOH, ces

derniers sont différents de ceux formés par auto-oxydation (Frankel, 1998).

» Oxydation enzymatique : Le phénoméne d’ oxydation des acides gras insaturés
(AGI) peut ére dorigineenzymatique et I'enzyme, principalement, impliquée est la
lipoxygenase (Eymard, 2003). L’ oxydation enzymatique se fait selon laréaction suivant :

Lipoxygénase + O,

AGI —— > Peroxydesd’acides gras——— hydroper oxydes

|.2.2Facteur sinfluencant I’ oxydation

Un phénomene purement chimique et spontané lorsque les AGI sont en présence d’ oxygene
aimosphérique; on parle du rancissement oxydatif, notons aussi que la lumiere ou
latempérature sont des facteurs accélérateurs mais ne sont pas des é éments nécessaires et
suffisants pour déclencher des phénomenes d’ oxydation (Judde, 2004).L e tableau |V montre

les différents facteurs qui favorisent I’ oxydation.

13
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Tableau IV : Lesfacteurs favorisants I’ oxydation (M ulton, 2002).

Facteursinterne Facteurs externes

*Nature et/ou la qualité de la matiére grasse

. N
*Insaturations (nombre et position). Oxygene.

* p
* Dispersion (augmentant la surface Temperatures.
d’ échangeavec O2). N,

*Activité de |’ eau> 0,3 (favorisant
I’ oxydationenzymatique et I’ activité des
métaux).

*Lumiere (radiation UV ou ionisation).

* Enzymes (lipases, lipoxygénases).

* Pigments (catal ysant |a photo-oxydation).
*Métaux de transition (fer, cuivre).
* Les traces de photosensibilisateurs.

* Absence d’ antioxydants naturels.

[1. Antioxydants

Certaines molécules naturellement présentes dans les aliments exercent une actionanti oxydant
sur les lipides soit en limitant la propagation des radicaux libres, soit par uncontrle de
I’ activité des catalyseurs de |’ oxydation (Jeantet et al., 2008).

[1.1. Définition

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, lorsqu’elle est présente a faible
concentration par rapport a un substrat oxydable, retarde ou empéche de facon significative
I’ oxydation de ce substrat (Halliwell et al., 1989).

Les antioxydants sont largement présents dans nos aiments, soit sous forme naturelle, soit
sous forme d'additifs utilisés dans l'industrie agroalimentaire (Tanguy et Begué-Simon,
2009).

[1.2. Classes d’ antioxydants
Les antioxydants sont classés selon leurs cibles et leurs mécanismes d’' action ou selon leurs

origines :
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[1.2.1 Mécanisme d’ action des antioxydants
Il'y a deux options pour retarder la réaction d’ oxydation:Soit intercepter les radicaux libres
responsables de la réaction en chaine (antioxydants primaires) ou aors éviter la
décomposition des hydroperoxydes dans les radicaux libres (antioxydants secondaires)
(Kouame, 2004).
e Antioxydants primaires: Egaement appelés antiradicaaires, sont des molécules
capables de bloquer les radicaux lipidiques Le, LOs et LOOe par transfert d’un hydrogene,
I”antioxydant devient alors lui méme porteur d’un radicalmais a la différence des radicaux
lipidiques, il est peu réactif, ce qui stoppe la propagation radicalaire (Cuvelier et Maillard,
2012).

LOO+ + AOH —-LOOH + AO-

e Antioxydants secondaires: ils agissent par des mécanismes indirects tels que la
chélation des ions métalliques ou la réduction d oxygene. On les appelle aussi antioxydants
préventifs car ils viennent compléter les moyens de prévention de |’ oxydation, ou encore
synergique car ils sont souvent employés en combinaison avec les antiradicalaires dont ils
renforcent I’ action.(Cuvelier et Maillard, 2012).

[1.2.2 Origine des antioxydants

e Antioxydants synthétiques: Afin de préserver la saveur et la couleur et éviter la
destruction des vitamines ; |’ gjout des antioxydants est nécessaire. Les types synthétiques, les
plus souvent utilises pour conserver les aiments sont hydroxyanisolebutylé (BHA),
hydroxytoluenebutylé (BHT), le galate de propyle (PG) et |I'hydroquinone de tert-butyle
(TBHQ) (Sherwin, 1990; Wanasundara et Shahidi, 1998).

e Antioxydants naturels: Les matiéres végétales contiennent de nombreux
composes ayant une activité antioxydante. Plusieurs plantes ont été étudiées en tant que
sources d'antioxydants naturels potentiellement sirs pour I'industrie aimentaire;divers
COmposés ont été isolés, dont beaucoup sont des polyphénols. Une large gamme de composés
polyphénoliques végétaux de baset de haut poids moléculaire présentant des propriétés
antioxydantes a été étudiée et proposée pour la protection contre |'oxydation des lipides
(Hagerman et al., 1998).
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Le remplacement d’ antioxydants synthétiques par des antioxydants naturels peut présenter des
avantages en termes d’incidences sur la santé et de fonctionnalités telles que la solubilité dans
I"huile et dans I’ eau, d'intérét pour les émulsions, dans les systémes alimentaires (Reglero et
al., 1999).

L es substances antioxydantes naturelles doivent également faire I’ objet de test de sécurité. La
prudence concernant |'hypothése d’innocuité des antioxydants naturels a souvent été
recommandée, car le fait qu’un antioxydant provienne d’une source naturelle ne prouve pas
I’innocuité de celui-ci (Hattoriet al., 1998).
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|. Matérielvégétal
Les matiéres végétales utilisées au cours de notre étude sont : écorce de grenade, pépins de
raisin.On sest intéresse a en extraire les substances bioactivespour évaluer leur effet

antioxydant sur I'huile de soja

|.1 Classification taxonomique
Tableau V : Laclassification taxinomique de Punica granatum (Nizamulet al., 2015) et
Vitisvinifera (Ghedira et al., 2012).

