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Résumé

Ces dernieres années, le secteur agricole au Maroc a connu de séveres
probléemes d cause de la sécheresse, ce qui nécessite le choix des cultures
résistantes au stress hydrique et peu exigeantes aux sols riches. Le grenadier
(Punica granatum) est I'une de ces cultures. En effet, cette espece est
adaptée aux climats arides et semi-arides d'ou l'intérét d’'étudier et valoriser
ces fruits. La grenade possede de fortes capacités antioxydantes et anti-
inflammmatoires liées a la présence d'anthocyanes, de tanins et d'acide
ellagique. Ce demier est utilisé en thérapeutique pour sa capacité a inhiber
la prolifération des cellules cancéreuses. Malgré ses bénéfiques, ce fruit reste
peu étudié au Maroc. Ainsi, pour répondre O cette problématique, ce travail
de recherche a été structuré de la facon suivante, la premiére partie
s'inféresse O la caractérisation  physico-chimique, I'identification et
quantification des polyphénols des jus en utilisant I'HPLC ainsi que I'évaluation
de I'activité antioxydante de dix-huit especes collectionnées au niveau de
I'INRA de Meknes. Cette étude a permis de démontrer les hypothéses fixées
précédemment dans ce fravail, qui sont: la variabilité statistiqguement
significative entre les différents cultivars étudiés pour I'ensemble des
parametres mesurés ainsi que la forte teneur en polyphénols totaux des jus
qui varie entre 1385 to 9476 mg GAE/L. Dans la seconde partie du travail, qui
traite I'effet de la température sur la stabilité des polyphénols et surtout des
anthocyanes, a montré que la composition de ces composés diminue apres
chaque fraitement thermique suite & leurs dégradations. Pour la troisieme
partie concernant I'étude de l'efficacité des pectinases et des protéases
dans les fraitements de clarification du jus de grenade. Le traitement par les
pectinases a une réduction significative de la turbidité par rapport & la
protéase. La combinaison de ces deux enzymes donne un bon résultat en
termes de réduction de la turbidité. Dans la derniere partie consacrée a la
modélisation de la croissance microbienne qui consiste O appliquer les
modeles mathématiques fournis par la base de données ComBase sur le jus
de grenade, les résultats obtenus ont montré qu’'a des valeurs minimales de
la température, pH et I'activité de I'eau assurent une longue durée de vie
pouvant aller jusqu’'a un mois et que le modele ComBase est sécurisant en
général pour ce type de jus.

Mots clés: Grenadier, Punica granatum, Culfivar,jus de fruit, Composition
phénoligue, Acide ellagique, Activité antfioxydante, Valorisation,
Microbiologie prédictive.



Abstract

The pomegranate (Punica granatum) is an important crop for the arid and
semi-arid areas. For this reason, a greater interest has been observed in the
last years for increasing their cultivation and diverse research has been
carried out to enlarge the industrialization as much the fruit. On the other
hand, the fruit possesses strong antioxidant and anti-inflammatory activities
linked to the presence of anthocyanins, tannins, and ellagic acid which have
an interesting therapeutic capacity to inhibit the proliferation of cancer cells.
In this study, eighteen pomegranate (Punica granatum) cultivars collected at
INRA in Meknes-Morocco were analyzed. The study also showed a statistically
significant differences were observed between pomegranate cultivars
investigated in all parameters measured. The antioxidant capacity and
composition of phenolic compounds of pomegranate juices, which varied de
1385 to 9476 mg GAE/L, were influenced by the type of cultivar to a large
extent. On the second part of this work, the stability of polyphenols and
anthocyanins were determined as a function of temperature. The results
showed that the composition of these compounds decreases after each
thermal freatment due to their degradation. However, the third part analyzes
the efficiency of pectinase and protease enzymes used in the clarification
treatments of pomegranate juice. The pectinase treatment has a significant
reduction of turbidity. The combination of both enzymes gives a good result in
the term of reduction of turbidity. Finally the last part was devoted on
modeling of microbial growth which consist to apply mathematical models
provided by the data base ComBase on the pomegranate juice, the results
showed that at the minimum values of temperature, pH and water activity
ensure a long life of up to one month and the ComBase model is generally
safe for this type of juice.

Key Words

Pomegranate, Punica granatum, Cultivar, Fruit juice, Phenolic composition,
Ellagic acid, Antioxidant activity, valorization, predictive microbiology.
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Le grenadier est une espece fruitiere pérenne tolérante a la sécheresse et
capable de valoriser les sols pauvres et salins. |l jouit de grandes capacités
d’adaptation aux conditions de milieu caractérisé par une aridité climatique
marquée (Melgarejo and Salazar, 2003). Sur le plan environnementdal, il joue
un réle tres important dans la protection, la restauration et la fixation des sols.
Ses plantations ont connu une grande extension dans de différentes régions
du monde et ont conduit d une augmentation de la production. Cette
derniere a stimulé le développement des industries de transformation de jus
de grenades et la prolifération des compagnies pharmaceutiques qui
opérent dans I'extraction des composés bénéfiques des fruits (Seeram et al.,
2006)

L'importance économique du grenadier réside également dans ses fruits qui
ont une grande valeur nutritive comparable a celle des fruits juteux comme
les abricots, les oranges, les pommes et d'autres. La production mondiale
annuelle de grenades est estimée G environ trois millions de tonnes. Les pays
les plus producteurs de ces fruits sont I'Inde, I'lran et la Chine avec une
production respectivement de 9200 000, 800 000 et 250 000 Tonnes (Melgarejo
and Valero, 2012). Au Maroc la production est évaluée a 76 327 tonnes pour
une superficie de 8218 ha. La région Tadla Azilal est considérée comme la
région ayant la plus grande production avec 28 800 tonnes produites sur
1460 ha (MAPM, 2012).

Dans le but de résorber I'excédent mondial de production de grenades et
d'inciter & la consommation de ces fruits, les industries agroalimentaires ont
procédé a la tfransformation de ces fruits avec comme objectif prioritaire de
conserver le plus longtemps possible les caractéristiques physico-chimiques et
nutritionnelles du produit frais, d’élargir la gamme proposée et de fournir des
dérivés de haute qualité, en améliorant les techniques de traitement. Il existe
actuellement de nouvelles technologies utilisant des installations d’extraction
des arilles des grenades qui sont opérationnelles dans 10 pays comme la
Turquie, I'Espagne, les Etats-Unis... Une autre technologie consiste & la
congélation des arilles tout en gardant la valeur nutritive des fruits. Une
troisieme technologie de production de jus s'est développée aux USA, en
Turquie, en Espagne, en Inde et en France (Sarig and Galili, 2012) et qui
repose sur I'extraction du jus soit a partir du fruit entier ou seulement a partir
des arilles.



Le marché des fruits évolue vers les produits de qualité etle jus de grenade
connait aujourd’hui un énorme succes aupres des consommateurs. En
Ameérique, la consommation du jus de grenade a augmenté de 8 fois entre
2004 et 2008. Certaines données font état, en 2004, d'une forte
consommation, de jus de grenade mélangé a moitié avec d'autres jus de
fruits issus de pommes ou de raisins. Cette tendance s'est renversée en 2008
en faveur des jus de grenades purs a 100%. Au Maroc, le fruit du grenadier
reste sous exploité et il est consommé généralement en tant que fruit frais.
Quant & la valorisation par la tfransformation, elle est quasi absente et
nécessite une grande attention de la part des industriels marocains afin de
développer ce secteur trés promoteur.

Ainsi, le présent travail constitue une contribution & la valorisation des
grenades en s'appuyant sur plusieurs volets complémentaires et qui font
appel a différentes approches.

La premiére partie porte sur I'évaluation de la composition physico-chimique
nécessaire 4 la valorisation des grenades dans un contexte industriel. I
s'appuie sur une premiere étape relative a la caractérisation physico-
chimique des jus des grenades appartenant aux cultivars installés au niveau
du domaine expérimental de [I'INRA 4 Ain Taoujdate-Meknes. La
détermination de la composition phénolique, par spectrophotométrie et
chromatographie liquide a haute performance, est nécessaire pour les
quantifier et les identifier. Ces composés présentent des activités
antioxydantes trés importantes (Kanner et al., 2001 ; Pedreno et al., 2001). Les
composés antfioxydants peuvent, en effet, agir de différentes manieres: soit
par piégeage des radicaux libres, soit par décomposition des peroxydes et
des chélateurs d'ions métalliques. La capacité antioxydante peut étre
évaluée, donc, par différents tests ayant des mécanismes chimiques
différents (Kulkarni et al., 2004). Dans ce présent travail, nous avons mesuré
aussi la capacité antioxydante par trois méthodes indépendantes : 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazine (DPPH), Ferric reducing/ antioxidant power (FRAP)
et Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC).

La deuxiéme partie qui est en relation avec la conservation des pigments au
cours de la transformation des jus est d'une grande importance pour le
maintien de la qualité organoleptique du produit final. Les pigments
peuvent, en effet, étre affectés par plusieurs facteurs au cours des processus
de transformation comme le pH, la température, I'oxygene, la lumiere, la
durée de stockage et I'activité de I'eau (Pedreno and Escribano, 2001). Pour
étudier ces phénomenes, il est nécessaire de caractériser certaines propriétés
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physicochimiques des pigments, telles que leur résistance aux fraitements
thermiques. Pour ce faire, nous allons étudier dans ce chapitre la stabilité des
pigments anthocyanines contenus dans le jus des grenades, apres avoir
soumis le jus a différents traitements thermiques, pendant différentes durées
d'incubation.

Les jus de fruits contiennent des colloides qui sont principalement des
polysaccharides (les pectines, la cellulose, les hémicelluloses, Ia lignine et
I'amidon), les protéines, les tanins et les métaux (Vaillant et al., 2001). L'un des
principaux problemes rencontrés pour les jus de fruits est lié aux troubles qui
sont principalement causés par la présence de pectines. Le jus frais de
grenade contient 14 mg de pectine par litfre de jus (El Nemr et al., 1992). Les
pectines peuvent étre associées a des polymeres végétaux et des débris
cellulaires qui sont des structures moléculaires telles que les fibres. La turbidité
causée par ces molécules est difficile a éliminer, sauf par une dépectinisation
enzymatique. La troisieme partie porte sur I'étude des effets de la
pectinase et la protéase commerciale sur la turbidité et la clarté du jus de la
grenade. Nous avons ciblé particulierement une application utilisant des
enzymes capables de catalyser la dégradation de la structure des protéines
et la pectine.

La quatrieme partie tente d'analyser les risques liés A |'exploitation
systématique des informations disponibles pour identifier la mise en danger
(sources potentielles de dommage) et pour estimer les risques. Elle consiste a
utiliser l'information disponible pour établir des scénarios résultants en
l'occurrence d'un aléa et déterminer la probabilité et I'amplitude de ses
conséguences sur les individus et la population, les biens matériels et
l'environnement, du fait des aléas. Cette démarche est conforme a la
définition usuelle du vocable « analyse », c'est-a-dire un examen détaillé d'un
phénomeéne complexe de maniere G en comprendre la nature ou a
déterminer les caractéristiques essentielles. L'analyse de risque requiert la
décomposition du systeme et des sources de risques a I'échelle de leurs
constituants élémentaires (Moez, 2005). Ce processus est constitué de trois
volets : évaluation des risques, gestion des risques et communication sur les
risques. L'objectif de cette partie consiste a utiliser les modéeles
mathématiques fournis par la base de données ComBase afin  d’'élaborer
une modélisation de la qualité microbiologique du jus de la
grenade « Punica granatum ». Cette modélisation permetira de réaliser un
suivi de I'évolution de la croissance d'Escherichia coli dans des conditions de
pH, de température et d'activité de I'eau bien spécifiées. Les résultats
attendus permettent de
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> déduire les durées maximales et minimales de conservation de ces jus
en fonction des parametres tels que : le pH, I'activité de I'eau et la
température;

> d'estimer, par la suite, une durée de vie de ces deux jus et ceci en
considérant qu'E. coli est un indicateur de I'acceptabilité de ces deux
produits.

1ERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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Chapitre I. Généralités sur le grenadier

I.I. Infroduction

Depuis ces dernieres années, une grande aftenfion  est accordée aux
bienfaits de |la consommation réguliere des fruits et Iégumes sur la santé
humaine. Cette valeur nutritive réside dans la grande variété de molécules
biologiquement actives (fibres, caroténoides, composés phénoliques,
vitamines...) (Tomas-Barberan and Gil, 2008). La grenade est I'un des produits
les plus riches en antioxydants notamment les polyphénols solubles, les tanins
et les anthocyanes (Gil et al.,2000). Ces constituants présentent diverses
activités biologiques telles que I'élimination des radicaux libres, I'inhibition de
la croissance microbienne et la diminution des risques de maladies
cardiovasculaires, cérébro-vasculaires et certains cancers (Mena et al., 2011).
Les extraits du grenadier peuvent éfre utilisés aussi pour la prévention ou la
guérison de l'athérosclérose, des diarrhées, des ulceres gastriques et des
maladies liees a I'cestrogene telle que la maladie de Paget du mamelon
(Holland et al., 2009).

C'est pour ces raisons que la culture du grenadier connait un regain d'intérét
dans plusieurs pays en raison d'une demande assez forte de ces fruits sur le
marché. La grenade, trés anciennement connue dans le monde, est
considérée comme un symbole de beauté et de fertilité. Il existe plus de 1000
cultivars de Punica granatum, originaires du Moyen-Orient, de la région
meéditerranéenne, de I'Est de la Chine, de I'Inde, du Sud-Ouest américain, de
la Californie et du Mexique (Lansky and Newman, 2007). Les cultivars les plus
connus commercialement dans le monde sont ‘Roja’ et ‘Mollar de Elche’ en
Espagne, ‘Hicaznar' en Turquie, ‘Manfalouty’ en Egypte, ‘Rosh Hapered' et
‘Acco’ en Israél, ‘Bagua’ en Inde, ‘Malas Yazdi' en Iran et ‘Wonderful’ et aux
USA (Caliskan and Bayazit, 2012).

Au Maroc, la culture du grenadier repose sur une gamme variétale réduite
bien que le germoplasme local comprend plusieurs variétés. La collection de
I'INRA qui comprend des variétés étrangeres et des génotypes locaux,
témoigne de I'importance accordée a cette espéce dans la diversification
de la production fruitiere et servira de base pour répondre a des besoins
spécifigues des professionnels. La diversité phénotypique rassemblée en
collection reste indispensable pour conduire un programme d’'amélioration
génétique. L'organisation de cette diversité génétique chez cette espece est
peu connue. En effet, seuls quelques travaux de caractérisation pomologie et
d'évaluation agronomique conduits sur cette collection avaient permis de
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proposer les variétés pour la culture (Oukabli et al., 2004). Ainsi, I'élaboration
d'une étude pomologique approfondie basée sur la caractérisation
biochimique s'avere frés nécessaire afin de confirmer la variabilité observée
dans I'étude élaborée par Martinez et al., (2012).

.2. Nomenclature

» Nom scientifique : Punica granatum
» Nom francais : grenadier

» Nom anglais I pomegranate

» Nom espagnol  : Granado

> Nom italien : Melograno

» Nom arabe : Romane

Figurel. Arbres du grenadier « Sefri» collectionné au domaine expérimental
de I'INRA a Ain Taoujdate (500 m d’altitude).

1.3. Grenadier dans le regne végétal

Le grenadier (Punica granatum L.), un gros buisson ou arbuste assez épineux,
au feuillage caduc et de bel aspect, appartient a la famille des Punicaceae,
division Magnoliophyta, classe Magnoliopsida et a I'ordre des Myrtales. Il est
originaire de [I'Asie subtropicale et s'est acclimaté a la région
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méditerranéenne (Sarkhosh et al., 2006). Il est depuis longtemps cultivé a but
ornemental et pour ses fruits comestibles. Ses fruits contiennent de
nombreuses graines, chacun enrobé dans une pulpe gélatineuse rouge
cramoisi, le tout enveloppé dans une peau (écorce) coriace dont la couleur
peut aller du jaune au rouge foncé. Les fruits sont consommeés en frais et sont
aussi utilisés pour produire un sirop dont le principal ingrédient est sa pulpe au
goUt acide. Depuis des milliers d'années, les propriétés astringentes de
I'écorce du fruit et de I'arbre sont fres prisées en médecine, particulierement
comme vermifuge. Actuellement, la grenade est cultivée dans la plupart des
régions a climat chaud, car il a besoin de fortes chaleurs pendant toute la
période de fructification (Melgarejo, 1993).
]— Fleur

Pétale

Ecorce
Arilles

Sépcile
Sfgmote
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Endocarpe '
Arille
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T e Cratmmthoares s @ramete.

Figure 2. Fleurs et fruits du Grenadier (Punica granatum)(Flora von
Deutschland and Schweiz. 1885).

1.4. Biologie du grenadier

Les feuilles du grenadier sont opposées ou sous-opposées, luisantes, étroites,
et de forme oblongues, entieres, de 3 O 7 cm de long et de 2 cm de large.
Ses fleurs sont rouge vif, de 3 cm de diametre et ayant cing pétales (souvent
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davantage sur les plantes cultivées). Elles sont hermaphrodites, portant de 4 a
8 sépales coriaces et un méme nombre de pétales rouges, de nombreuses
étamines et un nombre variable de sépales, qui constitue I'ovaire inférieur.
Son fruit est une baie, dont la taille varie entre celle d'une orange ou d’'un
pamplemousse, de 7 a 12 cm de diametre, de forme hexagonale arrondie ;
son écorce est épaisse, rougedtre et contient de nombreuses graines. Les
fruits du grenadier ont un taux de respiration faible et un rythme respiratoire
non climatérique (Ben-Arie et al., 1984).

1.4.1. Fleurs

La période normale de la floraison de différents cultivars de grenadier se
produit généralement entre mars- avril et juin- aout. Elle dure jusqu’'a 10 -12
semaines et voire plus selon les variétés et les conditions géographiques (Ben-
Arie et al., 1984).

Sur le plan de la biologie florale, le grenadier est une espece monoique qui
développe, surle méme arbre, des fleurs hermaphrodites fertiles en formes de
"vase", et des fleurs mdles stériles avec un style fres court et des ovaires
atrophiés (en forme de cloche) (Melgarejo and Salazar, 2003).