Punica granatum Vitisvinifera
Régne Plantae Régne Plantae
Division Magnoliophyta Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales Ordre Vitales
Famille Punicaceae Famille Vitaceae
Genre Punica Genre Vitis
Espece Granatum Especes Vitis vinifera

| .2préparation du matériel végétale

Les échantillons sont achetés sur le marché local. Une fois au laboratoire, les écorces de
grenades et les pépins de raisins sont récupérés, puis séchésa I’ éuve & 40 C pendant quelque
jour jusqu'a stabilité du poids. Une fois séchées on procéde a un broyage al’ aide d’ un broyeur
a café, les poudres obtenues son tamisees a I’aide d'un tamiseur éectrique, et la dimension
des pores est < 250um, pour obtenir des poudresbien lisse.Cesdernieressont conservées a

température ambiante al’ abrie de lalumiére et de I’ humidité dans des flacons en verre.

séchage broyage
2

Poudres broyées et
tamisees

Peluresfraiches Pelur es séchées

Figure 6 : Préparation des poudres de pelures
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.3 Choix del’huile

Dans cette étude, I’ huile de soja fabriquée par CEVITAL afait I’objet d’un enrichissement
par des extraits phénoliques d’ écorces de grenade et des pépins deraisins.

Avant |’ enrichissement, I huile de soja raffinée a subit un ensemble d’ analyses chimiques au
niveau du laboratoire (Acidité, indice de peroxyde et extinction spécifique dans I’ UV) afin de

vérifier saqualité.
II. Caractérisation d’ écorces de grenade et grainsderaisins

[1.1 Extraction des polyphénols

L’ extraction des composes phénoliques est réalisée selon la méthode décrite par Chougui et
al., (2014), 10g de poudre est laissée macérer dans 100ml d’ éhanol-eau (70%-30%) pendant
2h atempérature ambiante. Apres agitation le mélange est filtré al’aide d'un papier filtre, les
résidus de poudres subissent une deuxieme extraction cette fois ci avec 50ml éthanol-eau et
agité pendant 1h. Le solvant est évaporé a I’aided un évaporateur rotatifet I’ extrait sec est

conservé a4°C en attendant les anal yses.

Filtration al’aided un

Macération pendant 2h e
papier filtre

L’ extrait et conservée
Rota vapeur pour a4°C

récupéré I’ extrait

Figure 7 : Etape d’ extraction des composes phénoliques.
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I1.2 Dosage des composes phénoliques totaux

L’ estimation de la teneur en composeés phénoliques totaux (PPT) est réalisee par la méthode

colorimétrique au réactif de Folin Cieucalteu décrite par Li et al., (2006),

e Principe
Le réactif est constitué par un méange d’ acide phosphotungstique (H3PW12040) et d acide

phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d oxydes bleus de tungsténe et de molybdene (Ribéreau-Gayon, 1968). La
coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 760 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux. (Nathalie,
Jean-paul, 2006).

e Mode opératoire

Le protocole adopté est celui de Li etal. (2006), dans des tubes a essai, 0,5ml de |’ extrait
méthanolique de I’ EG et des GR est mélangé a 2.5ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué a (1/10).
Apres 2min a I’ obscurité, on goute 2 ml de carbonate de sodium (N&COs) (759 /L).Le
mélange réactionnedl est incubé dans un bain marie a 50°C pendant 15min, apres
refroidissement |’ absorbance est mesurée a 760 nm. Un blanc est préparé dans les mémes
conditions, en remplacant I’ extrait méthanolique par |le méthanol.Les polyphenols totaux sont
guantifiés en se référanta une courbed’ éalonnage réalisée avec |’ acide gallique représentée
dans I’annexe I1. Les résultats sont exprimés enéquivalent acide gallique par 100 gramme de
poudre seche (mg EAG/100g PS).

[11. Activité antioxydant d’ écor ces de grenade et grainsderaisins
[11.1 Activité antiradicalaire sur leradical DPPH*

e Principe
Le diphényle picryl-hydrazyle (DPPH®), un radica libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517nm. La couleur violette disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picrylhydrazine (DPPH-H) par un composé a
propriété antiradicalaire (AH) n, entrainant ainsi une décoloration (I’ intensité de la col oration
estinversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a
donnerdes protons) (Sanchez-Moreno, 2002).0n peut résumer la réaction de la maniere
suivante: DPPH +(AH)n ———» DPPH-H + (A)n
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e Mode opératoire
Letest est réalisé en suivant la méthode décrite par Sahinet al., (2004), dans des tubes a essai
on aintroduit 2,9 ml de la solution méthanolique du radica DPPHauquel on a ajouté100pl
d’ extrait méhanoliqgue a différentes concentrations pour déerminer la concentration
inhibitrice 50 (1Csp), le mélange est incubé pendant 30min a I’ obscurité et |’ absorbance est
mesurée a 515nm.Un contréle est préparé en mélangeant une quantité de la solution de DPPH
avec le méthanol.

Le pourcentage d' inhibition du radical DPPH est calculé selon laformule suivante :

% d’inhibition = [(Abs, — Abs)/Abs]* 100

Abs. :absorbances du Control ;
Abs.:absorbances de I’ échantillon.

111.2 Activité réductrice du molybdate

e Principe
Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo(V1) présent sous laforme d’ions
molybdate MoO4 2- en molybdéne Mo(V)MoO2+,en présence de I’ extrait pour former un
complexe vert de phosphate/ Mo(V) dans un milieu acide (Prietoet al., 1999).

e Mode opératoire
L’ activité réductrice des extraits est évaluée par la méthode de phosphomolybdene de Prieto
et al., (1999), 0.2ml de chaque extrait a différent concentration sont ajoutés a 2ml de la
solution du phosphomolybdate. Les tubes sont incubés a 95°C pendant 1h. Apres
refroidissement, |’absorbance des solutions est mesurée a 695nm.L’activité réductrice du

molybdate est exprimée en concentration efficace 50 (ECso).

V. Enrichissement del’ huile de soja

IV.1. Procedured’enrichissement

L’ enrichissement de I’ huile de soja est réalisé comme suit :Des quantités d’ extrait d’ écorces
de grenades et de pépins de raisins sont pesés puis dissoutes dans un volume approprié d’ eau
digtillé, afin d obtenir la concentration de I’ huile en extrait désirée: C1 ppm, C2 ppm et C3
ppm. Apres |’ gjout des extraits, les huiles sont agitées pendant 30 min, ensuite on a procédé a

la sonication des mélanges pour une dissolution compléte des extraits dans I’ huile. La méme
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procédure d’enrichissement est suivie pour la a-tocophérol utilisés comme standards a une

concentration de 100 ppm.