La dominance revient généralement aux fleurs males avec un taux de 60 &
70 % selon les variétés et les saisons, les variétés de grenadiers sont auto fertile,
mais peuvent étre également inter-polonisés, avec cependant une
dominance de la pollinisation libre. La premiere vague de floraison donne le
meilleur faux de nouaison (90 %) avec des fruits de bonne qualité et qui sont
moins susceptibles a I'éclatement (Chaudhari and Desai, 1993).

1.4.2. Fruit

Le grenadier, bien conduit entre en production a partir de la quatrieme
année. Il est déconseillé de cueillir par temps humide, car les fruits risquent
également de se fendre. Selon les variétés, la période de maturité des
grenades a lieu entre la fin du mois d'aout et de décembre (Melgarejo,
1993).
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Figure 3. Fleur ef fruits du grenadier ‘Sefri ‘sur un arbre en collection & I'INRA.

I.5. Exigences écologiques du grenadier
1.5.1. Exigences climatiques

Le grenadier s'adapte d de nombreux climats, des tropiques aux régions
tempérées chaudes. Cependant, c'est le climat austral subtropical, voire
fropical, qui lui convient le mieux. Les meilleurs fruits sont obtenus dans les
régions subtropicales, ou la période des températures élevées concorde
avec la maturité des grenades. L'espece exige une petite dose de froid en
période hivernale pour son évocation florale, mais il craint les conditions
généralement froides des hautes altitudes (Melgarejo, 1993).

Il supporte tres bien la sécheresse, mais cela compromet la qualité de ses
fruits. Un climat chaud et sec sera bon pour le grenadier a condition que ses
racines ne manquent pas d'eau (Afag et al., 2005). Il est trés intéressant pour
les régions arides et semi-arides (Melgarejo and Salazar, 2003).

En dehors des régions subtropicales, le grenadier pousse bien dans toutes les
régions ou la température ne descend pas en dessous de -15 °C et certains
cultivars acides d'Asie centrale peuvent méme survivre a des températures
de - 25°C ou -30 °C (Aleksandrov, 1950).

1.5.2. Exigences édaphiques

Le grenadier est une espece connue pour sa folérance au calcaire
(Megarejo and Salazar, 2003). Il donne un bon rendement dans les sols salins,
et classé dans le groupe des especes les plus résistantes a la salinité (4éme
groupe) (Sanchez- Capuchino, 1986) .Sa tolérance a la sécheresse est
relative et se fait au défriment de sa croissance végétative et de sa
fructification. Les meilleurs résultats d'installation de plantations sont obtenus
en sols d’'alluvions profondes avec des disponibilités satisfaisantes en eau
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(bords des courants d’eau). Les sols argilo-limoneux irrigués conviennent aussi
d la culture du grenadier.

I.6. Eléments de conduite technique de la culture
1.6.1. Entretien régulier

Un ameublissement du sol doit étre procédé une fois par an et a la
destruction des mauvaises herbes. Au cours de I'été, plusieurs sarclages sont
nécessaires afin de maintenir les racines humides. Fructifiant sur le bouquet de
mai, la taille du grenadier doit préserver ses productions en assurant un léger
élagage et la suppression du bois mort. Il est peu exigeant en matiere de
conduite. Les apports d'engrais et des irrigations sont bénéfiques pour
I'amélioration de la production tout en améliorant le calibre des fruits, leur
rendement en jus et leur composition en sucres, polyphénols...

1.6.2. Engrais

La ferfilisation organique est trés négligée, c'est surtout 'azote et le
phosphore qui sont apportés dans certains vergers. L'azote est réservé pour
des arbres chétifs et en mauvaise santé, mais I'apport excessif risque de faire
éclater les fruits sur I'arbre.En revanche le phosphore a une influence
favorable sur I'enracinement des jeunes plants et sur la fructification des
arbres adultes, et doit étre apporté en hiver aux arbres conduits avec un
systeme d’irrigation a la raie (Mars, 1995). Une enquéte réalisée dans la région
Tadla Azilal a pu monftrer qu'un apport annuel de 400g d'azote, de 750g de
potassium et de 500g de phosphore par arbre donne le meilleur rendement
en fruits dans cette région (ORMVAT, 2001)

1.6.3. Irrigation

Les apports d’eau améliorent le calibre et la qualité des fruits. lls doivent étre
copieux et peu espacés en été et a I'approche de la maturité (tous les 15
jours), pour éviter I'éclatement des fruits qui les rend impropres a la
consommation et & la commercialisation (Wald, 2009).

1.6.4. Multiplication

La multiplication du grenadier peut se faire par semis, par boutures, par
marcottage, par drageons ou par greffes.
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1.6.4.1. Semis

Le semis a lieu au printemps, en pépiniere, avec la graine récoltée la méme
année. Il faut choisir, pour cette opération, la graine des variétés a fruits
acides et de maturité tardive. En effet, ces variétés sont, en général, plus
rustiqgues que celles a fruits doux et donc mieux adaptés a ce mode de
multiplication. Cependant, le semis est peu utilisé, car ce procédé est long et
donne des résultats non homogenes (INRA de Béni Mellal, 2008).

1.6.4.2. Bouturage

La bouture est un mode de multiplication végétative. Le bouturage est simple
sur le grenadier et donne, en général, de bons résultats (Mars, 1995). Des
boutures de 20 a 30 cm sont prélevées en décembre et conservées en
stratification avant leur plantation en pépiniére, en février- mars ou prélevées
directement et plantées en mars. Un traitement a I'acide indol-acétique (AlA)
améliore I'émission des racines.

1.6.4.3. Marcottage

Le marcottage est un mode de multiplication végétative. La technique du
marcottage consiste d multiplier une plante en provoquant I'enracinement
d'un rameau, alors que celui-ci est toujours solidaire de la plante mere. La
partie de la plante placée en terre émet alors des racines adventives.
Lorsque ces racines sont suffisamment développées, la branche est coupée
pour séparer le jeune plant de la plante meére. Le marcottage est une
technigue de multiplication simple, mais un peu longue : I'enracinement
n'intervient parfois qu’'au bout d'une année (Wald, 2009).

1.6.4.4. Drageon

Le drageon est également un mode de multiplication végétative, c'est un
rejet issu de la racine d’'une plante. Quand celui-ci a acquis suffisamment de
vigueur, il est séparé de la plante mere et mis en terre. Cela donne un
nouveau pied. La multiplication par drageons chez le grenadier est assez
simple, car cet arbre en produit parfois abondamment. Ce procedé est assez
souvent employé dans la région méditerranéenne.
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1.6.4.5. Greffage

La greffe permet de reproduire authentiquement le matériel végétal,
associant les caractéristiques du porte-greffe et du greffon. C'est une
technique rarement employée chez le grenadier (INRA de Béni Mellal, 2008).

1.6.5. Bio-agresseurs du grenadier

Le grenadier et la grenade ont peu d’ennemis qui affectent la productivité
du verger, la qualité des fruits et la rentabilité de la culture. La plupart des
ravageurs du grenadier sont répandus dans les pays tropicaux ou les régions
cotieres et fres peu présentes dans les régions continentales.

1.6.5.1. Pucerons

Les pucerons sont assez nuisibles surtout dans les zones cotieres. Ces insectes
dévorent les jeunes pousses. La lutte chimique nécessite des traitements
répétés avec des produits variés (Mars, 1995).

1.6.5.2. Ectomyelois ceratoniae

C’est un Iépidoptere considéré comme le plus grand ennemi des grenades,
pouvant causer des dégdats considérables en affectant 90% des fruits d'une
récolte (Tebassi, 1992). Les traitements chimiques n'ont pas donné grande
satisfaction (Dhouibi, 1989). L'ensachage localisé des fruits s’est montré assez
efficace, mais peu pratique (Tebassi, 1992).

1.6.5.3. Zeuzeres (Zeuzera pyrina L.)

Ces insectes, a I'état de larve, creusent des galeries sur le fronc et les grosses
branches, pouvant provoquer leur cassure. Les dégats sont plus importants
dans les zones cotieres (Mars, 1995).

1.6.5.4. Aspergillus castaneus

Aspergillus castaneus est un champignon capable de décolorer les fruits et
les graines du fruit qui en est infesté (Mars, 1995).

I.7. Répartition géographique

Selon le chercheur russe, Vavilov (1951) le grenadier appartient au centre du
Moyen-Orient IV (Figure 4), qui comprend lintérieur de I'Asie, I'lran et le
Turkmenistran, puis il s'est acclimaté a la région méditerranéenne depuis des
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temps immémoriaux en raison de la propagation et la germination facile de
ses graines, qui sont dispersées par 'nomme, les oiseaux ou d'autres animaux
(Sanchez-Monge, 1974).

a %o "?’8 E @@ %D
Fots :
‘ = : :

Figure 4. Centres d'origines et de diversité des plantes cultivées selon le
chercheur Vavilov (Sanchez-Monge, 1974).

La grande diversité de cette espece est évidente dans différents pays. En fait,
I'Espagne abrite |la banque de matériel génétique en Europe avec plus de
104 variétés. De grandes collections existent aussi dans d'autres pays comme
I'Inde, le Turkménistan, I'lran, etc... La collection indienne est constituée de
760 variétés alors que la plus riche est celle de Turkménistan, ou il y a la station
expérimentale de ressources phytogénétiques, créée en 1934, avec 1 117
variétés (Mars, 1988).

Outre I'lran, I'Inde, la Chine et la Turquie qui sont les pays les plus producteurs
des grenades (Figure 5), il y a d'autres pays qui sont considérés comme de
nouveaux producteurs, a l'instar du chili, du Pérou et de I'Argentine qui
exportent aux USA et en Europe et entrent ainsi en compétition avec
I'Espagne qui exporte 18000 T (soit 70 % de sa production nationale). Parmi les
pays exportateurs, les USA exportent 17000 T au Japon, au Canada, au
Mexique et en Angleterre, tandis que 80 % de sa production est destinée a la
fabrication des jus (Simonian, 2007).

Pour la production mondiale, il n'y'a pas des données précises, car cette
espece est probablement considérée comme une culture secondaire,
Melgarejo et Valero (2012) ont estimé la production mondiale & environ
3086 000 tonnes tout en se basant sur les données élaborées par différents
chercheurs et des associations & fravers le monde. La figure 5 montre la
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répartition de la production annuelle des plus grands pays producteurs des
grenades au niveau mondial.
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Figure 5. Les plus grands pays producteurs des grenades au
monde(Melgarejo and Valero, 2012).

La surface mondiale dédiée & la culture du grenadier est de 300 000 Ha, dont
plus de 76 % sont répartis sur cing pays (Inde, Iran, Chine, Turquie et USA).
Cependant, I'Espagne, I'Egypte et I'lsraél ont une superficie comprise entre
16 000 et 2400 ha et sont parmi les pays qui ont développé le secteur
d’'exportation et aussi la sélection de nouvelles variétés (Quiroz, 2009).
D’'autres pays pratiquent également cette culture: Afghanistan, Pakistan,
Arménie, Géorgie, Tadjikistan, Jordanie, Italie, Tunisie, Azerbaidjan, Libye,
Liban, Soudan, Myanmar, Bangladesh, Mauritanie, Chypre et Grece
(Melgarejo and Valero, 2012).

Au Maroc, la culture du grenadier s’étend sur une superficie de 8218 ha qui
donne une production estimée a 76327 T, soit un rendement moyen de 12
T/ha (MAPM, 2012). Mais cette culture reste moins importante au Maroc par
rapport & d'autres cultures telles que : les agrumes et I'abricotier, ayant une
superficie respectivement de 44 500 ha et 16 200 ha et qui donnent une
production respectivement de 1400 000 et 115 000 Tonnes/An (MAPM, 2012).

Le grenadier est cultivé dans toutes les régions avec une certaine
concenfration dans la plaine du Tadla (35%) ; du Haouz (20%) ; de Seftat
(6,6%) ; de Taounate (5,8%); de Nador (5,3%); de Chafchaouen (4,5%) ;
d'Azilal (3,3%) et dans certaines oasis du sud. Elle est conduite en plantation
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réguliere, seule ou associée a d'autres arbres fruitiers, mais aussi en
plantations isolées A proximité des centres urbains (MAPM, 2012).

Au niveau de la région Tadla Azlal, les grenades Sefri Oulad Abdellah ont
bénéficié d'une labellisation IGP (indication géographique protégée) afin de
valoriser et protéger ce produit de terroir. Dans le méme cadre de
valorisation de ces grenades, I y'a aussi l'installation d’'un projet de
valorisation et de développement de la culture de grenadier dans cette
région, qui consiste en la création, en 2011, d'un complexe de
conditionnement et de stockage des grenades avec une capacité de 20.000
Tonnes. Ceci permettra d'organiser la commercialisation et réduire
I'intervention des intermédiaires et augmenter de maniéere substantielle le
revenu des producteurs. Ce complexe comportera aussi dans la future une
unité d'extraction du jus des grenades et il est prévu aussi dans le cadre du
Plan Maroc vert la réalisation d'un deuxieme projet qui portera sur I'extension
de la superficie cultivée & 400 Hectares.

1.8. Caractérisation morphologique et pomologique du matériel végétal a
I'INRA Béni Mellal

Sur la base de la caractérisation pomologique et morphologique, deux
groupes de varietés ont été caractérisés et présentés par I'INRA de Béni
Mellal, selon leur destination d la consommation en frais ou d la
transformation (Walali and Loudyi, 1995).

1.8.1. Grenades a consommation en frais

Grenade rouge sélectionnée a Marrakech : Arbre a port retombant de
moyenne vigueur. Le fruit est de forme ronde. Légerement aplatie d'un poids
moyen de 375 g, a écorce fine, de couleur jaundtre lavé de rouge du coté
ensoleillé. Les graines sont rouge juteux, sucrées, a pépins tendres et
s'égrainent facilement. Le rendement moyen est de 68 kg par arbre en pleine
production.

Grenade jaune sélectionnée a Marrakech : Arbre a port retombant,
légerement plus vigoureux que le précédent. Le fruit est de forme ronde,
légerement aplatie, d'un poids moyen de 380 g, a écorce fine, de couleur
jaundatre. Les graines sont rouges, juteuses, d'un calibre supérieur a celles de
la variété précédente et O pépins tres tendres. Le rendement moyen est de
61kg par arbre.

Zhéri précoce : Variété tunisienne a port retombant de moyenne vigueur. Le
fruit est de forme ronde, d'un calibre moyen de 300 g, & écorce épaisse, de
couleur jaundtre lavé de rouge a maturité. Les graines sont d'un rouge vif,
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sucré, a pépins légerement lignifiés. Le rendement moyen est de 71 kg par
arbre.

Zhéri d'automne : Arbre 4 port refombant de vigueur moyenne. Le fruit est
de forme ronde, légerement aplatie et de petit calibre (275 g par fruit en
moyenne), |'écorce est épaisse, jaune lavé de rouge du coté exposé au
soleil. Les graines sont rouge foncé, de calibre moyen, sucré, a pépins
tendres. Le rendement moyen est de 71 kg par arbre.

D’'autres variétés sont d'intérét plus local telle que :

Kharazi, (région de Bzou), son écorce fine, ses graines juteuses, colorées et ses
pépins tendres.

Mesri (région de Meknes) ses fruits gros rouges, avec des graines sucrées
parfumées, colorées, juteuses et O pépins tendres.

Laroussi (région de Fes) ses fruits ont de trés gros calibres, ses graines sont
sucrées et ses pépins sont demi-durs.

1.8.2. Grenades a destination industrielle

Par ordre d'acidité croissante, nous distinguons: 'Wonderful','"Negro’,
'"Monstruoso’, 'Dwarf semi evergreen’ (INRA-Béni Mellal, 2009). Ces cultivars
sont de plus en plus plantés et destinés pour la production des sirops ou des
jus.

1.9. Propriétés thérapeutiques des grenades ( Punica granatum L.)

1.9.1. Propriétés antioxydantes de la grenade

Un rapport de I'OMS, datant de novembre 2003, sur I'alimentation, la nutrition
et la prévention des maladies chroniques recommandent la consommation
journaliere d'au moins 400g de fruits et de légumes (a I'exclusion des
féculents tels que les pommes de terre) pour prévenir les maladies chroniques
et notamment les cardiopathies, les cancers, le diabete de type Il et I'obésité
(Sumner et al., 2005 ; Seeram et al., 2007)

Les effets bénéfiques sur la santé qui sont attribués & la consommation de
fruits et de légumes sont, au moins en partie, liés a leurs activités
antfioxydantes. En effet, chez les végétaux comestibles, nous comptons
plusieurs centaines de molécules anfioxydantes.

Parmi les plus connus de ces antioxydants naturels, nous trouvons la vitamine
C, la vitamine E, les caroténoides (p-carotene et lycopene) et les polyphénols

24



(tanins, flavonoides, anthocyanes). Les grenades sont parmi les fruits les plus
riches en vitamine C et en composés phénoliqgues et surtout en
anthocyanines et acides phénoliques (EI- Nemr et al., 1992).

Pour qu'un composé soit défini comme antioxydant, il doit satisfaire deux
conditions :

1. Présent & faible concentration par rapport au substrat susceptible &
oxyder, il doit retarder ou empécher |'oxydation causée par des
radicaux libres.

2. Les radicaux libres neutralisés par ce composé doivent former une
entité stable, afin d’interrompre la chaine des réactions d’oxydation.

La composition des différentes parties du grenadier a montré I'existence de
plusieurs types de polyphénols ayant des propriétés antioxydantes trés
importantes a savoir les tanins que I'on trouve en concentration tres élevée
dans les tiges et I'écorce du grenadier (Seeram et al., 2006).

1.9.2. Action préventive des maladies cardiovasculaires

L'activité protectrice des polyphénols apportée par I'alimentation contre les
maladies cardio-vasculaires est due a leur capacité d inhiber I'oxydation des
LDL, la formation des macrophages et I'athérosclérose (Aviram et al., 2002).

1.9.3. Inhibition de I'oxydation des LDL

Les polyphénols de jus de grenade protégent les LDL contre I'oxydation &
médiation cellulaire via deux mécanismes qui mettent en jeu une interaction
directe des polyphénols avec la lipoprotéine et/ou une action indirecte liée a
I’accumulation des polyphénols dans les macrophages artériels. Il a ainsi été
démontré que les polyphénols de grenade inhibent I'oxydation des LDL en
détruisant les especes réactives de I'oxygene et de I'azote.

Par ailleurs, les polyphénols de grenade augmentent I'activité paraoxonase
sérique, ce qui entraine I'hydrolyse des peroxydes lipidiques dans les
lipoprotéines oxydées et dans les lésions athérosclérotiques. Ces propriétés
antfioxydantes et antiathérogéenes des polyphénols de grenade ont été
démontrées in vitro ainsi qu'in vivo chez I'éfre humain et chez la souris
athérosclérotique déficiente en apolipoprotéine E (Aviram et al., 2002).

1.9.4. Action sur la dysfonction érectile
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Azadzoi et al. (2005) ont réalisé une étude sur des lapins souffrant de
dysfonctionnement érectile d'origine vasculaire avec une diminution de la
circulation sanguine dans les corps caverneux, dysfonction érectile, moindre
rel@chement des muscles lisses, fibrose caverneuse diffuse et augmentation
des taux de produits d'oxydation. La consommation de jus de grenade sur
une longue durée permet d’augmenter la circulation sanguine dans les corps
caverneux, d'améliorer la réponse érectile et le reldchement des muscles
lisses aussi bien chez les animaux souffrants de dysfonction érectile que chez
les animaux témoins. De plus, la consommation de jus de grenade a permis la
prévention de la fibrose des tissus érectiles chez les animaux atteints de
dysfonction érectile.

Une autre étude élaborée par Turk et al. (2008) ont montré, chez le rat, que la
densité des cellules spermatogéniques et la qualité du sperme augmentent
grdce a la capacité antioxydante. Celle-ci protége les spermatozoides des
dommages peroxydatifs. Ce travail montre une corrélation positive entre la
consommation du jus du grenadier et la qualité du sperme.

1.9.5. Action anticancéreuse

Les cellules cancéreuses ont la capacité de redevenir des cellules saines par
un processus appelé différenciation. Les flavonoides peuvent induire cette
différenciation avec une toxicité plus faible que les rétinoides, ce qui les rend
intéressants pour le traitement de la leucémie, mais aussi pour la lutte contre
le cancer de la prostate, mais aussi contre d'autres types de cancer tels que
celui de l'intestin et du sein (Madlener et al.,, 2006 ; Adams et al., 2006 ;
Ackland et al., 2005). Ainsi, les fractions riches en polyphénols de grenade ont
une activité anti- proliférative, anti-invasive, antieicosanoide, antiangiogene
et pro-apoptotique sur des cellules cancéreuses de sein et de prostate. Une
étude réalisée sur des promyélocytes humains de leucémie (HL-60) montre
que des exiraits riches en flavonoides, obtenus I'un & partir de jus de grenade
fermenté et l'autre & partir de péricarpe de grenade, sont fortement
promoteurs de différenciation, alors que I'extrait de jus de grenade frais a un
effet plutdt faible. Les exiraits de grenade ont aussi une action inhibitrice de
la prolifération des cellules cancéreuses, les extraits de jus fermenté et de
peau de grenade étant plus efficaces (Kawaii and Lansky, 2004)

L'acide ellagique, I'acide caféique, la lutéoline et I'acide punicique sont des
molécules présentes dans la grenade et elles sont testées en tant
qu'inhibiteurs de la croissance in vitro de cellules cancéreuses humaines de
prostate (PC-3). Chagque molécule et a une concentration de 4 mg/ml inhibe,
de maniere significative, la prolifération des cellules cancéreuses et lorsque
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I'acide caféique, I'acide pucinique et la lutéoline sont utilisés en combinaison
aux mémes concentrations, une inhibition supplémentaire est observée
(Lansky et al., 2005)

Seeram et al. (2006)a , par ailleurs, montré que les différents antioxydants du
jus de grenade agissent de maniere synergique, puisque le jus de grenade a
une activité antioxydante plus élevée qu'un exirait de tanins totaux de
grenade, que la punicalagine seule ou que I'acide ellagique seul. Ainsi, le jus
de grenade a la plus forte activité antiproliférative sur des lignes cellulaires de
cancer du célon (inhibition de 30 & 100 %) (Seeram et al., 2005)

1.9 .6. Action antimicrobienne

Les polyphénols de grenade ont des effets antiviraux et antimicrobiens
intéressants. Le jus de grenade contient des inhibiteurs d’enfrée du HIV-1 qui
peuvent étre isolés par adsorption sur de I'amidon de mais. L'étude de ce
complexe montre qu'il bloque la licison du virus avec certains récepteurs
cellulaires (Neurath et al., 2004).

Prashanth et al. (2001) ont étudié, in vitro, |'action de différents extraits
d'écorce de grenade (péricarpe) sur six especes bactériennes
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
vulgaris, Bacillus subtilis, Salmonella typhi. Les extraits d’écorce de grenade
employés sont obtenus a partir de solvants différents, permettant d’isoler les
divers principes actifs de ce fruit. Ainsi, en utilisant comme solvant I'eau a
température ambiante. Il y aura isolement des tanins et d'autres composés
phénoliques, tandis qu'avec le méthanol, des tanins et des alcaloides sont
extraits. Toutefois, le chloroforme permet d'extraire les alcaloides et enfin
avec |'éther de pétrole, des stérols. Les résultats de cette étude ont montré
que tous les extraits testés présentent une activité antibactérienne, quelle
que soit I'espece bactérienne cultivée. Néanmoins, I'extrait méthanolique
semble posséder une activité antibactérienne plus importante que les autres
extraits, essentiellement sur S. aureus, P. vulgaris et B. subtilis.

1.10. Composition physicochimique du grenadier

La composition physico-chimique varie selon les especes et au sein d'une
méme espece. Elle dépend des conditions de culture, de la qualité du sol, du
climat, des irrigations, ...) et de la période de récolte (précoce ou tardive)
(Ozkan, 2002).
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L'intégration du jus de grenadier comme ingrédients innovant dans le
développement de nouveaux produits fait partie des principaux leviers du
marché. Ainsi, la grenade est un fruit bénéfique pour la santé et peut étre
utilisée par les industries agroalimentaires pour améliorer la qudalité
nutritionnelle des aliments, des boissons ou la formulation des compléments
alimentaires.

Pour cette raison, nous pensons que le jus de grenadier a tout & fait sa place
dans les linéaires des boissons a base de fruits. L'enjeu d'un tel projet est de
réussir O développer une gamme de boissons & base du grenadier qui, en
apportant un bénéfice produit inédit et attractif, puisse faire évoluer les
linéaires des boissons ¢ base de fruits et surprendre les consommateurs.

1.10.1. Caractéristiques physiques des fruits

Le poids des grenades varie généralement selon I'origine et le cultivar
entre 163 et 216 g. De point de vue botanique, le fruit de grenadier se
compose de 3 parties: I'épiderme (écorce), les arilles et les pépins. La
proportion de I'épiderme qui est la partie extérieure du fruit représente 28 a
32% du poids total du fruit, alors que le taux en graines varie de 55 a 60 % du
poids total du fruit (Al-Maiman and Ahmad, 2002, Oukabli et al., 2004). Dans
une aufre étude concernant des cultivars iraniens, le poids du fruit varie enfre
197 g et 315 g, le pourcentage en arilles est compris entre 38-65% du poids
total du fruit, écorce (32,28-59,82%), pepins (9,44-20,55%) et jus (26,95-46,55
ml/100g du fruit) (Tehranifar et al., 2010).

1.10.2. Caractéristiques chimiques des fruits
1.10.2.1. Le jus de grenade

Le jus de grenade, comme de nombreux autres jus de fruits, se compose de
sucres tels que le glucose, le fructose et le saccharose et d'acides
organiques tels que |'acide citrique, I'acide malique, I'acide oxalique et
I'acide tartrique. Le tableau 1 monftre les valeurs minimales et maximales
obtenues pour les acides organiques et les sucres selon une étude élaborée
par Melgarejo et al. (2000). Lansky et al. (2007) ont montré que parmi les
acides aminés trouvés dans la grenade, il y a la valine, proline et méthionine.
D’autres études ont montré que le jus a une composition élevée en vitamines
hydrosolubles dont le plus important est la vitamine C avec une
concentration qui varie entre 4 et 6 mg/100g de proportion comestible selon
le codex alimentarius en 2009.
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Tableau 1. Composition du jus de grenades en acides organiques, en sucres
et en minéraux (mg/100 g de la partie comestible du fruit)

Composé Quantité
Acide cifrique 0,09- 0,32
AT GleeTitenEs Acide malique 0,10- 0,21
. Acide oxaligue 0,01-0,07
(Melgarejo et al. 2000) = S e torfrique 0,01-0,05
Acide fumarique 0,01
Sucres Gomre 553780
: ucose 93-7,
(Melgarejo et al., 2000) Saccharose 0.01-0.07
Phosphore 0,30
Fer 259,00
Potassium 3,00
Minéraux et métaux lourds Cc:lqum 3.00
(codex alimentarius, 2009) Sodium 3,00
Manganese 0,12
Magnésium 0,15
Cuivre 0,07
Sélénium 0,60
. . Vitamine B1 0,03
(codex alimentarius, 2009) Vitamine B2 0.03
(Tehranifar et al., 2010) Vitamine C 9,90- 17,60

La grenade a aussi une concentration assez importante en minéraux
(tableau 1). Entre les différents composés qui pourraient servir de marqueurs
sans équivoque dans un produit de jus de fruits, les acides organiques et les
composés phénoliques qui sont potentiellement les plus utiles en raison de
leur ubiquité, leur spécificité et leur multiplicité.

Le grenadier contient aussi des flavanols et des indole-amines comme |a
tryptamine, la sérotonine, neuromédiateur qui intervient dans la régulation du
sommeil, de I'appétit et de I'humeur ainsi que la mélatonine, connue sous le
nom « d’hormone du sommeil » qui intervenant dans la régulation des
rythmes chronobiologiques (Lansky et al., 2007).

Enfin, sa teneur en composés phénoliques et surtout en anthocyanines,
puissantes molécules antioxydantes fournissant au jus de grenade sa couleur
brillante, augmente jusqu’'a maturité du fruit et diminue apres la pression du
fruit (Hernandez et al., 1999).
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1.10.2.2. Graines

L'huile, obtenue a partir des graines de grenade, se compose d 80% d'acides
gras insaturés, acides gras présentant au moins une double licison,
essentiellement représentée par I'acide punicique, acide cis-9,trans-11,cis-
15,octadécatrienoique, mais également par les acides oléiques et linoléiques
(Hornung et al., 2002). Cette huile se compose aussi d'acides gras saturés, qui
ne présentent aucune double licison, comme les acides palmitiques et
stéariques (Lansky et al., 2007).

I a été mis en évidence I|'existence d'hormones stéroidiennes dans les
graines de grenade (Tsuyuki et al., 1981). De plus, ces graines contiennent
aussi de nombreux stérols, comme le cholestérol ou le stigmastérol. Enfin, elles
renferment aussi un glycolipide entrant dans la composition des gaines de
myéline des mammiferes et le cérébroside (Lansky et al., 2007).

1.10.2.3. Ecorce de la grenade

L'écorce du fruit contient deux importants acides hydroxybenzoiques, I'acide
gallique et I'acide ellagique. Elle renferme également des acides
hydroxycinnamiques, des dérivés de flavones, des molécules de coloration
jaune et des anthocyanidines, responsables de la couleur rouge des
grenades. De nombreux ellagitanins sont aussi présents, tels que la punicaline,
la punicalagine, la granatine A et la granatine B (Lansky et al., 2007). Ces
tanins représentent jusqu’'a 28% de I'épiderme du fruit (Fournier, 1948). La
pelletiérine pourrait aussi se tfrouver dans |I'écorce de la grenade. En effet, la
méthode de dosage des alcaloides est basée sur I'utilisation du réactif
Dragendorff. Cette méthode répond positivement a la présence de
pelletiérine (Lansky et al., 2007).
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Chapitre Il. Composés phénoliques
I1.1. Généralités

Les composés phénoliques (ou polyphénols) sont des molécules qui
appartiennent au métabolisme secondaire. Les polyphénols constituent un
groupe important de métabolites secondaires, environ 10 000 composés ont
été caractérisés jusqu’'a aujourd’hui. La plupart des molécules phénoliques
sont formées 4 partir de deux acides aminés aromatiques la tyrosine et
surtout de la phénylalanine. Ces acides aminés sont formés de facons
variables selon les végétaux, & partir du préphénate (Guignard, 2000), ce
dernier est formé par la voie de I'acide shikimique (Macheix et al., 2005).

Les composés phénoliques interviennent dans un grand nombre de
processus physiologiques chez la plante et dans les interactions avec leur
environnement, leur structure leur conférant des fonctions tres spécifiques
(Desjardins, 2008). Par exemple la lignine est un composé essentiel des
plantes qui permet leur maintien et la conduction de I'eau (Macheix et al.,
2005). Les composés phénoliques contribuent également a la croissance
et au développement de la plante par des actions diverses et variées. lls
inferviennent par exemple dans le métabolisme et le transport de I'auxine
(Treutter, 2006) et dans celui de |'éthylene (Vendrell, 2003). Les flavonoides
conditionnent méme la formation des grains de pollen chez le pétunia
(Napoli et al., 1999).

'y a quatre principales familles de composés phénoliques : les acides
phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Les composés
phénoliques sont des éléments importants dans la qualité sensorielle
(couleur et astringence) et nutritionnelle des végétaux : lutte contre certains
cancers et possedent une activité antioxydante (contre le vieilissement
cellulaire).

I.2. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances
chimiques comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs
groupes hydroxyle, en plus d'autres constituants (Salunkhe, 1990). Les
polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les acides
phénoliques, a des composés hautement polymérisés comme les tanins.

Il existe différentes classes de polyphénols, notamment: les acides
phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbenes, les lignanes, les
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saponines, les phytostérols ou bien phytostanols. Les plus importants sont : les
acides phénoliques, les flavonoides et les tanins (Figure 6).

Polyphénols

|Acides phé noliques| [Flavancides|| Tanins ||  Stilbénes || Lignanes || Saponines | |Phytostérols/ Phyto stanols|

Diérivés acide |:IEI"IED'I'E|LIE Pl:'l'.'l'l"lérfs de Resvératrol Matairs dn ol G",'CDQE'ES ':EIT'IFIEStérC'l
. : Flavonaides vigtalre ana trrterpemques i 5
Ex: Acide gallique = — Stigmasteral
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Figure 4. Différentes classes des composés phénoliques.

11.2.1. Acides phénols et les coumarines

11.2.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes
agricoles et médicinales (Psotova et al., 2003). Les acides phénoliques sont
formés d'un squelette a sept atomes de carbone. lls sont principalement
présents dans la grenade par la présence de l'acide galliue et I'acide
ellagique (Amakura et al., 2000b).

O._OH

HO OH
OH
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Acide gallique Acide ellagique
On distingue deux principales classes d'acide phénolique; les dérivés de
I'acide benzoique (Guignard, 1996) et les dérivés de I'acide cinnamique
(Malagas, 1992). La concentration de I'acide hydroxybenzoique est
généralement tres faible chez les végétaux comestibles. Ces dérivés sont
assez rares dans ['alimentation humaine par contre ceux d'acides
hydroxycinnamiques sont tres présents (Fleuriet et al., 2005).

Les acides benzoiques sont formés d'un squelette a sept atomes de
carbones. lls sont principalement représentés par les acides p-
hydroxybenzoiques, protocatéchiques, vanilliques, galliques, salicyliques et
gentisiques (Figure 7).

Les acides protocatéchiques et galliues ont des fonctions différentes dans la
plante. Le premier est tres largement répandu, le second est plus rare, il est
rencontré dans la nature surtout sous forme de dimeére (Ribereau-Gayon,
1968).

R2 R1 Composés R1 R2 | R3 | R4

O Ac. Benzoique H H H
Ac. Salicylique OH H H H

R3 Ac. p-hydroxybenzoique H H | OH
OH | Ac. Galiique H | OH | OH | OH

R4 Ac. protocatéchique H OH | OH

Figure 7. Structures chimiques de quelques dérivés de I'acide benzoique
(Guignard, 1996).

11.2.1.2. Acides cinnamiques

Ces acides possedent une structure du type CgCs. Les composés les plus
fréquents sont I'acide p-coumarique, I'acide o-coumarique, I'acide caféique
et I'acide cinnamique (Figure 8) (Ribereau-Gayon, 1968)

R1 OH Composés R1 | R2 | R3
Rz ko AcC. Cmnom|q9e H H H
AcC. o-coumarique OH| H H
R3 AcC.p-coumarique H H | OH
Ac. Caféique H | OH | OH
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Figure 8. Structures chimiques de quelques dérivés de lester
hydroxycinnamiques (Malagas, 1992).

11.2.1.3. Coumarines

Nous pouvons considérer que les différentes coumarines dérivent des acides
cinnamiques ortho-hydroxylés, de méme que la coumarine elle-méme dérive
de l'acide o-coumarique. Les coumarines les plus fréquentes sont
l'umbelliférone ou ombelliférone, I'aesculétine, la scopolétine, dont les
substitutions  correspondent respectivement aux acides p-coumarique,
caféique et férulique. Signalons également la fraxétine et la daphnétine (voir
figure 9) (Dean, 1963).

. - 2
) 0 ) -~
HOL . ams  20g =C WL
T \_\|, v_, I| I &
‘I g N -~ _[ - o~ A ~
\v'f \\J, S -

Umbeélliférone Scopoletine

Figure 9. Structure chimique de quelques coumarines (Dean, 1963).

11.2.2. Flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus : jaune) sont des substances généralement
colorées répandues chez les végétaux ; elles sont frouvées dissoutes dans la
vacuole a I'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes particuliers,
les chromoplastes (Guigniard, 1996).

Le terme flavonoides rassemble une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Leur fonction principale semble
étre la coloration des plantes (au-deld de la chlorophylle, des caroténoides
et des bétalaines), méme si leur présence est parfois masquée par leur
présence sous forme "leuco", ce qui explique leur intérét commercial dans
l'industrie alimentaire (Gabor, 1988).

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et ils posseédent tous
un méme squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de deux
unités aromatiques, de cycle en C¢ (A et B), reliés par une chaine en
Cs (Figure 10) (Bruneton, 1999).
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Figure 10. Squelette de base des flavonoides (Dean, 1963).

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs :
racines, figes, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graine et bois. Certains sont plus
spécifigues de certains tissus, comme par exemple les anthocyanes sont
plutdt localisés dans les parties externes des fruits, fleurs et feuilles. Les
chalcones se retrouvent plus fréquemment dans les pétales des fleurs. Ce
sont des pigments naturels au méme fitre que les chlorophylles (couleur verte)
et les caroténoides (nuance jaune et orangée).