IV.2. Etude del’ activité antioxydante de |’ huile enrichie

L’ activité antioxydante des huiles enrichies est évaluée par le test de réduction du radica
DPPH selon |e protocole décrit par Salta et al. (2010).

e Mode opératoire:
Peser dans des petites fioles de 10ml des quantités variables de I huile de soja enrichie et de
I"huile témoin (de 0.1g a 0,6g) pour obtenir différentes concentrations d huile dans le
chloroforme.
Dans des tubes a essais gjouter 1ml de la solution d huilea 4ml de la solution de DPPH
(DPPH dans le chloroforme, 6x10°M), un contrdle est préparé en paralléle. Aprés incubation
de 30 min a I’ obscurité, I’ absorbance est mesurée a 517 nm. Les pourcentages d’inhibition

sont calculés et les 1Csp sont déterminées graphiquement.

V.3 Test de stabilité oxydative « Rancimat »

Ce test est tres utilisé dans les cahiers des charges pour évaluer la stabilité oxydative des
matieres grasses. La spécification de Temps d’ Induction au test Rancimat, exprimé en heures
correspond au temps pendant lequel la matiére grasse arésisté a un stress oxydatif (Rahmani,
2007).

e Principedu test de Rancimat : (1SO 6886, 2006)
Le principe du test consiste a vieillir prématurément les matiéres grasses par décomposition
thermique a une température specifiée. Elle se fait généralement a des températures alant de
98 a 120° C, et débit d'air de 10 a 20 L/H. Le temps est déterminé par conductimétrie et
correspond au temps d’induction au test de Rancimat ou période d’induction. Lafin de celle-

ci est indiquée lorsque la conductivité se met a augmenter rapidement.

e Mode opératoire :(1SO 6886, 2006)
La stabilité de notre mélange est déterminée al’ aide d’ un appareil Rancimat Metrohm 743.
Un flux d'air fixé a 10 L/H traverse I’ échantillon de 3 g £ 0,01 g pres, chauffé a 98° C. Les
produits de dégradation de cette oxydation poussee, sont entrainés par un courant d’'air et

recueillis dans une cellule de mesure remplie d’eau ultra pure (60 ml) dans laquelle est
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immergée une éectrode de la mesure de la conductivité électrique. L’ électrode est connectée
a un dispositif de mesure et d enregistrement. La fin de la période d’'induction est indiquée
lorsgue la conductivité se met a augmenter rapidement, cette augmentation accélérée est

provoqguée par I'accumulation de produits volatils.

V.4 Mesuredelacouleur (1SO 15305 : 1998).

La couleur joue un role important dans I’ évaluation de la qualité d’ une huile, elle est souvent
liée a la maturité des graine, a la mise en ceuvre approprié ou défectueux d'un traitement
technologique ou de mauvaise conditions d’ entreposage ou un début de détérioration. La
couleur de la lumiére transmise au travers d'une épaisseur connue de corps gras liquide est
comparée a la couleur de la lumiere émise par la méme source et transmise a travers des
éalons chromatiques en verre. La couleur est déterminée a I'aide d'un appareil appelé
colorimétre « LOVIBOND ».

La couleur des huiles est mesurée au niveau du laboratoire de recherche du complexe agro-
alimentaire CEVITAL. L’ échantillon d huile a analyser est filtré puis chauffé a 60°C. La cuve
de Lovibond est remplie au trait indiqué de I’ huile chauffée a 60°C. La couleur est exprimée

en nombre d’ unités rouge (R) et jaune (J).

V.Test d’oxydation accéléréeal’ étuve ou test de Shaal

En se référant ala méthode de Besbes et al.,(2004),la température de 65°C est utilisée comme
méthode rapide permettant de simuler les conditions extrémes de stockage. Tous les
échantillons sont placés dans une série de bouteilles en verre transparentes ayant un volume
de 250 ml, sans bouchon et stockés dans uneétuve a une température fixe de 65°C pendant 35
jours. L’ échantillon témoin est également placé dans |les mémes conditions. Les analyses sont

effectuées adesintervallesréguliersde 7 jours.

V.1.Acidité

e Principe
L’ acidité exprimée conventionnellement en pourcentage d’acide gras prédominant dans le
corps gras, notamment |’ acide olé que pour I’ huile de soja(l SO 660/2009).
La mesure de référence de I’ acidité est réalisée par la méthode normalisée NF EN | SO 660.
Celeci est réadlisee par titrage de I'échantillon solubilise dans un mélange éther

ethylique/éhanol par une solution éhanolique d’ hydroxyde de potassium.
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Le principe est de neutraliser les acides gras par une base en présence de phénol phtaléine.

R-COOH + KOH R-COOK + H20

Acidegras Hydroxyde Savon Eau
de potassium

e Mode opératoire
Peser dans un bécher 5g d’ huile, faire chauffer un volume de 50 ml d'acool éthylique a 95%
et le verser dans le bécher contenant la prise d'essai, gouter quelques gouttes de
phénolphtaléine, agiter et titrer avec la solution de KOH jusqu'a apparition (0,1N) d’'une
couleur rose pale.
Un essai blanc est effectué en I’ absence de matiére grasse et ce afin d’ @liminer une éventuelle
acidité du solvant (1 SO 660/2009).

.. NXVXEG

Acidité = “ToxP

Avec:

N : normalité de KOH;

V : volume dépensé pour e titrage;

P: prised essai;

EG : équivalent gramme de I’ acide gras en laquelle I acidité est exprimée (282 pour I’ acide
oléique).

V.2. Indice de peroxyde

e Principe

L’indice de peroxyde d’ un corps gras est le nombre de microgrammes de peroxyde actif
contenu dans un gramme de produit, ce parameétre nous renseigne sur le degré d’ oxydation de
I"huile (COI, 2015).

L’indice de peroxyde de référence est déterminé par la méthode normalisée NF T 60-220. Le
principe de cette méthode repose sur le titrage par une solution de thiosulfate de sodium des
molécules d'iode libérées par oxydation des iodures par les hydroperoxydes de I’ échantillon
solubilisé dans un mélange acide acétique/chloroforme. Les résultats sont exprimés en
Milliéquivalent d’ oxygéne actif par kilogramme d’ échantillon.

[, + 2Na,S03 — 2Nal  + NaxSOeg
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e Mode opératoire
Peser 59 d'huile dans un bécher, gouter 12ml de chloroforme et 18ml d'acide acétique
glaciale puis 1ml de solution d’iodure de potassium saturé. Boucher aussitét le flacon, I’ agiter
et le laisser 5 minute a labri de la lumiére, a température ambiante. Ajouter 75ml d'eau
digtillé. En agitant vigoureusement et en présence de quelque gouttes d’emplois d’amidon
comme indicateur coloré, titrer I’iode libéré avec |a solution de thiosulfate de sodium (0.01N).
Paralléement ala détermination, effectuer un essai ablancl SO 3960 : 2007.