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le
domaine médical pour leurs activités antivirales, antitumorales,
antiinflammatoires, antiallergiques et anti-cancéreuses (Meddleton and
Kardasnami, 1993). La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui
different par leurs structures chimiques : flavanols, flavones, flavonols,
flavanones, isoflavones et anthocyanidines (Medic-Sanic et al., 2004). Parmi
les nombreux pigments dérivants de cette structure des flavonoides, |l
convient de citer notfamment:

> Flavonols

Les flavonols (hydroxy-3 flavone) sont largement répandus et incolores, ils sont
caractérisés par la présence d'un carbonyle en position 4 et d'un
groupement hydroxyle en position 3. Les flavonols qui possedent en plus des
hydroxydes en é ou 8 colorent certaines fleurs en jaune primevere (Guignard,
1996).

Parmi les flavonols les plus répandus, nous trouvons le kaempférol (OH en 4, 5,
7), le quercétol (OH en 3, 4, 5, 7). Ces deux flavonols sont incolores; le
myricétol est l'isorhamétol (Figure 11). Pour le grenadier nous trouvons le
kaempférol dans les feuilles et la quercetine dans le jus (Artik, 1998 ; Van
Elswijik et al., 2004).
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Ry=H; Rz = H: Kaempferol
Ry =0H; R;=H: Quercetin
Ry=0H; R;OH: Myricetin

Ry = OCHg3; Ry = H: Isorhamnetin

Figure 11. Structures chimiques de quelques flavonols (Van Elswijk et al., 2004).
> Flavanones

Ces composés ne comportent pas des groupements OH en position 3 et
présentent de fortes similitudes de structures avec les flavonols. Dans cette
catégorie, il faut ranger les flavonoides responsables de la saveur amere de
certaines pamplemousses, citron, orange : la naringine (naringénol lié a du
glucose et du rhamnose), I'nespéridine (Alais and Linden, 1997). La naringine
est détectée aussi dans les feuilles du grenadier (Kim et al., 2002).

» Anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) est un terme
général qui regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (Guignard,
1996). Ces molécules faisant partie de la famille des flavonoides et capable
d'absorber la lumiere visible, sont des pigments qui colorent les plantes en
bleu, rouge, mauve, rose ou orange (Brouillard, 1986). Toutefois, Hernandez et
al. (1999) a permis de détecter cing types d'anthocyanines : Cyanidin 3- O-
glucoside, Cyanidin  3,5-di-O-glucoside,  Delphinidin  3-O-glucoside,
Delphinidin 3,5-di-O-glucoside et Pelargonidin 3-O-glucoside.

Leur présence dans les plantes est donc détectable a I'ceil nu, elles donnent
de la couleur aux fleurs et aux fruits, et elles sont généralement localisées
dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de véritables poches
remplies d'eau (Harbone and Grayer, 1988).

Sila coloration des fleurs et des fruits est leur réle le plus connu, nous trouvons
également les anthocyanes dans les racines, tiges, feuilles et graines. En
automne, les couleurs caractéristiues des feuilles des arbres sont dues aux
anthocyanes et aux carotenes qui ne sont plus masqués par la chlorophylle.
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Leur structure de base est caractérisée par un noyau "flavon" généralement
glucosylé en position Cs (Ribereau-Gayon, 1968). Les anthocyanes se
différencient par leur degré d'hydroxylation et de méthylation, par la nature,
le nombre et la position des oses liés G la molécule, L'aglycone ou
anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment (Figure
12).

=i Anfthocyanidines R=H R R2
’ f-i--’f.\l,ﬂ" Malvidine OCHs | OCHs
HO. o~ O S, Péonidine OCHsz | H
r}/ﬂ ] : - Delphinidine OH OH
J . Pé&funidine OCH3 | OH
Cyanidine OH H

Sila forme est monoglucoside : R = glucose
Figure 12. Structure de quelques anthocyanidine (Ribereau-Gayon, 1968).

11.2.3. Tanins

Les tanins sont des polyphénols que nous trouvons dans de nombreux
végétaux tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, grenade, datte, café,
cacao,..). Leur structure complexe est formée d'unités répétitives
monomeériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré
d'oxydation (Hemingway, 1992).

Les tanins sont divisés en deux groupes :

e Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme
d'oligomeres)
« Les tanins hydrolysables, esters des acides-phénols et de glucose.

11.2.3.1. Tanins condensés (flavan-3-ols)

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou proanthocyanidine, sont
largement répandus dans l'alimentation humaine (fruits, légumes, thé,
dattes,..).

Il a été rapporté par Haslam (1998) que les tanins jouent un réle important
dans les qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits). Ces tanins
sont des oligomeres ou polymeres de flavan-3-ols qui ont la propriété de
lioérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de la liaison
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infer monomeérique (Porter et al., 1986). lls ne s'hydrolysent pas sous I'action
des acides minéraux dilués, mais forment a ['ébulliion des composés
insolubles appelés phlobaphenes ou rouge de tanins (Guignard, 1996).

(Haslam, 1998) a montré que seuls des monomeres flavan-3-ol (catéchine) et
flavan-3,4-diol (leucoanthocyanidine) constituent les tanins condensés. La
figure 13 présente les principales unités des tanins condensés.

OH a} Flavar-3-ols et 5-désoxyflavan-3-ols
Rz=Rz=H; Ry =0H: (-}fizsétinidol
3= OH; Rz =H; (+}-catéchine
= Rz = OH: (+}-gallocatéchine
H; Rg = 0H: (+}-afzélechine
CH; Rs=H:(-}-robinétinidol
Rg=H : (+}-guibourtinidol

n
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5}

OH b} flavan-3,4-diols
Rz = Ry = H; R+ = OH : leucofizétinidine
Ry = Rz = OH; Rz = H : leucocyanidine
1 = Rp = R3y=0H : leucodelphinidine
3 =Rs = H Ry = OH : leucopelargonidine
4 = Rz = OH; R3 = H : leucorobinétinidine
1 = Ry = Ry = H ! leucoguibourtiniding
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Figure 13. Unités des tanins condensés : (a) flavan-3-ols et 5-désoxyflavan-3-
ols; (b) flavan-3-4-diols ou leucoanthocyanidines et (c) anthocyanidines
correspondantes.

La plupart des proanthocyanidines oligomeres, qui sont les vrais tanins
condensés, sont presque refrouvées accompagnées par un des flavan-3-
ols. La (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine sont les plus fréquentes, surtout
quand il s'agit d'oligomeres de type B (Haslam, 1998). D'un point de vue
structural les procyanidines dimeres de type B sont formées par liaison
entre le carbone 4 d'un monomere et le carbone 8 de I'autre. Les
dimeres catéchiques sont a la base des tanins de type phloroglucinol
(d'apres I'hydroxylation du cycle A, y compris I'oxygene du pont chromane).
Les diméres de type A sont constitués d'unités 5-déoxyflavan-3-ol (par
exemple fisétinidol, robinétinidol) qui sont liés de préférence par des
licisons C4-Cé. Ces diméres sont & la base des tanins condensés de type
résorcinol. Il est donc probable que la substitution préférentielle dans les
positions 6 et 8 (soit des licisons 4-6 ou 4-8) dépende de I'accessibilité a
chacune de ces positions. Les tanins condensés de type A proviennent
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essentiellement de deux especes : les légumineuses et les anacardiacées.
On classe les tanins condensés dont la structure repose sur les 5-désoxyflavan-
3ols en proguibourtinidines, profisétinidines et prorobinétidines ; les
profisétinidines étant les plus communs.

Les tanins condensés de type B sont omniprésents dans les arbres. lIs
sont trouvés comme procyanidines pures (tanins condensés G base de
catéchine et d'épicatéchine) et ils accompagnent les tanins de type
résorcinol dans les familles mentionnées précédemment.

11.2.3.2. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters de glucides ou d'acides-phénols, ou
de dérivés d'acides-phénols. La molécule glucidique est en général du
glucose, mais dans certains cas des polysaccharides (Ribereau-Gayon, 1968),
ce groupe de tanins est caractéristique des Dicotylédones; nous le
renconfrons notamment chez les rosidaes dans tous les organes : racines,
tiges, feuilles ou fruits avant la maturité. Ces tanins en raison de leurs
nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins (en fonction de leur
poids moléculaire) dans I'eau, en formant des solutions colloidales (Guignard,
1996).

Les tanins hydrolysables sont constitués d'un noyau cenftral -le glucose- et de
chaines latérales (en position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 d n
monomere(s) d'acide-phénol. Des liaisons carbone a carbone enfre noyaux
(licisons biphényle réalisé par couplage oxydatif), conduisent & des
molécules ramassées plus rigides de solubilité diminuée dite les tanins
ellagiques (Guignard, 1996).

I1.3. Voie de biosynthése des principaux polyphénols

Les grandes lignes des voies de biosynthese des principaux composés
phénoliques sont maintenant bien connues (Figure 14) (Dixon et Paiva, 1995).
Leur étude releve de tfrois approches complémentaires dont la derniere a pu
étre développée au cours des dernieres années : identification et dosage des
infermédiaires des voies métaboliques, caractérisation et purification des
enzymes qui catalysent les réactions de biosynthese, clonage et étude de
I'expression des genes impliqués. Par ailleurs, I'ufilisation de mutants obtenus
soit a I'aide des techniques fraditionnelles soit grce aux apports de la
biologie moléculaire et du génie génétique ont permis de mieux comprendre
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la régulation du métabolisme phénolique. Dans tous les cas, de nombreuses
informations ont été apportées en étudiant simultanément la modulation de
ce métabolisme par les facteurs externes, biotiques ou abiotiques.

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont présents
dans les protéines, mais sont également a I'origine de la formation de la
plupart des molécules phénoliques chez les végétaux. lls sont formés, a partir
de sucres simples issus du métabolisme primaire, par la voie bien connue de
I'acide shikimique, conduisant & la formation de phénylalanine qui, par
désamination, donne le précurseur immédiat des phénols, I'acide
cinnamiqgue. La séquence biosynthétique qui suit, dénommée séquence des
phénylpropanides, permet la formation des principaux acides
hydroxycinnamiques (Figure 14) : acides coumariques, caféique, férulique et
sinapique, généralement présents dans le matériel végétal sous forme
d’'esters (esters quiniques comme |'acide chlorogénique, esters glucosés...)
ou de glucosides. Les formes actives de ces derniers avec le coenzyme A
permettent d'accéder aux principales classes des composés phénoliques
citant quelques transformations :

- Vers les acides de Ila série benzoiqgue (acides gallique.
protocatéchique...) par Poxydation. L'acide gallique lui-méme, par
combinaison avec des sucres simples, conduit aux tanins hydrolysables
(tanins galliques et ellagiques) ;

- Vers les esters de type chlorogénique par estérification avec un acide-
alcool (acide quinique, tartrique, shikimique...)

- Vers les coumarines, par cyclisation interne des molécules suivie de
modifications complémentaires (glycosylations, prénylations,...)

- Vers les flavonoides dont le squelette moléculaire de base (Figure 14) a
une double origine: 3 molécules de I'acétyle CoA (CoA= coenzyme A)
pour le cycle A, une molécule de p-coumaryl CoA pour le cycle B et
I'hétérocycle C. C'est alors a partir de la chalcone ainsi formée par
cette condensatfion chimique que vont éftre mis en place les
flavonoides appartenant aux diverses classes, en particulier des
pigments comme les anthocyanes et les flavonols ou encore certains
monomeres de type flavanols dont la polymérisation conduira aux
tanins condensés.

- Vers les lignines, par deux réductions successives conduisant aux
monolignols qui sont ensuite intégrés dans la lignine par polymérisation
oxydative initite dans la paroi cellulaire par les peroxydases et
éventuellement les laccases (Bouheroum, 2007).
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Figure 14. Grandes lignes de la biosynthése des principaux groupes de
composés phénoliques (Macheix, 1996). PAL : phénylalanine ammonialyase ;
TAL : tyrosine ammonialyase ; CCR: cinnamate CoA réductase; CAD:
cinnamyl alcool déshydrogénase ; CHS : chalcone synthase ; CHI : chalcone
flavanone isomérase ; PPO : polyphénoloxydases ; POD : peroxydases ; Lacc :
laccases.

I1.4. Répartition de ces classes dans le fruit du grenadier

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans
la plante et peut étfre tres caractéristique. Au sein méme des feuilles, la
répartition des composés est variable, par exemple les anthocyanes et les
flavonoides sont majoritairement présents dans I'épiderme. Au niveau de
la plante entiere, I faut noter que certains composés ne sont
accumulés que dans des organes bien définis. Chez la pomme par
exemple, les composés phénoliques interviennent au niveau de la
coloration de la peau via les anthocyanes et dans la qualité organoleptique
de la chair, notamment pour I'amertume ou I'astringence (Cheynier and
Sarni-Manchado, 2006).
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Les tableaux 2 et 3 représentent la majorité des composés phénoliques
présents dans les différents organes du grenadier ainsi que leurs activités
pharmacologiques qui permettent soit la prévention soit le traitement contre
la croissance des cellules malignes. Cependant, de multiples mécanismes
refletent une complexité chimique du fruit qui est généralement responsable
de I'augmentation de I'apoptose, diminution de I'inflammation, diminution
de la métastase et I'invasion. Par exemple les composés tels que I'acide
ellagique, acide ursolique, quercetine, ellagitanins, Iutioline et I'apegénine
sont associés avec I'apoptose des cellules tumorales (Lansky and Newman,
2007).

Tableau 2. Principaux composés phénoliques du grenadier avec leurs
structures et leurs dispositions aux niveaux de différents organes (Lansky and
Newman, 2007).

Classe chimique Nom du | Structure chimique Organes Références
composé
Acides Acide gallique ~ Jus - fleurs — | Amakura et
Hydroxybenzoiques feuilles al.(2000b)
Huang et al.
HO o (2005b)
OH
Acides Acide Jus - feuilles — | Amakura et
Hydroxybenzoiques | Ellagique Pépins al. (2000p)
Wang et al.
(2004)
AcideHydroxycinna | Acide Jus —feuilles | Artik (1998)
mique Cafféique Amakura et
al. (2000q)
(phenylpropanoids)
Acide Acide Jus —feuilles | Artik (1998)
Hydroxycinnamique | Chlorogénique Amakura et
al. (2000a)
(phenylpropanoids)
Acide Acide p- Jus- feuilles Artik (1998)
Hydroxycinnamique | Coumarique Amakura et
al. (2000a)
(phenylpropanoids)
Flavan-3-ols Catéchine Jus- feuilles De Pascual-

Teresa et al.
(2000)
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Flavan-3-ols Epicatéchine o Jus- feuilles De Pascual-
" ) Teresa et
\E;/Kj al.(2000)
Flavonols Quercetine O 1 Jus Artik (1998)
(0 Feuiles
Flavonols Kaempferol | Feuilles van Elswik et
HO, o al. (2004)
()
oH
Flavonol glycosides | Rutine O “ 1 Jus - feuilles | Artik (1998)
seas
oH—ao O
Flavones Luteoline "1 Feuilles van Elswik et
HO o - al. (2004)
()
Flavones Apigenine | Feuilles van Elswik et
HO, o al. (2004)
()
oH o
Anthocyanidines Cyanidin T Feuilles Noda et al.
O o (2002)
HO a.
P
/ O
OH
Anthocyanidines Cyanidin = 3-O- T o | Jus Hernandez et
glucoside ) O al. (1999)
HO. O\
OH
O A
(o]
OH H
Anthocyanines Cyanidin  3.5- T o | JUS Hernandez et
di-O-glucoside O al. (1999)

HO. foN
O D
/OH
Qo
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Anthocyanines Delphinidin ~ 3- Jus Hernandez et
O-glucoside al. (1999)
Anthocyanines Pelargonidin 3- Jus Hernandez et
O—glucoside al. (1999)
Ellagitannins Punicalin Ecorce de Gl et al
I'arbre - (2000)
écorce des
M= | racines —
feuilles
Ellagitannins Punicalagin -Ecorce de | Gil et al
. I'arbre, (2000)
L 2o . | écorce des
= 7| racines et
-~ | feuilles

Toutefois, afin d'expliquer I'activité antioxydante élevée des jus de la
grenade et aussi la différence observée entre les jus commerciaux et celui
élaboré expérimentalement, Gil et al. (2000) a analysé les composés
phénoliques de ces jus par CLHP et elle a monitré que la couleur rouge
typique des deux jus est due aux anthocyanes qui représentent une
différence quantitative significative du delphinidine, cyanidine et
pelargonidine 3-glucosides et 3,5-diglucosides, ces composés sont facilement
détectables par CLHP. Pelargonidine 3,5-diglucosides est présent en traces
dans les différents jus, ce qui enfrave sa quantification. En outre, la principale
différence observée entre ces deux jus est la composition élevée en
punicalagins et les dérivés d'acide ellagique des jus commerciaux, tandis
que les tanins hydrosolubles demeurent constants dans les différents jus.

Dans la méme étude, la composition phénolique mesurée par la méthode du
Folin Ciocalteu des jus de grenade (expérimental et commercial) est presque
la méme trouvée pour le vin rouge et deux fois plus élevé que celle du thé
vert. Toutefois cette composition reste plus élevée pour le jus commercial
(plus que 2500 mg/L) que celui extrait expérimentalement (1800- 2100 mg/L)

Les principaux composés antioxydants dans le jus de grenade sont les tanins
hydrolysables contenant les punicalagines, la capacité antioxydante de ces
grosses molécules (tanins) est 15 & 30 fois plus efficace que les simples
polyphénols ou le Trolox, concernant la neutralisation des radicaux libres. Les
anthocyanes et les dérivés de I'acide ellagique confribuent aussi a la

capacité antioxydante totale (Gil et al., 2000).
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Tableau 3. Quelques composés phénoliques clés et
cancérogenes et anti-inflammatoires

leurs actions anti-

Composés Activités thérapeutiques Références
Acides -Induisentl'expressionp53/p21. I'arrét en | Li et al. (2005)
hydroxybenzoiques Glet 'apoptose des cellules

cancéreuses de la vessie.
(acides ellagique et

-Causent I'inhibition de |la croissance et

Veluri et al. (2006)

galique) I'apoptose des cellules (DU-145)
-Réduisent l'inflammation des cellules Masamune et al
pancréatiques stellaire. (2005)
-Favorisent 'apoptose des cellules de Madlener et al. (2006)
leucémie

Acides -Réduisent la métastase des cellules Hwang et al. (2005)

Hydroxycinnamique

(e.g. acide caféique)

cancéreuses grace a la régulation
negative de I'expression des
métalloprotéinases

-Puissant inhibiteur de
métalloprotéinase-9 et l'invasion des
cellules tumorales

Jin et al. (2005)

Pro-anthocyanidines

et anthocyanidines

-Activités Anti-angiogéniques,
antioxydantes et anticancéreuses

Bagchi et al. (2004)

-Activité Antfi-multigénique

Galvano et al. (2004)

Quercétine Inhibition de la carcinogenese Lambert et al. (2005)

Effets antfi-tumoraux des flavonoides Kanadaswami et al.
(2005)

Inhibition de la croissance des cellules Yang et al. (2006)
cancéreuses du poumon via I'arrét
G2/M et I'arrét de I'induction de
I'apoptose.

Ellagitanins  (punicalin | Diminution de la signalisation des Adams et al. (2006)

et punicalagine)

cellules inflammatoires dans le cancer
du cdélon

Les activités apoptotiques,
anfioxydantes et antiprolifératives

Seeram et al. (2005)

I.5. Toxicité des composés phénoliques de la grenade

La grenade est largement consommée par de nombreuses civilisations depuis
des milliers d'années, et aucun incident n’est signalé et donc elle ne

représente aucun danger

pour la

santé humaine.

Cependant, la

consommation de la décoction de I'écorce de I'arbre et aussi du péricarpe
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du fruit peut provoquer une toxicité qui reste a confirmer. Cette toxicité se
manifeste par une inflammation sévere aigué de l'estomac et méme la mort
de la personne, cela est dU a la présence des tanins et des alcaloides ¢ la
fois (Squillaci and Di Maggio, 19446). Une autre étude élaborée par Vidal et al.
(2003) a montré que les Exiraits phénoliques de fruits entiers causent une
congestion des organes internes et une élévation de la créatinine in vivo.
L'huile de pépins de grenade n'était pas toxique pour les larves de crevettes
de saumure (Fatope et al., 2002), mais des réactions allergiques graves et
cancer d'cesophage (Hegde et al., 2002) suite d une consommation tres
élevée de grain de grenades (Ghadirian et al., 1992) ont été mentionnés.

Le jus de grenade contient des taux élevés en polyphénols (= 2 g/L), et il était
considéré comme aliment toxique pour le bétail, une étude a été réalisée sur
des rats Sprague-Dawley pour évaluer la toxicité potentielle de ces composés
via un régime enrichi en punicalagine a une concentration de 6% administré
sur une période de 37 jours. La quantité d'aliments ingérés, I'index d’utilisation
alimentaire et le taux de croissance sont plus faibles chez les rats fraités
durant les 15 premiers jours sans effet toxique significatif. Cela pourrait étre d0
a la plus faible valeur nutritionnelle de la ration enrichie en punicalagine ainsi
qu'a sa faible appétence. Aucune différence significative n'a été observée
lors des analyses de sang sauf pour I'urée et les triglycérides qui sont restés a
des valeurs faibles durant toute I'expérience. L'analyse histopathologique du
foie et des reins a confirmé I'absence de toxicité (Cerdd et al., 2003)

I1.6. Méthodes de caractérisation des composés phénoliques

I.6.1. Dosage des composés phénoliques totaux

Les composés phénoliques peuvent étre dosés soit dans leur totalité soit
individuellement apres extraction du matériel végétal. Les méthodes de
dosage des composés totaux sont généralement basées sur I'oxydation de
ces composés et le développement d'une coloration.

La méthode la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi,
1965). Elle est basée sur la réduction d'un mélange d'acides
phosphotungistique et phosphomolybdique (réactif de Folin-Ciocalteu) en un
mélange d’'oxydes bleus de tungstene et de molybdene.

Toutefois, plusieurs fravaux concernant la composition phénolique de certains
fruits ont trouvé des teneurs assez importantes en polyphénols totaux. Cette
composition varie d'un fruit & un autre (Tableau 4).
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Tableau 4. Teneur des polyphénols totaux de quelques fruits quantifiée par

des mesures spectrophotométriques.

Fruits Polyphénols totaux* Références
Acai (frais) 454,00 Rufino et al. (2010)
Acerola frais 1063,00 Rufino et al. (2010)
Banane (frais) 475,00 Kevers et al. (2007)
Mdre (frais) 226,00 Wang and Lin (2000)
Figue (frais) 463,00 Solomon et al. (2006)
Raisin (frais) 234,80 Orak (2007)
Kiwi (frais) 112,00 Kevers et al. (2007)
MdGre 1515,90 Lin and Tang (2007)
Framboise 267,00 Wang and Lin (2000)
Fraise 363,70 Lin and Tang (2007)

*Les polyphénols totaux sont exprimés en mg GAE /100 g de poids frais.

I1.6.2. Dosage des composés individuels par chromatographie liquide a
haute performance (CLHP)

La méthode de dosage la plus largement utilisée pour séparer les composés
phénoliques est la séparation par CLHP souvent en phase inverse (la plus
utilisée étant I'octadécylsiice ou C18) (Robards et al., 1999). Les gradients
d'élution comportent en général des proportions croissantes de méthanol ou
d’'acétonitrile dans de I'eau acidifiee par de I'acide formique ou acétique.
Les composés sont élués par ordre de polarité croissante : les acides
hydroxycinnamiques sont donc généralement élués avant les flavonoides.
Pour ces derniers, les aglycones sortent généralement apres leurs dérivés
glycosylés.

La détection est basée sur I'absorption caractéristique des polyphénols dans
I'UV. La plupart des flavonoides sont identifiés dans deux bandes
d’absorption majeures : une a 320-385 nm, caractéristique de I'absorption du
cycle B et une a 280-285 nm, caractéristique de I'absorption du cycle A. Ces
bandes varient cependant en fonction des substitutions possibles sur les
cycles. Les flavonols présentent un maximum d’absorption dans le jaune (350
a 360 nm) et les anthocyanes dans le rouge (520-530 nm). Pour les acides
hydroxycinnamiques, ce maximum est a 320 nm. La détection en UV-visible
par barrette de diode, d longueur d’onde multiple, permet ainsi de distinguer
les classes de composés.

Ce systeme peut étre couplé a la spectrométrie de masse. Cette technique

permet de mesurer la masse d'une molécule et de fournir des informations
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structurales d'aprés les ions fragments formés au cours de I'analyse. Un
spectrométre de masse est composé d'un systeme d'induction de
I’échantillon, d'une source d'ionisation (formation et éventuellement
fragmentation des ions), d’'un analyseur dont la fonction est de séparer les
ions selon leur rapport masse/charge (m/z) et d'un détecteur. La source
d’ionisation par électrospray est la plus utilisée pour les polyphénols.

I.7. Détermination de I'activité antioxydante

Ces dernieres années, l'intérét porté aux antioxydants naturels, en
relation avec leurs propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement.
Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées
pour |'extraction, I'identification et la quantification de ces composés d partir
de plusieurs substances naturelles G savoir, les plantes médicinales et les
produits agroalimentaires (Marc et al., 2004)

L'activité antioxydante d'un composé correspond d sa capacité a résister
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine
A), I'acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les
composés phénoliques. En effet, la plupart des antioxydants de synthese ou
d'origine naturelle possedent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs
structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les
radicaux hydroxyles (OHe) et superoxydes (Oz¢) (Bartosz et al., 2003).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I'activité
anfioxydante par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes
ROOe par les méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et
TRAP (Total Radical-Trapping Antfioxidant Parameter) (Ricardo da Silva et al.,
1991); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter) (Benzie and Strain 1996); ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium
de I'acide 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Re et al., 1999).
ainsi que la méthode utilisant le radical libore DPPHe (diphényl-picrylnydrazyle)
(Sharma-Om et al., 2009).

Compte tenu de la complexité des processus d'oxydation et la nature
diversifiee des antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et
hydrophobes, il n'y a pas une méthode universelle par laquelle I'activité
anfioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une facon bien précise.
Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de
I'’échantillon & tester (Tabart et al., 2009 ; Hua et al., 2008).
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1.7.1. Méthode ORAC

Oxygen radical absorbance capacity. La méthode est basée sur la
décroissance de la fluorescence de la fluorescéine en présence d'un
oxydant chimique I'AAPH (un radical peroxyl liore stable). Le produit &
tester peut étre capable de protéger la fluorescéine et réduire la vitesse de
dégradation de la fluorescence. Il possede alors un pouvoir antioxydant.
La méthode est réaliseée en microplague dans lesquelles nous mesurons en
paralléle, le déclin de la fluorescéine au cours du temps en présence de
concentrations  croissantes de  Trolox (une molécule de référence,
analogue structural hydrosoluble de la vitamine E), et des échantillons &
tester & différentes concentrations. Le but est d'obtenir une réponse
comparable a celle de la gamme. On peut ainsi apres traitement des
données, de calculer I'équivalent Trolox. La méthode faisant intervenir une
cinétigue, la mesure de la capacité se fait par I'intermédiaire du calcul
des aires sous la courbe. C'est la seule méthode qui combine a la fois le
pourcentage d'inhibition de la réaction d'oxydation et la longueur dans le
temps de cette inhibition en une seule mesure. Elle donne une mesure
globale de la capacité antioxydante. L'avantage majeur du test ORAC
est de proposer une mesure standardisée et largement acceptée.

1.7.2. Méthode DPPH

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est
recommandé pour des composés contenant SH-, NH- et OH- groupes (Salah
et al., 1995). Il s’effectue a température ambiante, ceci permettant d’éliminer
tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles. Le test est
largement utilisé au niveau de I'évolution des extraits hydrophiles en
provenance de thé vert, des jus de fruits et de raisins, pépins et pulpes, frés
riches en composés phénoliques (Hatzidimitriou et al., 2007)

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylnydrazyle (a,a-diphényl-p-
picrylhydrazyle) fut I'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la
relation structure- activité antioxydante des composés phénoliques (Brand-
Williams et al., 1995). Il possede un électron non apparié sur un atome du
pont d'azote (Figurel5). Du fait de cette délocalisation, les molécules du
radical ne forment pas des dimeres, i.e. DPPHe reste dans sa forme
monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation
provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPHe.
La mesure de |'efficacité d'un antioxydant se fait en mesurant la diminution
de la coloration bleue, due G une recombinaison des radicaux DPPHe,

mesurable par spectrophotométrie & 515 - 518 nm.
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Figure 15. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH enfre le
radical DPPHe et un antioxydant (AH).

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux
types de mécanismes: (i) la libération de I'atome d’hydrogene du
groupement hydroxyle (cinétique rapide de certaines acides et dérivées
phénoliques); (i) la libération d'un électron (cinétique lente des dérivées
glycosylés et des anthocyanes) (Huang et al., 2005).

Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal
d’'action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de I'atome H sur
le DPPHe alors fransformé en une molécule stable DPPHH (Molyneux, 2004 ;
Sanchez-Moreno et al., 1998):

DPPHe+ ®OH — DPPHH + ®O

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possibles qui forment des structures
plus au moins stables :

®O*+ DO — DO-OD
DPPHe+ ®O«— ®O-DPPH

La capacité anti-radicalaire (capacité a fixer des radicaux libres, donc &
arréter la propagation de la réaction en chaine) ne peut étre mesurée
directement, mais par controle de I'effet de la réactivité. Plusieurs facteurs
influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, nofamment
les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPHe, type de
solvants, pH) et le profil phénolique en particulier (Molyneux, 2004).

Pour I'évaluation de I'activité antioxydante, deux approches sont appliquées:
d'une part, la détermination de la réduction relative du radical DPPHe & un
temps de référence ou la détermination de la quantité d’anfioxydant
nécessaire pour réduire 50 % de DPPHe et d’'autre part, le suivi de la cinétique
de la réduction (Sanchez-Moreno et al., 1998 ; Scherer et al., 2009)

Dans la premiere approche, I'activité est définie par I'indice de la réduction

de I'activité anti-radicalaire en pourcentage %RSA (Radical Scavenger
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Activity), ou I'absorbance du mélange réactionnel qui contient le radical
liore et I'échantillon de [|'antioxydant est reliée avec |'absorbance du
mélange sans aucun antioxydant (solution témoin ou contréle) a un temps t:
[7oRSA=(AbScontrale — Abst)/ AbScontrale X 100%].

Comme il n"existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’'un
composé, les résultats sont souvent portés par rapport & un antioxydant de
référence, comme I'acide ascorbique (vitamine C), les antioxydants
synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluene) ou le Trolox® (acide-6-hydroxy-
2,5,7 8-tetramethylchroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire
cycligue est similaire a celle de la vitamine E (Molyneux, 2004)

L'indice relative %RSA montre seulement la capacité de I'échantillon, & une
concentration fixée, de réduire ou non les radicaux et dans beaucoup de
cas, l'augmentation de la concentration de [|'antioxydant amene
I'’augmentation de ces indices relatifs (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Pour s'affranchir de l'influence de la concentration, dans la majorité des
études, la réactivité est estimée par la concentration effective CEso (ou
I'inverse 1/CEso) de I'antioxydant, qui correspond a une réduction de 50% de
I'activité (de I'absorbance) du DPPHe dans le milieu réactionnel. La capacité
antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que sa CEsp est petite.
L'indice CEso montre les concentrations de I'antioxydant qui sont nécessaires
pour faire décroitre la concentration initiale du DPPHe avec 50% (exprimée
en mol Antioxydant/mol DPPHe ou mg Anfioxydant/g DPPHe), mais ne
prennent pas en considération I'influence de la concentration sur le temps
de la réaction (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire, dans la deuxieme
approche des parametres cinétiques sont introduits, tels que le temps Tecso
nécessaire pour atteindre I'équilibre a CEso, la constante de vitesse de la
réaction ou le coefficient directeur de la courbe cinétique (Scherer et al.,,
2009). L'estimation de Tceso permet d'introduire la classification suivante: Tceso<
5 min (réaction rapide), 5-30 min (réaction intermédiaire) et Tceso> 30 min
(réaction lente) (Scherer et al., 2009). L'indice de I'efficacité anti-radicalaire
[EAR =1/(CEso.Tceso)] relie la concentfration du DPPHe et le tfemps Tecso dans
I'essai avec la concentration effective CEso de I'échantillon, et résulte dans
un parametre constant pour chaque solution ou extrait.
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1.7.3. Méthode TEAC

Dans la méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), I'activité
anfioxydante totale d'une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le
radical ABTSe+, obtenu & partir de I'ABTS (sel d’ammonium de I'acide 2,2'-
azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) comparativement a  un
antfioxydant de référence : le Trolox® (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tétrameéthylchroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique
est similaire & celle de la vitamine E. L'obtention du radical cation résulte du
contact de I'ABTS avec une enzyme de peroxydation (peroxydase
metmyoglobine (Miller et al., 1997) d'un oxydant (dioxyde de manganese
(Benavente-Garcia et al., 2000) ou persulfate de potassium (Re et al., 1999).
Le radical ABTSe+, en contact avec un donneur de He conduit a I'ABTS+
(Figure 16) et a la décoloration a 734 nm de la solution (Lien et al., 1999).
D'autres auteurs utilisent ['acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique), ou ABTSe-, a la place de son sel d'ammonium et analysent
I'inhibition du radical ABTSe-, produit par un initiateur de radicaux
thermolabiles, I'ABAP (2,2'-azobis-(2-amidino-propane) HCI) (Van Den Berg
et al., 2000). La cinétigue de réaction de I'antfioxydant étudié doit étre
examinée préalablement pour déterminer la fin de réaction. La capacité
antfioxydante en équivalent Trolox® (TEAC) correspond & la concentration
(mmole/l ou mg/l) de Trolox® ayant la méme activité qu'une méme
concentration unitaire de substance & tester, jus de fruit par exemple (Miller
et al., 1997).
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Figure 16. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le
radical ABTSe- et un antioxydant (AH).

I1.7.4. Méthode FRAP, Ferric Reducing Antioxydant Power

La méthode FRAP développée par Benzie and Strain (1996) correspond
a la réduction d'un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(lll)-TPTZ)2] en un
complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(ll)-TPTZ)2] par un antioxydant (AH), & un
pH de 3,6 pour maintenir la solubilité du fer (Figure 17).
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Figure 17. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le
complexe tripyridy-s-tri-azine ferrique Fe(lll)-TPTZ et un antioxydant (AH).

Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une
coloration bleu intense apparait trés rapidement avec un maximum
d'absorption a 593 nm. Pour s‘assurer de la linéarité de la méthode et
calculer les résultats, une gamme étalon est d'abord réalisée avec une
solution aqueuse de sulfate de fer heptahydraté (FeSO4-7H20).
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Chapitre lll. Procédés de transformation et Sécurité microbiologique
lIl.1. Généralités

Les fruits et leur jus constituent une part essentielle du régime alimentaire
humain. Au cours des vingt dernieres années, la recherche en nutrition
humaine a prouvé qu'un régime équilibré, riche en fruits ainsi que leur jus,
garantit une bonne santé et peut réduire les risques de certaines maladies.
Par conséquent I'un des secteurs agroalimentaires qui connaissent la plus
forte croissance est celui des produits. Le contréle de la qualité nutritionnelle
et sanitaire lors des procédés de fransformation s'avere tres nécessaire afin
de garantir la qualité de ces produits.

Ainsi, le contréle des microorganismes dans les aliments passe par la
prévenfion et la réduction de la contamination, [I'élimination des
microorganismes par différents traitements, le contrble des conditions de
stockage et la maitrise de la physiologie des légumes.

Les principaux problemes des fabrications des jus des fruits sont la maitrise de
la pasteurisation et du condifionnement. Souvent, les microbes sont
réintfroduits au cours du conditionnement en raison d'une mauvaise maitrise
de I'hygiene.

lll.2. Procédé de fabrication du jus frais extrait a partir des fruits entiers

La figure 18 présente en détail un procédé de fabrication de jus frais de la
grenade qui comprend les étapes suivantes :

* Lavage

Le lavage s'effectue a I'eau potable, afin d'éliminer la terre, les micro-
organismes, les traces de traitement phytosanitaire. Un lavage soigneux est
important : celui-ci étant pressé avec sa peau, les risques de contamination
sont élevés.