_ T(V1-V0)

IP x 1000

Avec:

VO : le volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour I’ essai ablanc ;
V1 : levolume en ml de lasolution de thiosulfate de sodium utilisé pour la détermination;
T : lanormalité de la solution de thiosulfate de sodium utilisee ;

m : lamasse en gramme de la prise d essai.

V.3. extinction spécifigue dans I'UV L'examen spectrophotométrique dans
['ultraviolet peut fournir des informations sur la qualité d'une matiére grasse, sur son état de
conservation et sur les modifications dues aux processus technologiques (CEE, 1991). En
effet, |’extinction spécifique d’une huile est une image de son état d oxydation, plus son
extinction a 232 nm est élevée, plus dle est oxydée par la présence d’ hydroperoxyde. De
méme, plus I’extinction a 270 nm est forte, plus I'huile est riche en produits secondaires

d’ oxydation qui traduit ainsi safaible aptitude ala conservation (Wolff, 1968).

e Mode opératoire

Une prise de 0,1 g d’échantillon est dissoute dans 10 ml de cyclohexane, | absorbance de la
solution est mesurée dans une cuve en quartz aux deux longueurs d’onde 232 et 270 nm
contre un blanc contenant uniguement le solvant (COI, 2015). Les extinctions spécifiques a

232 et 270 nm sont cal cul ées comme suit :

E— Abs
T CXL

E : Extinction spécifique alalongueur d’ onde spécifique.

Abs: Densité optique alalongueur d’ onde spécifique.
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C : Concentration de la solution a analyser g/100ml.

L : Longueur delacuve en cm.

VII. Etude statistique

Trois essais sont effectués pour les différentes analyses et des méthodes statistiques
conventionnelles sont utilisées pour calculer les moyennes et les écarts-types des trois
mesures. Une analyse statistique est réalisée pour la comparaison des résultats et la mise en
évidence des différences significatives entre les échantillons, et ce, pour chague paramétre en
appliquant une anayse de la variance (ANOVA) suivie du test de LSD de Fisher al’aide d’un
logiciel STATISTICA 7.1. Le degré de signification des résultats est pris a la probabilité
p<0,05.
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|. Caractérisation des sous produits

| .1Dosage des composés phénoliques totaux

L’ objectif de cette analyse est la quantification des polyphénols totaux (PPT) dans les sous
produits alimentaire (I’ écorce de grenade ; grains de raisins).

Les PPT sont quantifiés en se référent a une courbe d étalonnage réalisée avec |'acide
gdlique(Annexe I 1). Les résultats sont exprimeés en équivalent acide gallique par 100 gramme
de poudre seche, (mg EAG/100g PS).

Les résultats sont représentés dans la figure 8. L’analyse statistique révéle une différence
significative (p<0,05) entre les teneurs en PPT de GR et EG.
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Figure 8 : Teneur en polyphénols totaux des échantillons étudiés.

*Les barres vertical es représentent | écart-type ;
*Les valeurs représentent la moyenne de trois mesures,
*Les valeurs désignées par les lettres différentes présentent des différences significatives a > b;

Les résultats, montrent que la teneur en PPT des écorces de grenade est largement supérieure
acelledesgrainsderaisins avec lesvaleurs de 22143mg EAG/100g PS et

1336 mg EAG/ 100g PS, respectivement.

Concernant |’ écorce de grenadela valeur obtenue pour notre échantillon est plus au moins

similaire acellede Ben Nasr et al., (1996),de la variété tunisien chelfi avec une teneur de
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21690 mg EAG/ 100g PS et celle de Li et al., (2006),de la région Lintong en chine avec une
teneur de 249,4 mg/g PS (24940 mg EAG/ 100g PS). Cependant les résultats obtenus pour
notre échantillon de grains de raisins sont inférieurs a ceux obtenus par Zhou et al., (2016),
avec une valeur de 2297mg EAG/ 100g PS de la région de Nanjing en chine, et supérieurs a
ceux de Anamarija et al., (2009), qui ont enregistrés une valeur de 580 EAG/100g PS de la
variété Zupljanka.
Ces différences avec les résultats des auteurs peuvent étre expliquées par I'influence de
plusieurs facteurs tels que :
- laméthode et conditions d’ extraction ainsi que le solvant utilisg ;

- lavariéte;

- le stade de maturation ;

- le sol et les conditions climatiques etc.

|.2 Activité antioxydant d’ écorces de grenade et grainsderaisins

|.2.1 Activité antiradicalaire sur le DPPH*

L’ activité antiradicalaire des extraits phénoliques de I’écorce de grenade et des grains de
raisins est exprimée en 1C50 déterminée graphiquement a partir des courbes réalisées des
pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations d’ extrait (Annexe I11). Les valeurs
des IC50 sont présentées dans le tableau VI avec mention d' une différence significative &

(P<0,05) entre I’écorce de grenade et les grains de raisins.

Tableau VI : ICsode I’ activité antiradicalaire sur le DPPH des différents extraits

Extrait | Cso(ug/ml)
Grainsderaisins 0,6°+0,025
Ecorcesde grenade 0,08°+0 ,0026

Les valeurs désignées par des lettres différentes présentent des différences significatives (P<0,05)
a>b

La ICso est la concentration de I’ extrait ayant un pourcentage d'inhibition du DPPH de 50%.
Elle permet de comparer entre |’ activité des différents extraits, une faible IC50 est synonyme
d une activité antiradical aire é evée.

D’ apres les résultats I’ extrait d’ écorces degrenade présente une meilleure capacité a piéger le
radical DPPH*
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La ICsp de notre échantillon EG (0,08ug/ml) est supérieure a celle obtenue par Zhang et
al.,(2006),(0,000136 ug/ml) concernant les extraits des écorces de grenade de la méme

variété cultivés a Dagingpi en chine.

Bozan et al., (2008),ont trouvé une valeur de la ICsodes grains de raisins de la variété Papaz
Karas de Tekirdag institut de recherches de vignoble (2,71 pg/ml)qui est supérieure a celle
enregistrée dans notre éude. D’ autre part ; Baydar et al., (2007), ont rapporté lavaleur de la

|Cso de 0,255 pg/mlides extraits de GR cultivés en Turquiequi sont inférieurs a nos résultats.

Ces différences avec les auteurs peuvent étre justifié par : le milieu de culture, |la méthode de

DPPH utilisée ou encore la variété des échantillons.

[.2.2 Activitéreéductrice du molybdate

L’activité réductrice du molybdate est exprimée en ECsp. Les résultats obtenus sont
représentés dans le tableau V11 et les courbes dans!’annexel V.

L’¢tude statistique montre qu’il y’a une différence significative (P<0,05) entre les deux
échantillons.

Tableau VII : ECsy de I’ activité réductrice du molybdate des différents extraits

Extrait ECso (Hg/ml)
Grainsderaisins 0,171333%+0,0198
Ecorcesdegrenade 0,456333°+0 ,0068

Les valeurs désignées par des lettres différentes présentent des différences significatives (P<0,05)
a>b.
Les résultats nous indiquent que I’ extrait d’ EG étudié présente une ECsq plus élevée que celle
des GR. Ce qui implique que les GRpossédent une meilleure activité réductrice du molybdate.

Baydar et al., (2007), ont enregistré des valeurs d ECsp variant entre 0,863 et 0,125 pg/ml
pour les grains de raisinscultivés en Turquie, et la valeur enregistrée pour notre échantillon de

GR est comprise dans cet intervalle.

I1. Caractérisation del’huile de soja

[1.1 Détermination desindices de qualité del’ huile de soja
Le contrdle physico-chimique a pour objectif de garantir un produit de qualité conforme aux

exigences de |’ entreprise.
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Les résultats obtenus lors de la détermination des caractéristiques physico-chimiques de

I” huile de soja raffinée sont résumés dans le tableau VII1.

TableauVII1 :Caractéristiques physico-chimiques de I’ huile de sojaraffinée

Paramétres Valeurs Normes
d’ entreprise
Acidité (%) 0,0846+ 0,0054 0,12 Max
Indice de per oxyde (meq O,/ Kg) 0,2+ 0,1 1 Max
Absor bance dans|’ UV
Kz 3,430+0,0065 3,665
K270 3,056+0,0065 1,437

D’ apres le tableau VIIInous remarquons que I’ acidité de notre échantillon d’huile ainsi que
son indice de peroxyde sont conformes aux normes internes de |’ entreprises CODEX-STAN
210, ce qui témoigne des bonnes conditions du raffinage de I’ huile brute.

Concernant |’ extinction spécifique dans I’UV, K232 répond a la norme préconisée par I'1 SO

(2002). Quant a K270 est relativement élevé donc ne répond pas ala norme.

[11. Enrichissement del’ huile de soja
[11.1 Activité antiradicalairedel’huileenrichie sur leradical DPPH

Lafigure 9 représente les différents résultats de I activité antiradicalaire des huiles enrichies

adifférentes concentrations, standard et I” huile témoin qui sont exprimés en |Cso.

L’ analyse statistique indique qu’il existe une différence significative (p<0,05) entre HG C3 et
HGR C3 et I’ ensemble des huiles enrichies ainsi que I huile témoin. Cependant il n'y a pas de
différence significative (p<0,05) entre HG C2, HGR C2, HG C1, témoin, HGR C1 et
tocol100, toutefois il existe une différence significative (p<0,05) entre HGR C2, HG C1 &t
HGR C1, tocol100.
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Figure 9 : Activité antiradicalaire de I'huile témoin et les huiles enrichies avec les différents

extraits phénoliques sur le DPPH comparés au standard.

Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05) ;
Les barres verticales représentent les écarts types ;
Les valeurs représentent la moyenne de trois mesures ;

D’ aprés les résultats obtenus, les huiles enrichies montrent une activité antiradicalaire plus
importante que I’ huile témoin avec une ICsy de 30,43mg/ml ce qui implique que les extraits
gu’on arajouté ont amélioré |’ activité antioxydante sur le radical DPPH®.

L’ huile enrichie avec 150 ppm d’ extraits phénoliques d’ écorces de grenade possede la 1Cs la
plus faible (18,33mg/ml), amenant la conséquence qu’il manifeste I’ activité la plus importante
contre le radical DPPH, suivi de celle enrichie avec 150 ppm d’ extrait phénoliques de grains
de raisins (21.98mg/ml), vient ensuite HGR C2, tocol00, HG C2, HG C1 et enfin HGR C1
qui exerce I'activité antiradicalaire la plus faible parmi les huilesenrichies avec des I1Cs
respectives de 22,36 mg/ml ; 23,5 mg/ml ; 25,65 mg/ml ; 26,84 mg/ml ; 26,92 mg/ ml.
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[11.2.Test de stabilité oxydative « Rancimat »

Les temps d'induction obtenus par le test au Rancimat des huiles enrichies formulées par
addition d’extraits d’ écorces de grenade et de grains de raisins, standard et I’ huile témoin

formul ées sont représentés dans le tableau X.

Tableau X : Résultats du test au Rancimat des échantillons étudiés.

Echantillon Témoin Standard HG C1 HGR C1
Temps 11,41 14,19 12,35 11,95
d’induction (h)

D’apres le tableau X, nous avons obtenus un temps d’induction pour I’ huile témoin le plus
court par rapport aux restes des échantillons. Ce qui implique gqu’elle présente une faible
stabilité oxydative. A I’opposé du standard a-tocophérol a enregistré un temps plus long.

Nos extraits ont quand méme amélioré la stabilité de I’ huile qui se traduit par I’ élévation du
temps d’induction par rapport au témoin.

Généralement, une période d’induction plus longue indique un effet de conservation meilleur,

une vaeur faible de celle-ci indique une susceptibilité accrue al’ oxydation.

[11.3 Test dela couleur

Danslestableaux | X sont représentés les résultats obtenus pour la couleur des huiles.

Tableau | X : résultat de la couleur del’ huile de soja enrichie, standard et témoin :

Couleur Résultat Normes (1SO15305)
Témoin
Standard (Toco100) | J:14R:10 J:16/R:12

Lamesure de la couleur, qui est un caractére de qualité est exprimée en terme d’ unité rouge et
jaune. Cette mesure indique que I’ échantillon d huile étudiée présente un nombre d’ unités de
jaune (14) et rouge (1.0) pour toutes les huiles enrichies ainsi que le témoin et standard.