* Pressurage mécanique

Broyage des fruits et récupération du produit sur les claies de la vis de presse.
Le réglage de la presse doit étre opfimum pour obtenir une purée
homogene, grossiere, mais sans morceaux. Les parametres a régler sont la
vitesse de rotation, I'écartement des meules, le diametre des tamis, etc.
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Pesage, Lavage, Epluchage
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Figure 18. Procédé de fabrication de jus frais de la grenade
 Extraction du jus

La presse a vis permet de presser les fruits sans les éplucher (gain de temps
important). Tout en faisant attention & la force de pressage : une pression
excessive écrase la peau et libere des quantités tres élevées en tanins qui
sont responsables de |'astringence du jus de grenade. Un pressurage
homogene assure un bon rendement : répartir les fruits broyés en couches
régulieres (5 a 7 cm d’épaisseur maximum) sur les claies de la presse.

e Filtration

La filtration permet d’éliminer les particules diverses en suspension dans le
liguide. Le jus pulpeux est passé dans le filtfre et les particules trop grosses
(pépins, fragments d’albedo) sont éliminées par le centre, creux, du piston
(Baron, 2002). L'étape de filtration ne doit pas durer plus d'une heure. La
plupart des jus de fruits fropicaux sont tres fragiles et fermentent quelques
heures. Le jus prend ensuite un goOt de vin qui oblige & jeter tout le lot
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contaminé. Pour éviter ce genre de probleme, il faut rapidement pasteuriser
les jus apres le pressurage.

« Stabilisation

En tfransformation semi-industrielle, les opérations de transformation sont
parfois longues et il est souvent nécessaire de stabiliser les jus pour éviter les
problemes de fermentation et de dégradation. Un fraitement thermique léger
permet de détruire les micro-organismes et les enzymes responsables de la
dénaturation de la qualité. Pour stabiliser le jus, on le chauffe a 50 ou 60°C
durant 5 a 10 min. Il est ensuite conditionné dans des fUts plastiques de 50 &
100 | étanches.

e Pasteurisation

La pasteurisation vise a tuer les micro-organismes et & inactiver les enzymes
(comme la pectine methylestérase (PME) ou la polyphénoloxydase) pouvant
altérer le produit ou le rendre impropre a la consommation humaine (Chen
et al., 1993). La température et le temps de pasteurisation dépendent du fruit
a pasteuriser, du type de pasteurisateur (tubulaire, type cocotte...), du milieu
ambiant, du niveau de filtration.

- Les différentes technologies de pasteurisation

La pasteurisation est effectuée selon un bareme temps-température qui peut
varier, mais qui généralement dure de 30 & 60 secondes. Pour le jus pur, la
température est rapidement portée a 90-96°C dans des échangeurs de
chaleur tubulaires puis elle descend en une trentaine de secondes jusqu'a
une basse température, c’'est la « flash pasteurisation ».

Dans le cas des emballages métalliques ou en verre, il est possible d'inverser
les deux étapes de pasteurisation et de conditionnement. On conditionne les
produits a froid avant la pasteurisation. La pasteurisation est alors faite dans
un pasteurisateur par immersion ou aspersion d'eau brGlante sur les
emballages. Le baréme de pasteurisation est allongé, les échanges
thermiques étant plus lents par ce procédé. Cette technique est plus longue,
plus consommatrice d’'énergie et, mais elle permet de mieux maitriser les
risques sanitaires, car le jus est pasteurisé dans son emballage.

Différents pasteurisateurs existent : bac de pasteurisation, tunnel de
pasteurisation.
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Pour les petites productions, la pasteurisation peut s'effectuer par chauffage
du jus en vrac dans des marmites pendant 20 min & 85°C.). Le
conditionnement suit immédiatement la pasteurisation et se fait & chaud (82
a 85°C).

e Conditionnement

Les deux procédés de conditionnement aujourd’hui utilisés dans les industries
de production de jus apres le traitement de la pasteurisation sont :

- le remplissage a chaud,
- le remplissage aseptique a froid.

Lors du remplissage a chaud, apres la flash-pasteurisation le jus est refroidi
jusqu'a 82-85°C. Il est introduit immédiatement a cette température dans les
récipients, ceux-ci sont aussitét fermés, retournés ou agités de sorte que le
liguide chaud vienne au contact de toute la surface intérieure du récipient et
I'aseptise. Le remplissage aseptique a froid est une autre technique de
remplissage qui consiste a refroidir le jus jusqu’a température ambiante (17-22
°C) apres la flash-pasteurisation et a remplir et fermer les récipients en
conditions aseptiques. L'opération dure entre 20 et 30 minutes entre le
remplissage et le refroidissement. Les bouteilles ont au préalable été
décontaminées par lavage avec une solution de peroxyde d’hydrogene puis
rincage al'eau.

Le refroidissement évite la sur-cuisson des jus, a I'origine d'un brunissement et
d'un goUt de brilé (réaction de Maillard). Mais dans le cas des bouteilles en
verre, le refroidissement doit éfre progressif, les bouteilles risquant de se briser
sous I'effet du choc thermique. Enfin les jus sont stockés dans des endroits
frais, sec, aéré et a I'abri de la lumiere.

I11.3. Extraction du jus a partir des arilles

Pour I'élaboration du jus de grenade 4 partir des arilles, les mémes étapes
sont pratiquées sauf qu'il faut procéder d une extraction des arilles par de
nouvelles technologies.

I1l.4. Procédé de fabrication du jus a base de concentré

I11.4.1.Pasteurisation apres extraction et raffinage

Pour la fabrication du concentré, le jus est exirait comme déja signalé

précédemment. La pasteurisation est ensuite réalisée et la plus utilisée c'est
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une flash-pasteurisation (environ 95 °C pendant une trentaine de secondes)
puis la descente de température est plus longue que pour le jus pur, de
I'ordre de 10 minutes et le jus n'est pas completement refroidi, il reste chaud
jusqu'a I'étape suivante de concentration.

I11.4.2.Concentration et congélation

La concentration et la congélation du concentré ont lieu sur les sites de
production (Brésil, Etats-Unis et Turky) aprés I'étape de la pasteurisation.
L'opération de concentration consiste a éliminer environ 80 % de l'eau
contenue dans le jus, en altérant le moins possible les pulpes ainsi que les
composés aromatiques. Le procédé le plus couramment utilisé est la
concenftration par les effets combinés de la chaleur et du vide (évaporation)
dans des échangeurs thermiques qui sépare les vapeurs formées du produit
liguide concentré. Cette technologie d'évaporateurs est connue sous le nom
de TASTE (Thermally Accelerated Short Time Evaporator). D'autres procédés
sont également décrits comme la cryoconcentration (concentration par le
froid) et I'osmose inverse. L'osmose inverse est un procédé de séparation en
phase liguide par perméation a travers des membranes semi-sélectives sous
l'effet d'un gradient de pression. Ces procédés sont connus pour étre plus
respectueux de la qualité du jus, mais ils restent 2 & 3 fois plus coUteux (Fox,
2000).

Les arbmes étant tres volatils, ils sont rapidement entrainés avec I'eau
d'évaporation. Cet effet d'entrainement & la vapeur provogue un
appauvrissement tres net de la solution concentrée en composés d’arbme.
Pour pallier ce probleme, les concentrateurs sont équipés de récupérateurs
d'arébmes : les composés aromatiques du jus extrait avec la vapeur sont
séparés par distillation et concentrés. Les extraits, une phase aromatique
aqgueuse et une phase aromatique huileuse sont vendus aux industriels de
I'aromatique qui les revendront aux conditionneurs apres transformation. Ces
derniers les réincorporeront lors de la fabrication du jus & base de concentré.
La phase agueuse contient les composés d'ardbme les plus volatils, des
aldéhydes de faible poids moléculaire et des alcools. La phase huileuse
contient les composés les plus hydrophobes, comme les terpenes, les alcools
terpéniques, les aldéhydes et les esters.

Les concentrés de jus de grenade obtenus sont d'abord refroidis rapidement
jusqu'a 0 °C, puis congelés dans des échangeurs de chaleur ; la masse
pdteuse obtenue est refroidie a -40 °C, puis entreposée a une température
ne dépassant pas -18 °C.
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lIl.5. Contréle de la qualité

Malgré les avantages liés a la consommation des fruits et leur jus frais, celle-ci
pose un probleme de sécurité alimentaire dans la mesure ou ces aliments
consommeés sans aucun traitement de conservation sont depuis longtemps
reconnus comme sources de fransmission de maladies infectieuses. Méme si
la majorité des intoxications alimentaires sont dues a la consommation
d’'aliments d’origine animale contaminés, le nombre de cas associés aux fruits
et leur jus frais a progressé au cours des dix dernieres années. Ainsi une large
gamme de ces produits contaminés a récemment causé d'importantes
épidémies d'infections microbiennes.

Deux types de contrdles en cours de fabrication ont été évoqués ci-dessous :
le contréle de I'acidité avant la pasteurisation (mesure du pH au crayon pH)
et le contrble de la teneur en sucre de la boisson (mesure du degré Brix au
réfractometre). Ces contrdles doivent étre complétés par le suivi de deux
parametres :

* La qualité sanitaire de I'eau : taux de chlore, d'ions

La production de jus de fruit utilise une eau potable en grande quantité aussi
bien pour la fabrication du produit lui-méme que pour le nettoyage des fruits,
des locaux et des équipements. Ainsi, il faut faire une analyse réguliere de
I'eau et mettre en place éventuellement un systéme de filtration.

* La qualité bactériologique des produits finis : une fois par semestre

Les analyses microbiologiques ont pour objectif de vérifier que les micro-
organismes ont été détruits au cours de la pasteurisation. En cas de probleme
de fabrication, les contréles doivent étre intensifiés.
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2EME PARTIE : DEMARCHE SCIENTIFIQUE
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.1. Contexte

Au Maroc et en France, la consommation des fruits augmente depuis le
début des années 90, surtout grce aux produits fransformés, en particulier les
jus. Pour cette raison, nous pensons que le jus de grenadier a tout a fait sa
place dans les linéaires des boissons a base de fruits. L'enjeu d’un tel projet
est de réussir & développer une gamme de boissons d base du grenadier qui,
en apportant un bénéfice produit inédit et attractif, pourra faire évoluer le
linéaire des boissons a base de fruits (pomme, raisin, banane, ananas, litchi,
kiwi, orange, etc.) et surprendre les consommateurs. La consommation en
fruits et légumes est considérée comme un enjeu de santé publique. C'est
également un enjeu économique pour les producteurs et les transformateurs
marocains. Pour mieux réussir I'objectif de la maitrise du procédé de
transformation des jus, I'étude de I'extraction des jus par pressage. Ce projet
pourra valoriser les jus de grenadier comme étant un produit typique et de
production locale et méditerranéenne.

1.2. Problématiques

e Le grenadier est mal valorisé au Maroc.

« La caractérisation chimique et biochimique est incomplete
(identification des polyphénols, activité antioxydante...), et les études
sur le pouvoir antioxydant sont rares

» La stabilisation de jus des grenades est mal maitrisée.

+ La fransformation du grenadier est peu développée, les études de
I'impact de la transformation sur la qualité des produits finis sont quasi

inexistantes.
* La microbiologie des jus des grenades est non étudiée jusqu’'a
maintenant.
1.3. Objectifs

Une fois la problématique scientifique et les hypothéses seront fixées, la
recherche se déroulera selon plusieurs étapes qui sont représentées par les
objectifs scientifiques suivants :

- Le premier objectif de ce ftravail est de valoriser les ressources
génétiqgues du grenadier marocain et de mettre en évidence sa
richesse et sa diversité. L'analyse de cette diversité fait intervenir
I'’étude des caractéristiques morphologiques qui sera complétée par la
suite par une étude physicochimique et biochimique.
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- Le deuxieme objectif est d'élaborer un processus de conservation des
jus des grenades permettant d’obtenir: un produit stable et ‘clair’.
Acceptable d'un point de vue organoleptique, microbiologique et
avec une meilleure conservation de la composition phénolique afin de
préserver le pouvoir antioxydant/ antiradicalaire de ces jus.

1.4. Axes de recherche

La démarche générale adoptée dans le cadre de cette recherche est basée
sur les 4 axes: 1) Evaluer la diversité pomologique, biochimique et
physicochimique du grenadier au Maroc afin de le comparer avec celui de
I’étranger, 2) Etudier la stabilité des pigments anthocyanines contenus dans le
jus des grenades, apres avoir soumis le jus & différents processus de
conservation, 3) Etudier I'effet de la clarification enzymatique sur le jus de
grenade, 4) Etudier la microbiologie prédictive du jus.

Premier axe - Evaluer la diversité pomologique et biochimique du grenadier
au Maroc afin de le comparer avec celui de I'étranger.

Les études morphologiques ont été menées dans différents pays tels que
I'Espagne et la Tunisie concernant la variabilité du grenadier en se basant sur
les caractéristiques morphologiques afin de révéler sa large diversité
génétique (Mars and Marrakchi, 1999).

Concernant la caractérisation physico-chimique des grenades et le dosage
des polyphénols totaux, tous les travaux publiés jusqu'ad maintenant ont
identifié les sucres et les acides organiques contenus dans le jus ainsi que leurs
concentrations en polyphénols totaux (Legua et al., 2012). D'autres études
ont pu identifier dans le jus de grenade I'acide citrique, malique, oxalique,
tartrique, fumarique et lactique, tandis que pour les sucres, plusieurs études
ont montré que le fructose est détecté en quantité plus élevée que le
glucose (Melgarejo et al., 2000 ; Poyrazoglu, 2001 ; Al-Maiman and Ahmad,
2002). Ces travaux ont permis aussi de mettre en évidence une activité
antioxydante élevée du jus de grenade par le dosage des polyphénols
totaux et des anthocyanes et I'évaluation de I'activité antioxydante des jus
de grenades (Caliskan and Bayazit, 2012 ; Gil et al., 2000)

AU Maroc, I'étude morphologique est faite juste pour certains clones locaux
et de variétés étrangeres conduites dans la région de Meknes (Oukabli et al.,
2004). L'article fait état aussi de données biochimiques aussi, mais sommaires
et qui restent insuffisantes pour une valorisation commerciale de jus.
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Une autre étude a été réalisée par Martinez et al. (2012) concernant
quelgues parameétres morphologique et physico-chimique de six cultivars
marocains récoltés de différentes régions du Maroc. L'objectif du présent
travail est de compléter cette étude en analysant d'autres cultivars
collectionnés au niveau de I'INRA de Meknes tout en faisant une classification
basée sur les parametres analysés. Ensuite, une comparaison entre le matériel
végétal local et étranger sera faite.

Deuxieme axe- Concerne [|'étude de la stabilité des pigments
anthocyanines contenus dans le jus des grenades, apres avoir soumis le jus a
différents parametres de pasteurisation.

Apres avoir déterminé les caractéristiques physico-chimiques des cultivars
marocains de grenadier, nous allons procéder au développement d'autres
produits & base des grenades afin de prolonger la durée de consommation
de ces fruits qui peut aller jusqu’a des semaines et voire des mois.

Le jus ainsi élaboré, a subit différents températures (65, 77 et 95°C°) et &
différentes périodes. Cette étude permettra la détermination de I'effet de
température sur la qualité du jus de grenade notamment sa composition
phénolique et surtout les anthocyanes, son activité antioxydante ainsi que sa
qualité microbiologique.

Troisiéeme axe - Etudier I'effet de la clarification enzymatique sur le jus de
grenade.

Plusieurs chercheurs ont rapporté que I'utilisation pectinase pourrait
effectivement clarifier les jus de fruits (Alvarez et al, 1998 ; Ceci and Lozano,
1998; Vaillant et al, 1999 ; Yusof and lbrahim, 1994). L'hydrolyse des pectines
par des pectinases conduit d la floculation des complexes pectine-protéines.
Le jus obtenu présente une quantité légerement faible de pectines et une
viscosité plus faible, ce qui facilite le processus de filtration ultérieure.

Quatriéeme axe - Etudier la microbiologie prédictive du jus.

Le secteur de I'industrie agroalimentaire occupe une place stratégique dans
I’économie nationale. Ainsi, il représente 25% de I'ensemble des grands
secteurs industriels marocains vu les grandes capacités d’agriculture de notre
pays. Quant a I'industrie de fabrication des jus, il s'avere que cette activité
est dirigée de plus en plus vers le marché intérieur. Ce marché est devenu
capital et attrayant pour les différents opérateurs et professionnels.
Cependant, avec l'ouverture du marché, les industriels marocains seront
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obligés d'assurer un haut niveau de qualité, notamment microbiologique, de
leurs produits afin de faire face & la rude concurrence qui en résulte.
Récemment I'analyse des risques et ses composantes ont été adoptées
comme nouvelle approche pour évaluer et maitriser les risques
microbiologiques, dans le but de protéger la santé des consommateurs et
d'assurer des pratiques loyales dans le commerce des aliments (Anonyme,
2007).

La modélisation de la croissance microbienne est I'un des points clés de
I’appréciation quantitative des risques. Les modeles permettent, lorsqu’il n'est
pas possible de mesurer directement I'exposition, de la prédire en fonction
de la contamination primaire, des conditions d'environnement ou du
traitement subi tout au long de la chaine de production et de distribution de
I'aliment (Moez, 2002). Ainsi, mon travail consiste a appliquer les modeles
mathématiques fournis par la base de données ComBase sur le jus de
grenade « Punica granatum », afin d'élaborer une modélisation de la qualité
microbiologique qui permettra par la suite de caractériser et analyser le
risque microbiologique lié & une éventuelle contamination de ces deux jus
par E.coli. Alors, on peut firer une estimation de la durée de vie de ces
produits dans différentes conditions du pH, température et d'activité de
I'eau.
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3EME PARTIE : PARTIE EXPERIMENTALE
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Chapitre | . Caractérisation pomologique, physico-chimique et biochimique
de dix-huit cultivars collectionnés a I'INRA de Mekneés

I.1. Généralités

Dans I'objectif d'aider les agriculteurs marocains dans le choix et la sélection
du meileur cultivar ayant des caractéristiques physico-chimiques
intéressantes, notamment en termes de rendement en jus, de teneur en
sucres, de composition phénolique et aussi activité antioxydante, de
nombreuses études ont joué un réle fres implorant pour une meilleure
sélection des cultivars ayant des propriétés technologiques assez importantes.
Toutefois, pour un cultivar donné et dans des conditions bien définies, la
composition physicochimique du fruit varie en fonction du stade de maturité,
des conditions édapho-climatiques et de fertilisation qui influencent
considérablement ou Iégerement les caractéristiques du fruit. Ces variations
sont plus ou moins significatives, mais fres rarement minimes d'un cultivar a un
autre (Melgarejo et al., 2000 ; Ozkan, 2002).