Cela signifie que les différents extraits phénoliques rgjoutés a |’ huile n’ont pas eu d'influence

sur lacouleur.
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[11.4 Test de stabilité oxydative (test shaal)

La stabilité oxydative de | huile de soja est évaluée par le test de Shaal. Ce test rend compte
de I’ altération des corps gras par oxydation, inconvénient majeur touchant essentiellement les
acides gras insaturés (Karleskind, 1992). L’ évolution de |’ état d’ oxydation est estimée par
I’indice de peroxyde et I’ extinction spécifique &232 et 270 nm.

v' Acidité
L'acidité libre est un facteur important dans I'évaluation de la qualité de I’ huile. De plus, un
facteur qui fournit des informations sur I’ altération de I'huile par hydrolyse.
Les figures 10,11 représentent I’ évolution de I’ acidité de I'huile de soja enrichie d’ extraits

phénolique de GR et d' EG, respectivement au cours de I’ oxydation accélérée comparée au

témoin.
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Figure 10 : Evolution de I’ acidité de I” huile de soja enrichie en extraits phénoliques de grains

deraisins au cours de |’ oxydation accélérée a 65°C.
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Figure 11 : Evolution de I’ acidité de |” huile de soja enrichie en extraits phénoliques d’ écorces

de grenade au cours de |’ oxydation accél érée a 65°C comparée au témoin.
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L’ analyse des deux graphes montre une augmentation au fur et a mesure des semaines passees
pendant 35 jours. Ceci peut-étre expliqué par I'influence significative de la durée du stockage

atempérature élevée sur I’ hydrolyse de |’ huile.

Lavaleur initiale de |’ acidité de|” huile témoin et les huiles enrichies est de 0,0846 %.

L’ analyse périodique effectuée pendant 35 jours de stockage a 65°C a montrer que I’ acidité
du témoin atteint la valeur la plus importante en acidité (0.2068%), cela s explique par la
I” hydrolyse intense qui se traduit par lalibération des acides gras.

Les différentes huiles enrichies et le standard augmente parallelement au cours du stockage,
avec des acidités plus importantes a J35 pour HG C1 et HGR C1 (0,19%) suivi par HGR C2
(0,18%) ensuite HGR C3 e HG C2 (0.17%), et la valeur la plus faible est attribuée a
Tocol00 et HG C3 (0.16%).

Cette analyse permet de conclure que I’huile enrichie par a-tocophérol et GR C3 ppm ont la

meilleure stabilité du point de vue hydrolyse.

v" Pourcentage deréduction d’acidité

Les résultats du % de réduction d’ acidité (%RA) des huiles enrichies sont représentés dans la

figure 12.
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Figure 12 : Pourcentage de réduction de |'acidité des huiles enrichies et du standard.

Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05) ;
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Les barres verticales représentent les écarts types ;
Les valeurs représentent |la moyenne de trois mesures ;

Les %RA sont calculés pour évaluer 1’action des antioxydants naturels ainsi que a-tocophérol
sur I’inhibition de I’ hydrolyse de notre huile de soja.

D’une part I’étude statistique révele qu’il n’y a pas de différence significative (P < 0,05)
entre HGR C2 et (HGR C1, HG C1), en revanche ces derniéres sont significativement
différentes (P < 0,05) aux reste des huiles enrichies et standard.

D’autre part il n’existe pas de différence significative (P < 0,05) entre Toco100, HG C3,

HG C2 et HGR C3, et ces deux derniéres ne présentent pas eégalement de différence
significative (P < 0,05) avec HGR C2. Cependant a-tocophérol et HG C3 sont
significativement différents (P <0,05) de HGR C2.

D’aprés ’histogramme, ’huile enrichie HG C3 et a-tocophérol enregistrent le %RA le plus
éleve (63,53%) par apport aux restes des huiles enrichies. En revanche laHGR C1 et laHG
C1 enregistrent le plus faible %0RA (47,41%).

Les % de réduction de I’ acidité des différentes huiles enrichies varient selon I’ ordre suivant :
HG C3 =toco100 > HGR C3 ~ HG C2 > HGR C2 > HG C1 =HGR Cl.

v" Indice de peroxyde
La valeur de peroxyde est une mesure de la concentration de peroxydes et d'hydroperoxydes
formés dans les étapes initiales de I'oxydation des lipides. Cette mesureest I'un des tests les
plus largement utilisés pour I’évaluation du rancissement oxydatif dansles huiles et les
graisses (Mohdalyet al., 2010).

Les figures 13, 1l4représentent |’ évolution de I'indice de peroxyde de I” huile de soja enrichie
d’extraits phénolique de GR et d'EG, respectivement au cours de I’oxydation accélérée

comparée au témoin.
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Figure13:

Evolution de |I’indice peroxyde del’ huile de soja enrichie en extraits phénoliques
de grains de raisins au cours de I’ oxydation accél érée a 65°C.
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Figure14:

Evolution de I’indice peroxyde de I” huile de soja enrichie en extraits phénoliques
d’ écorces de grenade au cours de I’ oxydation accélérée a 65°C.

L’ analyse des graphes montrent une augmentation continue de I’indice de peroxyde de | huile

de soja en fonction du temps pour tous les échantillons, Cette augmentation est attribuée a

I’effet du stockage a température élevée sur la formation des hydroperoxydes (produits

primaires d

oxydation).

La valeur initiale de I’indice de peroxyde de |"huile de soja enrichie et I huile témoin est de

0,2 meqO, /kg.A partir de la premiere semaine du stockage (J7) tout les échantillons évoluent
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de la méme facon jusgu’au J35, a I’exception du témoin qui témoigne une augmentation

accrue.

On constate que le témoin a la vaeur d'indice de peroxyde la plus élevée (87 megO, /kg) a
J35 par apport aux différentes huiles enrichies et le standard (a-tocophérol), cela pourrait étre
expligué par la protection des huiles enrichies par les extraits phénoliques contre |’ oxydation.

L’ huile enrichie HGR C3 a une valeur plus importante que les autre échantillons avec un IP
de 62,1 megO, /kg, suivi par HG C3 (59,3 meqO, /kg) ; HGR C2 (57,7 meqO, /kg) ; HG C2
(55,9 megO, /kg) ; a-tocophérol (54,5 meqO, /kg), HGR C1 (52,4 meqO, /kg) et enfin la
teneur la plus faible est celle de HG C1 avec la valeur de 45,8 megO, /kg. En effet plus
I’indice de peroxyde est faible, meilleure est la stabilité oxydative de I"huile au cours du
stockage, et cela est due a la capacité de nos extraits a piéger I’ O, actif par la réduction des

COMpPOSEs primaires au cours de I’ oxydation.

v" Pour centage deréduction d’indice peroxyde

Lafigure 15 représente les %RIP des huiles enrichies.