Il existe un grand nombre de variétés de grenades qui ne se différencient pas
seulement par leur morphologie, mais aussi par leur composition physico-
chimique, en particulier par leur teneur en sucre, en acide, vitamine C, en
polyphénols et leur rendement en jus. Selon cette composition en sucre et en
acide, les variétés sont souvent réparties en grenades aigres, aigres-douces
et douces (Cemeroglu et al., 1992 ; Melgarejo et al., 2000).

Toutefois, le but de ce ftravail est d'analyser et de comparer les
caractéristiques physico-chimiques et biochimiques ainsi qu'évaluer I'activité
antioxydante des cultivars collectionnés & I'INRA de Mekneés. Et par la suite
cet aspect contribue dans Ila sélection des cultivars ayant des
caractéristiques spécifiques qui peuvent étre intéressantes pour des industries
agroalimentaires.

1.2. Matériels et méthodes
1.2.1. Matériel végétal utilisé

Le matériel végétal évalué est constitué de 18 cultivars (dont 10 locaux et 8
étrangers) installés en collection au domaine expérimental a Ain Taoujdate —
Meknés, situé dans la plaine du Sais d 550m d'altitude. Le sol en |égére pente
est argileux, brun calcaire. La pluviométrie moyenne annuelle est de 460
mm. Les températures moyennes présentent un maximum en juillet (37°C) et
un minimum en janvier (2.8°C)(Figure 18).
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Les variétés ont été plantées en 1996 a un écartement de 5 x 3m, a raison de
3 arbres/ génotype, répartis d'une maniére aléatoire. Le verger est conduit
en irrigué a raison de 2500 m3/Ha répartis du mois de mai  mi-octobre. Les
arbres sont conduits en forme libre avec élimination des rejets. Tous les
cultivars étaient dans les mémes conditions géographiques et subissant les
mémes pratiques horticoles de conduite. Les cultivars étrangers sont connus
mondialement et tres cultivés dans les pays d’origine d’'ou leur collection par
I'INRA. L'ensemble des fruits de 18 cultivars sont présentés dans la figure 20 et
tableau 5.

Echantillonnage

Vingt fruits de chaque cultivar sont recueillis & maturité début d'octobre en
2009. Nous avons récolté cing fruits au hasard de chacune des quatre
orientations géographiques des arbres, tout en évitant les fruits les plus
exposés au soleil et aussi ceux qui existent carrément en bas de I'arbre.
Apres la récolte, les fruits sont immédiatement envoyés au laboratoire pour
analyse.
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Figure 19. Carte monfrant la localisation du domaine expérimental a Ain
Taoujdate — Meknes.

1.2.2. Caractérisation physique et qualité organoleptique des graines

Les fruits, les graines et les pépins sont pesés a I'aide d'une balance de
précision, alors que la longueur et le diametre du fruit sont déterminés & I'aide
d'un pied a coulisse digital. Apres la séparation manuelle des graines des
écorces, nous avons déterminé le pourcentage en graines, en pépins, en
écorces et enfin en jus. La mesure de I'épaisseur de I'écorce, de la
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dimension des graines et des pépins sont mesurés aussi par pied A coulisse
digital.

La dureté des pépins, le goUt et la couleur des graines sont évalués par un
groupe composé de 8 agents du personnel de I'unité de I'amélioration des
plantes et conservation des ressources phylogénétiques a I'INRA de Meknes.

1.2.3. Préparation des échantillons pour analyse

Une fois les fruits sont lavés et pelés, les graines sont séparées manuellement
de I'écorce, ensuite, le jus est extrait a partir des arilles & I'aide d'une presse
meécanique, centrifugé afin d’éliminer la pulpe et enfin stocké a -20 °C. Une
idée surla couleur des jus élaborés est présentée au niveau de la figure 21.

Tableau 5 : Origine géographique des 18 cultivars installés en collection au
Domaine expérimental de I'INRA & Meknés.

Cultivars Code Nom du cultivar Origine géographique
Locaux L1 Grenade jaune Maroc
L2 Grenade rouge Maroc
L3 Chiouknhi Maroc
L4 Ounk Hmam Maroc
L5  Gjebali Maroc
Lé Djeibi Maroc
L7 Chelfi Maroc
L8 Bzou Maroc
LY Sefri Maroc
L10  Sefri2 Maroc
Etrangers F1 Gordo de Jativa Espagne
F2 Negro Monstrioso Espagne
F3 Wonderful USA
F4 Ruby USA
F5 Dwarf semi Evergreen  USA
Fé Mollar Osin Hueso Chine
F7  Zherie précoce Tunisie

F8 Zherie d'Automne Tunisie
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Grenade joun | Grenade rouge Chioukhi

Mollar Osin Hueso Zherie précoce - Zherie d'Automne

Figure 20. Aspects mophologique des fruits de 18 cultivars collectionnés au niveau du
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domaine expérimental Ain Taoujdate -INRA- Meknes.

1.2.4. Acidité titrable, pH, degré °Brix, Indice de maturité et matiere
séche

L'acidité titrable (AT) est déterminée par fitration jusqu'au pH 8.1 avec une
solution de NaOH 0.1 M. L'AT est exprimée en gramme d’acide citrique par
100 ml de jus (AOAC, 1984). La mesure du pH est réalisée par un pH-metre
(Thermo Orien 3 Star). Le degré Brix est une valeur qui est d peu prés égale au
pourcentage des sucres présents dans un jus, il est déterminé par un
refractometre digital (Metteler- Toledo Gmbh, 30PX, Switzerland) et sa
calibration est effectuée par de I'eau distillée. L'indice de maturité est donné
par le rapport entre le degré Brix et I'acidité du jus. La matiere seche est
déterminée par étuvage des échantfillons de jus a une température de 103 °C
jusqu'd I'obtention d'une masse constante.
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Figure 21 : Couleur de Jus élaboré a partir des 18 cultivars

1.2.5. Composition en protéines totaux

La composition en protéines totaux (CPT) est déterminée par la méthode de
Lowry et al. (1951). Cette méthode a rendu le dosage des proteines plus
sensible et moins fributaire de la teneur en tyrosine et fryptophane en
effectuant d'abord un prétraitement cupro-alcalin des protéines & doser,
s'inspirant de I'ancienne méthode de biuret (Complexation du cuivre avec les
licisons peptidiques donnant une coloration violette absorbant la lumiere a
670 nm). Les ions Cu+ et les radicaux du tryptophane, tyrosine et Cystéine
réduisent le complexe acide phosphotungstique/acide phosphomolybdique
(couleur jaune) contenu dans le réactif Folin-Ciocalteau, produisant ainsi
une couleur bleue.

Ainsi, T ml d'échantillon du jus dilué 1/20 avec de I'eau distillee et 1 ml de
réactif A sont mélangés et laissés au repos pendant 10 min d température
ambiante. Ensuite quatre millilitres de réactif de Folin dilué, préparé par
dilution de 0,5 ml de réactif de Folin 1 N avec 4 ml d'eau distillée ont été
ajoutés au mélange.

La solufion a été incubée pendant 5 min a 55 £ 1 °C et laissée refroidir dans
un bain d'eau froide pendant 30 min. L'absorbance est mesurée & 670 nm. La
teneur totale en protéines du jus a été calculée a partir d'une courbe
d'étalonnage préparée avec du Sérum Albumine Bovine.
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Le réactif A contient 20 g d'hydroxyde de sodium. 100 g de carbonate de
sodium, 2 g de Tartrate de Potassium et de Sodium et 0,5 g de sulfate de
cuivre |l pentahydraté par 1000 ml d'eau distillée.

1.2.6. Dosage des polyphénols des jus

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu et qui est décrite par Singleton and Rossi (1965). Depuis, son
utilisation s'est largement répandue pour caractériser les extraits végétaux
d'origines plus diverses. 300 ul du jus dilué 1/100 avec du méthanol/eau (6 :4)
est mélangé avec 1,5 mL du réactif Folin Ciocalteu dilué 1/10 et 1,2 ml de
7,5% du carbonate de sodium. Le mélange est incubé pendant 90 min a
I'obscurité et & température ambiante aprés I'absorbance est mesurée a 760
nm a l'aide d'un spectrophotometre Safas UV-visible. Les résultats sont
exprimés en mg d’'acide gallique par litre de jus.

1.2.7. Détermination des flavonoides

La teneur totale en flavonoides des jus est déterminée par
spectrophotométrie selon la méthode de Lamaison and Carnat (1990). Cette
méthode est basée sur la formation d'un complexe d'aluminium-flavonoide,
ayant une absorption maximale a 430 nm. La rutine est utilisée pour élaborer
la courbe d'étalonnage. Ainsi, T ml de I'échantillon est dilué séparément,
ensuite mélangé avec 1 ml d'une solution méthanolique contenant 2% de
chlorure d'aluminium. Apres incubation a température ambiante pendant 15
minutes, I'absorbance du mélange réactionnel est mesurée a 430 nm avec
un spectrophotometre Safas UV-visible et le contenu des flavonoides est
exprimé en mg d'équivalents de rutine par litre de jus.

1.2.8. Composition en anthocyanes totaux

La composition en anthocyanine totaux (CAT) est estimée par la méthode du
pH différentielle en utilisant deux tampons : tampon chlorure de potassium a
pH 1,0 (25 mM) et le tampon acétate de sodium & pH 4,5 (0.4 M) (Lako et al,
2007). Ensuite, 0,4 mL de jus est mélangé séparément avec 3,6 mL de chacun
des deux tampons et mesurer I'absorbance a 510 nm et 700 nm, ensuite
I'absorbance Abs est calculée comme suit :

Abs= (Abssio-Abs7oo) PH1 o (Abssio-Abs70) PHas

Les anthocyanes totaux des échantillons, exprimées en mg de cyanidine-3-
glucoside/100ml de jus, sont calculés selon I'équation suivante :
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Composition en Anthocyanines Totaux = (Abs*PM*FD *100 / CAM)

Avec Abs: absorbance; PM: Poids moléculaire (449.,2); FD: Facteur de
dilution (20); CAM: Coefficient d'absorption molaire de Cyanidine-3-
glucoside (26.900).

1.2.9. Détermination des tanins hydrosolubles

Les tanins hydrolysables sont déterminés par la méthode de Willis and Allen
(1998), avec des modifications minimes. Une mixture d’'un millilitre du jus dilué
1/20 et de 5 ml de 2,5 % de KIO3 sont mélangées a I'aide d'un vortex
pendant dix secondes. Une absorbance maximale est obtenue apres 2 min
pour le jus et L'optimum de la réaction et 4 min pour la solution standard de
I'acide tannique. L'absorbance est mesurée a 550 nm & l'aide d'un
spectrophotometre (Safas UV-visible). Les résultats sont exprimés en mg
d'acide tannique par litre de jus et pour I'élaboration de la courbe
d'étalonnage nous avons pris 6 différentes concentrations de I'acide
tannique (500-2000 mg/L).

1.2.10.Détermination des tanins condensés

Les tanins condensés sont dosés selon la méthode colorimétrique de Folin
Denis, décrite par Joslyn (1970). La réduction de I'acide phosphomolybdique
et tungstique en milieu alcalin en présence de tanins donne une coloration
bleue dont l'intensité est mesurée a 760 nm. Bref, dans une fiole de 100 ml,
nous introduisons : 75 ml d'eau distillée, 1 ml du jus dilué 1/20, 5 ml du réactif
de Folin Denis et 10 ml de la solution saturée de COsNa.

Cette solution saturée est préparée a partir de 43,75 g de carbonate de
sodium dissous dans 100 ml d'eau chaude (70° a 80°C). Apres refroidissement,
la solution est filtrée puis ajustée a 125 ml. Apres agitation mécanique, la
préparation repose pendant 30 minutes, la mesure de la densité optique est
faite a 760 nm. Une gamme étalon d'acide tannique est préparée dans les
mémes conditions, dont les concentrations allant de 0 a 0,1 g/L, alors que le
témoin est réalisé dans les mémes conditions sauf que I'eau distillée est mise a
la place du jus.

- Préparation du Folin Denis

Ce réactif est préparé & partir de 10 g de tungstate de sodium, 2 g d'acide
phosphomolybdique et 5ml d’acide phosphorique concentré. Ces produits
sont ajoutés a 75 ml d’eau dans un ballon & col rodé. Le tout est porté a reflux
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pendant 2 heures. Apres refroidissement, nous transvasons dans une fiole
jaugée de 100 ml, que nous complétons & volume avec I'eau distillée.

L'acide phosphomolybdique est réduit lors d'une oxydation des phénols, en
un mélange d'oxyde bleu de tungsténe et de molybdene. La coloration
bleue produite possede une large bande d'absorption entre 620 et 750 nm ;
elle est proportionnelle au taux de composés phénoliques.

1.2.11. Identification et quantification des composés phénoliques des jus
extraits des arilles par CLHP :

Les analyses CLHP sont réalisées sur une chaine HPLC de marque Agilent (HP
1100 Waldbronn, Allemagne) équipée d'un systeme de dégazage, d'une
pompe quaternaire, d'un systéme d'injection automatique thermostaté et
d'un détecteur a barrettes de diodes. Les composés phénoliques sont
séparés en appliquant un gradient d'élution sur une colonne en phase
inverse Nucleodur® C18 Gravity (250 x 4,6 mm, ayant des particules de 5 um
et des pores de 110 /&) (Macherey Nagel, Allemagne), thermostatée a
30°C. Les solvants (A) et (B) correspondent respectivement aux solutions
eau/acide formique 95/5 (v/v) et acétonitriie/eau/acide formique 80/15/5
(v/v/v). Une fois le jus est dilué au 2 en mélangeant 600uL de jus et 600uL de
(6 :4) v/v méthanol/eau, le mélange est centrifugé a 8000 fours/min pendant
5 min a 4°C. Ensuite le surnageant est filtré a I'aide d’'un un filtre PTFE 0,45um.
L'extrait de composés phénoliques est injecté (10 uL) et I'élution des
composés phénoliques se fait pendant 90 min aprés application du
gradient présenté dans le Tableau é. L'analyse des composés phénoliques de
chaque cultivar est analysée.

Tableau 6. Gradient d'élution des composés phénoliques par CLHP.

Temps en minutes % solvant B % solvant A
0 3 97
19 4 96
30 4 96
31 6 94
38 14 86
50 14 86
55 30 70
65 35 65
68 50 50
70 80 20
75 80 20
80 3 97
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| 90 | 3 | 97 |
Légende : solvant A : eau/acide formique 95/5 (v/v) ; solvant B
acétonitrile/eau/acide formique 80/15/5 (v/v/v).

Les chromatogrammes ont été enregistrés et leur traitement a été exploité en
utilisant le logiciel ChemStation (Agilent, Allemagne).

Les composés phénoliques sont identifiés a partir de leurs longueurs d’onde et
de leurs temps de rétention. L'identification des composés phénoliques est
effectuée en comparant les pics trouvés a des étalons de références bien
déterminés. Le pic de chague molécule est intégré et sa surface est ainsi
notée en tenant compte des solutions standard qui nous ont permis
d'étalonner I'appareil CLHP. Les 11 composés sélectionnés pour la calibration
sont analysés a leur longueur d'onde d’'absorption maximale. Chaque
gamme comporte six concentrations différentes qui seront analysées en CLHP
afin d’obtenir une droite de calibration.

Dans ces conditions, les temps de rétention des substances étudiées a 20°C
sont reportés dans le tableau 7.

Tableau 7. Temps de rétention a la température de 20°C et longueur d’onde
(\) de détection des composés phénoliques étudiés.

Longueur d’'onde | Composés phénoliques Temps de rétention (min)
Acide gallique 4,40
Catéchine 19,80
280 Epicatéchine 40,10
Acide ellagique 54,38
Phloridzine 60,30
Acide chlorogénigue 27,70
390 Acide caféique 28,50
Acide p-coumarique 42,76
Acide féruligue 50,95
Rutine 57.00
360 Quercétine 65,30

1.2.12.Détermination de I'activité antioxydante
1.2.12.1. Méthode DPPH

La capacité antioxydante des jus de grenade (JG) est étudiée en utilisant
I'évaluation de I'effet antiradicalaire libre des antioxydants, existant dans ces
jus, sur le radicale 1,1-diphényl-2-picrylnydrazine (DPPH). Cette méthode est
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proposée par Brand-Williams et al. (1995). En bref, 100 yl de jus de grenade
diluée 1:100 avec du méthanol: eau (6:4) ensuite, mélangé avec 2 ml de 0,1
MM DPPH préparé dans le méthanol. L’ Absorbance de la solution résultante
est mesurée A 517 nm par un spectrophotometre SAFAS UV-Visible aprés une
incubation a I'obscurité pendant 30 min. Le mélange réactionnel sans DPPH
est utilisé pour la correction de fond. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d'inhibition de DPPH®, comme suit :

Capacité antioxydante (%) = [1 - (Abs 517 nm €chantfillon / Abs 517 nm confrdle)]
x 100.

1.2.12.2. Méthode FRAP

La méthode FRAP décrite par Benzie and Strain (1996), est basée sur la
capacité des jus a réduire le fer. Le mode opératoire est résumé comme suit :
40 pl de jus dilué 1:20 avec du méthanol: eau (6:4) ensuite, mélangé avec 0,2
ml d'eau distillée et 1,8 ml de réactif FRAP. Aprés incubation a 37 °C pendant
10 min, lI'absorbance du mélange est mesurée par un spectrophotometre
SAFAS UV-Visible d 593 nm. Le Réactif FRAP doit étre préchauffé a 37 °C et
doit toujours étre fraichement préparé. Une courbe d'étalonnage a été
préparée, en utilisant de différentes concentrations d'une solution agueuse
de sulfate ferreux FeSO4. 7H2O (300- 1100 umole / L). Les résultats sont
exprimés en mmole de Fe?* / L.

-Préparation du réactif FRAP

Cette solution doit étre préparée fraichement :

- 25ml du tampon acétate de sodium 300 mM, pH 3,6(3,1 g de I'acétate
de sodium et 16ml de I'acide acétique dans 1000ml d’'eau distillée

- 2.,5ml de lasolution 10 mM 2, 4, 6- tripyridyl-s-triazine dans 40mM HCL

- 2.5 ml de la solution 20mM de Fe Cls, 6H2,O dans I'eau distillée.