Les résultats de I'analyse statistique révélent une différence significative (P< 0,05) entre
I”’ensemble des huiles enrichies et le standard Tocol00 a I’ exception de HGR C2 et HG C2,
toute fois ces dernieres sont significativement différentes. Par ailleurs!|’huile enrichie
d’ extraits phénoliques d' écorce de grenade a C2ppm ne montre pas de différence significative
avec HGR C3, celui-ci ne présente pas a son tour de différence significative avec HG C3 qui
lui-méme n'est pas significativement différent a HGR C1. Et enfin la HG C1 est

significativement différente par rapport atoutes les autres huiles.
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Figure 15 : Pourcentage de réduction de I'lP des huiles enrichies et du standard.

Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05) ;
Les barres verticales représentent les écarts types ;
Les valeurs représentent |la moyenne de trois mesures ;

D’ apres I’ histogramme, I” huile enrichie HG C1 enregistre un %RIP plus élevée

(47.47%) par rapport aux restes des huiles enrichies et le standard Toco100. parmi les huiles
enrichiesil yaune faible réduction de I’ P enregistrer pour HGR C3 (28.85%).

Les pourcentages de réduction de I'indice de peroxyde des différentes huiles enrichies varient
selon I’ ordre suivant :

HG C1>HGR C1> Toco100 >HG C2>HGR C2>HG C3>HGRC3.

e Extinction spécifique dans|’ UV

v K232
Le spectre UV fournit des informations sur I'état d'oxydation des huiles. En effet, les produits
d'oxydation des huiles ayant un spectre caractéristique dans |’ UV, en effet les hydroperoxydes
linoléniques et les acides gras oxydés qui sont des dienes résultant de la décomposition des

peroxydes présentent une bande d'absorption au voisinage de 232 nm (Ghar bi etal., 2015).
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Lafigure 16 représente |’ évolution de I’ extinction spécifique K232 de |” huile de soja enrichie

d’ extraits phénoliques d’ écorces de grenade et de grains de raisins.

L’ étude statistique montre qu’il existe une différence significative (P<0,05) entre I’ensemble
des échantillons. Néanmoins GR C2 et G C3 ne sont pas significativement différent (P<0,05).
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Figure 16 : Evolution de I’ extinction spécifique K23, de I” huile de soja enrichie en extraits EG
et GR au cours de |’ oxydation accélérée a 65°C comparée au témoin et au standard.
Farmer et Sutton (2002), ont indiqué que I’ augmentation de |” absorbance due a la formation
des diénes conjugués est proportionnelle a la prise de I'oxygéne et a la formation des

peroxydes pendant la premiére éape d’ oxydation.

L’ absorbance initiale a2 232 de |’ huile de soja enrichie et I huile témoin est de 3,430. La valeur
enregistrée pour |I'huile témoin marque une augmentation accrue durant les 35 jours du
stockage avec la valeur du coefficient d’ extinction la plus importante au dernier jour de
stockage soit 3,65.

Les huiles enrichies a différentes concentration et le standard a-tocophérol a 100 ppm ont
donnée des valeurs inférieures a celle du témoin. Cela peut s expliquer par I’ effet antioxydant
des polyphénols sur laformation des composeés primaires d’ oxydation.

L’ huile enrichie d’ extrait d’ écorces de grenade a Clppm semble étre la plus stable par rapport
aux autres huiles enrichies, standard et huile témoin, ce qui implique que I'extrait d EG

Clppm présenterait une meilleur protection de I huile contre la peroxydation.
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v Pour centage deréduction de I’ extinction spécifique K 53,

La figure 17 représente les %R Koyde I'huile de soja enrichie d extraits phénoliques
d’ écorces de grenade et de grainsderaisins, et du standard.
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Figure 17 : Pourcentage de réduction de I'extinction spécifique dans I’ UV K3, des huiles
enrichies et du standard au cours du stockage a 65°c.

Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05) ;
Les barres verticales représentent les écarts types ;
Les valeurs représentent la moyenne de trois mesures ;

D’ apres |” histogramme, les résultats indiquent que I huile enrichie HG C1 a un pourcentage
plus élevé (96,56%) par apport aux restes des huiles enrichies et le standard Tocol00. parmi
les huiles enrichies il ya une faible valeur qui représente la HGR C3 (95,38%).Les
pourcentages de réduction de I’ extinction spécifique a 232nm des différentes huiles enrichies
varient selon I’ ordre suivant:

HG C1 > HGR C1 > a-tocophérol > HG C2 > HGR C2 = HG C3 > HGR C3.

v K270
La figure 18 représente I'évolution de I'extinction spécifique Kozode I'huile de soja,
enrichie d extraits phénoliques d’ écorces de grenade et de grains de raisins.

39



Expérimentation Résultats et discussion

L’ analyse statistique indique qu’il y a desdifférences significatives (P < 0,05) entre tous les

échantillons.
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Figure 18 : Evolution de I’ extinction spécifique K ,70de I” huile de soja enrichie en extraits
phénoliques d’ EG et de GR au cours de I’ oxydation accélérée & 65°C.

L’ absorbance initiale de I'extinction spécifique K,7o de I'huile de soja enrichie et I'huile
témoin est de 3,056.

D’apres la figure 18 I'extinction spécifique a 270nm de tous leséchantillons a tendance a
augmenter. Ce qui explique gque la formation des produits secondaires d’ oxydation (trienes) a
augmenté |égerement duranttoute la période de stockage a 65°C pour tous les échantillons
étudiés.

L’ huile témoin marque une augmentation différente a celle des huiles enrichies et standard, en
effet savaleur augmente jusqu’ a 3,455 a J35.

En ce qui concerne les huiles enrichies et le standard a-tocophérol, les coefficients
d’ extinction sont plus faibles que ceux de I’ huile témoain.

Plus I’ extinction spécifique a 232nm est forte, plus le corps gras est peroxydé, plus celle a
270nm est forte, plus le corps gras est riche en produits secondaires d oxydation (Wolff,
1991).

v Pourcentage deréduction del’ extinction spécifique K ,79

La figure 19représente les %R Kozode I'huile de soja enrichie dextraits phénoliques

d’ écorces de grenade et de grainsderaisins, et du standard.

40



Expérimentation Résultats et discussion

00 00 Yo} O O Yo} O Xe}
0o © o = N w RS w
1 1 1 1 1 1 J

Pourcentage de réduction UV270 nm

a
C
d
N f
8 ]
I

(o]
D

HGR C3 HGR C2 HGR C1 HG C3 HG C2 HG C1 toco100

Figure 19 : Pourcentage de réduction de |'extinction spécifique dans |’ UV K7, des huiles
enrichies et du standard au cours du stockage a 65°c.

Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05) ;
Les barres verticales représentent les écarts types ;
Les valeurs représentent |la moyenne de trois mesures ;

D’ apres I’ histogramme présentés dans la figure 19 les résultats indiquent que |” huile enrichie
HG C1 a un pourcentage plus élevé (94,06%) par apport aux restes des huiles enrichies et le
standard Toco100. parmi les huiles enrichies il ya une faible valeur enregistrée pour la HGR
C3(89,34%).

Les pourcentages de réduction de I’extinction spécifique des différentes huiles enrichies
varient selon I’ ordre suivant:

HG C1> HGR Cl1 > a-tocophérol > HG C2 > HGR C2 > HG C3 > HGR C3.
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Conclusion

Ce présent travail a é&é mené en vue de I’ extraction des composés phénoliques contenus dans
les grains de raisin et |’ écorce de grenade, ces derniers sont incorporer dans I’ huiles de soja
afin d' étudiée sa stabilité oxydative.

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux ont révélé que les teneurs les plus
élevées en polyphénols totaux sont obtenues pour I’ extrait d’ écorce de grenade
(22143 mg EAG/100g) qui dépasse ceux de |’ extrait des grains de raisin.

A la lumiére des résultats obtenus, il résulte également que I'extrait d’'écorce de grenade
utilisé révéle une meilleure capacité a piéger le radica DPPH®, avec une IC50 de
(0,08ug/ml), quant a I'extrait des grains de raisin ils possedent une meilleure activité
réductrice du molybdate avec une EC50 de 0,171333% (ug/ml).

Pour I’ activité antioxydant d’ huile enrichie. L huile enrichie de I’ extrait phénolique d’ écorces
de grenade a C3 possede la ICs la plus faible avec 18,33 mg/ml, amenant la conséquence
gu'elle manifeste I’ activité la plus importante contre le radical DPPH®, cependant I’ huile
témoin enregistre la 1Cs la plus éevée (30,433 mg/ml) cela démontre qu'elle possede

I activité antioxydante la plus faible.

Les extraits des échantillons (grains de raisin, écorces de grenade) sont utilisés
avantageusement dans |’ huile de soja afin de |’ enrichir.

La stabilité oxydative est évaluée par la méthode de Shall, impliquant un stockage pendant 35
jours a I'étuve a une température de 65°C, les résultats de I'acidité, I'indice de peroxyde,
I’ extinction spécifique et le test du rancimat obtenus sont comme suit :

L’ huile de soja a eu une meilleure stabilité al’ oxydation par hydrolyse (acidité) suite al’ gjout
des extraits phénoliques d’écorce de grenade a C3 ainsi que le standard o-tocophérol a
100ppm. L’ extrait qui réduit le plus d'indice de peroxyde et extinction spécifique est I huile

G C1, donc meilleur stabilité a la peroxydation. Le temps d’induction obtenu par le test du

rancimat est meilleur pour le standard a-tocophérol ensuite HG C1 suivi de HGR CI1.

La stabilité oxydative de I'huile de soja est dépendante de sa composition en acide gras

polyinsaturés tel que I’ acide linoléque et I’ acide linolénique qui sont tres importants du point
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de vue nutritionnel. L’ addition de I’ extrait d'écorce de grenade a cette huile assure donc la

stabilité de ces acides gras.

Sur la base de ces propriétés, il serait possible d'utiliser I’ extrait d’écorce de grenade pour
formuler de nouveau produits a utiliser dans I'industrie alimentaire comme antioxydants

naturels et également comme conservateur naturels et en pharmacologie.

Pour compléter notre étude il serait intéressant d’ envisager d autres aspects a savoir :
e De déterminer d autres types d’ activités telles que les activités anti-inflammatoire,
antibactérienne etc;
e Augmenter la période de stockage pour le test de stabilité oxydative ;
e Effectuer une analyses sensorielle pour | huile enrichie;
e Quantification et identification des composés phénoliques par HPLC ;

e FEtaler I’éude sur d autres sous-produits.
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Annexe

Annexel : Les étapes du raffinage chimique des huiles végétal es brutes Cossut, J., B.
Defrenne, et al. (2002).
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Annexe

Annexell : Courbe d éaonnage acide gallique.

acide gallique
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Annexelll : pourcentage d’inhibition du radical DPPH pour lagrenade et grains deraisins.
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Annexe

AnnexelV : activité réductrice du molybdate d’ écorce de grenade et de grains deraisins.

activitéréductrice du molybdate d'écor ce de
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AnnexeV : Résultat du test de stabilité oxydative « Rancimat »

Témoin
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Résumé

La présente étude porte sur |’ extraction des composés phénoliques et I’ activité antioxydante
d’ écorces de grenade et des grains de raisins obtenus par méthode de macération.

L’ activité antioxydante sur le DPPH® d'EG est meilleure que celle des GR. A |’ opposg,
I’ activité réductrice du molybdate est meilleure pour les GR.

Une huile de soja est additionnée d’ extraits d' EG et de GR et la stabilité oxydative est évaluée
par le test de shaal a65° C.

L’évolution de I'état d’ oxydation mesurée par I'indice de peroxyde (IP), I’extinction
spécifigue dans I’ ultraviolet et I’ acidité a révélée une bonne stabilité pour les huiles enrichies.
Le test de rancimata montré un temps d’induction plus faible pour standard a-tocophérol a
100 ppm, HG C1 et HGR C1 par rapport au témoin.

L’ activité antioxydante sur le DPPH® des huiles enrichies est meilleure que celle de I’ huile

témoain.

Mots clés : écorces de grenades, grains de raisins, polyphénols, extrait phénolique,

antioxydants, huile de soja, oxydation, stabilité oxydative.

Abstract

The present study focuses the extraction of phenolic compounds and the antioxidant activity
of pomegranate peels and grape seeds obtained by maceration.

Antioxidant activity on EG DPPH is better than GR.In contrast, the reducing activity of
molybdate is better for GR.

Soybean ail is supplemented with EG and GR extracts and the oxidative stability is evaluated
by the shaal test at 65 ° C.

The evolution of the oxidation state measured by the peroxide index (IP), the specific
extinction in the ultraviolet and the acidity revealed a good stability for the enriched oils.

The rancimat test showed a lower induction time for standard a-tocopherol at 100 ppm,

HG C1 and HGR C1 compared to the control.

The antioxidant activity on DPPH of enriched oilsis better than that of the control oil.

Key words. pomegranate peels, grape seeds, polyphenols, phenolic extract, antioxidants,
soybean oil, oxidation, oxidative stability.