1.2.12.3. Méthode ABTS

La méthode utilisée a été décrite par Re et al. (1999), basée sur la capacité
de I'échantillon & inhiber les radicaux ABTS ** par rapport & un composé
anfioxydant de référence (Trolox ®). La solution ABTS® est préparée par
dissolution de 30 mg d'ABTS dans 7,8 ml de 2,46 mM peroxodisulfate de
potassium. Apres 16 heures, cette solution est diluée avec 100 MM de tampon
phosphate (pH 7,6) pour donner une absorbance égale a 0,700 £ 0,05 d une
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longueur d’onde de 734 nm. Les échantillons sont également dilués avec le
méme tampon au 1/20 (v:v). Ensuite, 50 yl d'échantillons dilués sont mélangés
avec 1950 ul de solution d'ABTS * et I'absorbance est mesurée apres 6 min
d'incubation. Les résultats sont exprimés en mg TEAC par litre de jus de
grenade.

1.2.13. L'analyse statistique

Toutes les analyses sont réalisées par le logiciel SAS (Statistical Analysis System)
?17 Instituto Cay NC (USA). En utilisant une analyse de variance (ANOVA) les
différences entre les moyennes sont déterminées pour un niveau de
probabilité de 5% en utilisant la procédure GLM PROC. Ensuite, les données
relatives aux différents cultivars et aux différents parametres sont soumises a
une analyse en composantes principales (ACP) puis a une analyse de
groupes.

I.3. Résultats et discussion
1.3.1. Caractérisation physique des fruits

Les caracteres pomologiques des différentes variétés, présentés au niveau du
tableau 8, ont montré une différence significative. Le poids moyen des fruits
s'est situé entre 206,6 g ‘Chelfi’ (L7) et 506,67 g ‘Sefri2’ (L10) (Tableau 8).
Shulman et al. (1984) a montré que la variation du poids de fruit dépend du
cultivar et du climat. En plus la longueur du fruit varie entre 58,93 ‘Chelfi’ (L7)-
86,07 mm ‘Sefri2’ (L10) et son diamétre entre 72,13 ‘Chelfi’ (L7)-96,33 mm
‘Sefri2’ (L10), la longueur du calice est de 12,40 ‘Wonderful’ (F3) a 21,93 mm
‘Ounk Hmam' (L4), tandis que le diametre varie entre16,81 ‘Negro Monstrioso’
(F2)-26,33 mm*‘Ounk Hmam'(L4). Les travaux réalisés par Oukabli et al. (2004)
sur la méme collection, ont trouvé un poids moyen qui varie de 262 ‘Ruby’ a
520,7g 'Sefri 2' et le cultivar ‘Chefli" ayant le poids bas dans nos résultats, d un
poids moyen de 338,3 g. La petite différence observée entre nos travaux et
ceux d'Oukabli et al., (2004) peut étre expliquée par la variabilité des
conditions climatiques. De méme, nos résultats sont généralement en accord
avec des fravaux réalises par Martinez et al. (2012) sur cing cultivars
marocains (Sefri, Ounk Hmam, Ruby, Rouge Marrakech, Bouaddime et Jaune
Marrakech) et un cultivar étranger qui sont tous cultivés dans de différentes
régions du Maroc, ainsi, dans cette étude le poids, le diametre et la longueur
du fruit, le diametre et la longueur du calice des fruits varient respectivement
entre 206,6 ‘Chelfi’ (L7)-535,1 g 'Séfri 2' (L10); 72,13 ‘Chelfi" (L7)-96,33 mm
‘Séfri 2" (L10) ; 58,93 ‘Chelfi’ (L7)-86,06 mm Séfri 2 (L10); 16,81 ‘Negro
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Monstrioso’  (F2)-23,3 mm et 12,4 ‘Wonderful' (F3)-21,93 mm ‘Ounk
Hmam'(L4).

Les valeurs obtenues pour le nombre des carpelles se situent entre 5,87
‘Negro Monstrioso’(F2) et 7,5 ‘Grenade rouge’(L2). Martinez et al. (2012) a
trouvé aussi une variation de carpelles qui se situe entre 5,9 et 7,1. Et en ce
qui concerne |'épaisseur et le pourcentage de I'écorce du fruit des cultivars
étudiés, ils varient respectivement entre 1,24 ‘Gordo de Jativa'(F1)-2,79 mm
‘Ruby’(F4) et 22,09 (F7)- 60,78 % (L?). Ces valeurs sont plus faibles que celles
obtenues par Tehranifar et al. (2010). Le tableau 9 montre une variation
importante pour les pourcentages en graines, en jus et en pépins qui varient
respectivement entre 56,45 ‘Grenade rouge’(L2) - 69,41% ‘Bzou’(L8) ; 29.73%
‘Grenade jaune’(L1) - 54,42% ‘Gordo de Jativa'(F1); 9,36 ‘Dwarf semi
Evergreen’(F5)- 18,56% '‘Grenade jaune’ (L1).
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Tableau 8. Caractéristiques physiques des dix-huit cultivars de grenadier collectionnés & Ain Taoujdate-INRA Meknes

, Poids Diameétre du Diameétre du Hauteur du hauteur du N° de Poids Epaisseur de
Cultivars . . . . , . .
du fruit (9) fruit (mm) calice (mm) fruit (mm) calice (mm) carpelles  d'écorce (9) I'écorce
L1 466,00 + 86,1200 93,33+ 7,740 20,80%2,11Pcd 80,73 + 6,23 1320+£3,65 7,00+0,71 130,00 + 30,21 2,33% 0,56
L2 317,66 + 65,469 83,60+ 591c 19,66 +2,92cde 73,46+ 5,71 16,53+2,42 7,50+0,55 106,66+ 41,19 1,83+0,59
L3 359,00 +76,98¢cd 85,41 + 6,620 21,73+ 1,29bc 74,26 + 4,91 1726+397 7,11+£0,78 121,11 +£19,49 2,16 £0,51
L4 392,66 +£52,12¢ 88,80 + 6,090 26,33+ 4,11¢ 75,86 + 5,39 2193+£545 7,40+1,34 117,00+ 48,16 2,51 £0,93
LS 237,00 £29,029 7586 +3,96¢F 19,46 £ 1,77cdet - 61,93+3,13 1480+£2,43 6,71+0,76 64,48+11,70 2,00 £0,60
L6 300,66 + 52,91 80,80 + 4,93cd  17,93+2,91efa 71,80+ 5,02 13,40+£2,06 6,71 0,95 66,42+10,29 1,91 +£0,20
L7 206,60 £ 54,029 72,13+ 6,737 18,73 £2,02d¢fg 58,93 * 5,48 1480+2,78 685+1,07 7501+19,15 2,70+0,86
L8 394,33 +83,04c 88,53+6,28P 18,61 £2,679fg 78,53 + 5,21 1513+2,72 7,010,717 118,81+31,78 2,05%0,42
L9 446,01 £77,67° 9521 +7,78¢ 25,66 £ 5,260 82,82+ 4,97 18,62+ 6,02 6,83+0,41 190,02+ 35,07 2,65+0,36
L10 506,66 + 91,450 96,33+ 4,61 20,33 +%2,41bcde 86,06 + 4,01 1400+£330 7,16+0,41 164,16+ 41,28 2,05%0,51
Fl 222,66 + 42,599 74,53 + 4,64¢f 18,00 + 3,98¢fa 62,80 * 5,43 1480+323 6,50+0,84 70,00+ 25,12 1,24+0,24
f2 309.02 + 62,85¢¢ 80,81 + 5,70<d 16,81 + 2,249 70,66 + 4,85 14,66 +3,75 587+0,75 9503+21,38 2,79 £1,20
F3 314,00 + 80,659 83,86 + 6,81¢ 17,06 £2,81f9 74,26 + 6,94 12,40+£7,60 6,16+0,41 8833+ 12,11 2,25%+0,20
F4 331,66 + 41,099 84,86 + 4,43pc 20,86 + 3,42bcd 76,00 + 4,46 1560+£3,62 6,88+0,78 117,77 46,64 2,79 £0,71
F5 311,33 +30,85de 81,66 + 3,29<d 22,40 + 3,87b 73,60+ 4,19 16,53+3,16 7,00+0,82 83,57 +15,74 2,29 £0,41
Fé 308,66 + 49,84de 83,86+ 521c 18,02+ 2,86¢f9 71,80+ 3,55 1386+£329 7,16+0,75 99,01 + 28,81 1,96 0,46
F7 289,33 +28,15¢f 83,80+ 2,57¢ 20,73 +2,19°cd 68,93 + 3,35 1340+£2,67 7,42+0,53  64,28+7,87 2,08 £ 0,69
F8 243,66 22,799 78,46 +3,51ed 18,93+ 1,94d¢fa 64,80+ 3,17 1553+334 6,55+0,53 68,88+19,49 2,49 £0,73

L1 : Grenade jaune ; L2 : Grenade rouge ; L3 : Chioukhi ; L4 : Ounk Hmam ; L5 : Gjebali ; Lé : Djeibi ; L7 : Chelfi; L8 : Bzou ; L9 : Sefri; L10 : Sefri 2 ; F1 : Gordo

de Jativa; F2: Negro Monstrioso ; F3: Wonderful ; F4 : Ruby ; F5: Dwarf semi

Evergreen ; Fé6: Mollar Osin Hueso ; F7 : Zherie précoce ; F8: Zherie

d'Automne. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Les valeurs suivies des mémes lettres (a-h) ne sont pas significativement différentes a

(P<0,05)
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Nos résultats concernant le pourcentage en jus sont conformes avec ceux
rapportés par Tehranifar et al. (2010) (26,95- 46,55 ml/100g du fruit). Le plus
grand volume de jus pour 100 g de fruits est olbservé pour les cultivars ‘Gordo
de Jativa'(F1), ‘Mollar Osin Hueso' (Fé),'Djeibi’ (L) et ‘Sefri 2'(L10). Ces cultivars
peuvent étre intéressants pour la production du jus. Toutefois, la production
industrielle de jus (rendement de jus 30-70% (Cemeroglu et al., 1992) a
longtemps été faible en raison de problemes technologiques lors de la
fabrication et des prix élevés des matieres premieres. Mais grce 4 ses
bénéfiques sur la santé, sa demande a énormément augmenté ces dernieres
années. Il existe aussi des élixirs de grenades qui contiennent souvent des jus
concentrés, et des extraits de pépins des grenades.

Tableau 9. Rendement, en graines, en pépins et en jus pour les 18 cultivars.

Rendementen Rendementen Rendementen jus

Culiivers graine (%) pépins (%) v/p(%)
L1 59,72 + 4,30pc 18,56 +2,73 29,73+ 6,31¢<d
L2 56,45 £ 9,60¢d 13,15+1,93 34,08 £ 2,874
L3 68,65 +9,41a 13,76 £ 5,33 39,64+ 6,11ab
L4 59,71 £ 6,43bcd 12,68 £ 3,95 38,73 * 4,84bcd
L5 64,16 £ 3,77¢4 16,61 1,56 44,28 £2,71ab
L6 63,46 + 8,734 15,21 + 3,45 46,07 £ 3,160
L7 61,15+ 3,474 16,17 £ 1,91 38,09 £ 3,1 1bcd
L8 69,41 + 1,60bcd 16,48 + 4,42 43,71 £ 7,742b
L9 61,52 £ 2,62b¢ 11,26 +1,37 32,85 + 3,35bcd
L10 67,57 £7,514 9,45+2,16 45,97 £ 9,29ab
F1 65,51 £ 7,804 10,45+ 5,61 54,42 + 8,450
2 64,92 + 6,28bcd 15,19 £3,37 45,87 £ 8,230
F3 63,73 +2,894 1492+1,73 39,98 £2,07bc
F4 66,30 £ 12,44cd 11,97 £0,42 42,51 £ 5,510
FS 58,56 £ 4,274 9,36 + 1,48 42,41 £ 4,730
Fé 67,04 + 13,43bcd 15,78 £2,57 47,51 £ 8,73¢ab
F7 61,74 + 4,044 13,23 £2,35 38,79 £ 4,08bc
F8 62,06 + 9,81bcd 13,97 +2,72 43,44 + 2,88ab

L1 : Grenade jaune ; L2 : Grenade rouge ; L3 : Chioukhi; L4 : Ounk Hmam ; L5 : Gjebali; L6 :
Djeibi; L7 : Chelfi; L8: Bzou; L?: Sefri; L10: Sefri 2; F1: Gordo de Jativa; F2: Negro
Monstrioso ; F3 : Wonderful ; F4 : Ruby ; F5 : Dwarf semi Evergreen ; Fé : Mollar Osin Hueso ; F7 :
Zherie précoce ; F8 : Zherie d’'Automne.Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type.
Les valeurs suivies des mémes lettres (a-h) ne sont pas significativement différentes a (P<0,05).

1.3.2. Caractérisation physique des graines et pépins

Les caractéristiques physiques des graines et pépins montrent une variabilité
significative entre les dix-huit cultivars étudiés a I'exception de la longueur des
graines et le poids des pépins. Toutefois, le poids, la longueur et le diameéetre
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des pépins varient respectivement entre 0,027 ‘Gjebali‘(L5)- 0,055 ¢
‘Sefri’(L9) ; 5,983 'Gjebali*(L5)- 7,772 mm ‘Ruby’(F4) ; 2,183 ‘Chelfi'(L7)- 2,903
mm ‘Mollar Osin Hueso'(Fé) (tableau 10). Ces parametres sont considérés
moins importants que la feneur en fibres brutes et la dureté des pépins
puisque ces derniers donnent une bonne idée sur I'inappétence des graines,
car ils correspondent a la quantité de matiere ligneuse par rapport au poids

total de la graine (Melgarejo, 1993).

Tableau 10. Caractérisation physique des graines des dix-huit cultivars étudiés.

Cultivars PG (g) LG (mm) DG (mm) PP (9) LP (mm) DP (mm)

L1 0,344 £0,0459" 10,876 £0,776b 6,746 £0,834'9 0,045+0,008> 7,540+£0,738¢ 2,345+ 0,296
L2 0,383+£0,041ef 10,492+0,7110 7,274+ 0,628 0,038 +0,0130 6,491 £0,491de 2,612 £ 0,317defg
L3 0,477 £0,048c 11,499 £0,793p 7,535+ 0,755¢d 0,045+ 0,056> 7,014+0,701c 2,543 + 0,350¢efgh
L4 0,261 £0,025m 9,649 £0,907a  5913+0,745 0,035+0,006> 6,918 +0,806cd 2,501 £ 0,415bcde
L5 0,284+ 0,033« 9,461 £0,629> 6,553+ 0,4929n 0,027 £0,0030 5,983 £ 0,586 2,193+ 0,378
L6 0,385+£0,088¢ 10,708 £2,0430 6,676 +1,321fah 0,039 £0,0090 6,784 + 1,351cd 2,445 + 0,509hi
L7 0,267 £0,034m 9,566 +0,594> 6,306 £0,567hi 0,031 £0,005> 6,151 £0,299¢f 2,183 £ 0,282¢fg
L8 0,363 +£0,027¢fg 10,613 +0,4976 7,033 £0,683¢F 0,043+0,007° 7,016+ 0,404bc 2,673 + 0,336bcde
L9 0,508 £0,037¢ 11,953+0,6710 8,256 +0,777¢ 0,055+0,011a 7,313 +£0,544cb 2,871+ 0,493
L10 0,401 £0,043> 11,201 £0,659> 7,006 £0,875> 0,039 £0,004F 7,269 £0,706cb 2,581 + 0,293 bc
F1 0,356 £ 0,068 11,304 £ 0,409 7,082+ 0,979¢F 0,035+ 0,006> 6,937 +0,737°c 2,400 £ 0,249fghi
F2 0,313+£0,035i 10,599 £0,743c 6,649 £ 0,646 0,049 £ 0,073 7,061 £0,422¢d 2,701 £ 0,265¢'9
F3 0,305+ 0,031k 10,101 £0,646P 6,661 £0,592fgh 0,035+ 0,004> 6,726 +0,638cd 2,551 + 0,388efgh
F4 0,368 £0,03%9¢fg 10,913 £0,6910 7,601 £0,561cd 0,048 +0,057° 6,772+ 0,681cd 2,831 + 0,424bcd
F5 0,335+0,027n 10,381 £0,663> 7,085+0,877¢f 0,042+0,0110 6,832+0,622cd 2,705+ 0,475h
Fé 0,451 £0,0459 11,691 £0,824p 7,932+0,811bc (0,037 £0,006> 7,434+0,643¢  2,903+0,491b
F7 0,209 £0,117n 12,42+0,767> 8,102+ 0,983 0,032+0,006> 7,312+0,60200 2,380 £ 0,369
F8 0,464 £0,064cd  11,9212+0,9870 7,661 £0,785cd 0,028 + 0,006 6,676 £0,951cd 2,286 + 0,349

Légende : PG : Poids des graines ; LG : Longueur des graines ; DG : Diamétre des graines ; PP :
Poids des pépins ; LP : Longueur des pépins ; DP : Diametre des pépins ; L1 : Grenade jaune ;
L2 : Grenade rouge ; L3 : Chioukhi ; L4 : Ounk Hmam ; L5 : Gjebali; L6 : Djeibi; L7 : Chelfi; L8 :
Bzou ; L9 : Sefri; L10 : Sefri 2 ; F1 : Gordo de Jativa ; F2 : Negro Monstrioso ; F3 : Wonderful ; F4 :
Ruby ; F5: Dwarf semi Evergreen ; Fé6: Mollar Osin Hueso ; F7 : Zherie précoce ; F8 : Zherie
d'automne.

1.3.3. Qualité organoleptique des fruits

Le tableau 11 présente I'évaluation de I'analyse sensorielle qui concerne les
parametres gustatifs suivants: la dureté, la saveur, la couleur et le
détachement de I'écorce. Toutefois, la saveur et la dureté des graines
influencent beaucoup la qualité gustative des fruits, ainsi les cultivars suivants
(Grenade jaune(L1), Grenade rouge(L2), Gjebali(L5), Djeibi(Lé), Chelfi(L7),
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(Bzou)L8, Sefri(L?), Sefri2(L10), Gordo de Jativa(F1),Zherie précoce(F7) et
Zherie d'Automne(F8)) sont dotés d'une qualité bonne ou excellente et
doivent étre destinés d une consommation & I'état frais, du fait qu’ils ont une
saveur sucrée ou moyennement sucrée, ainsi que leurs pépins qui sont
tendres ou semi-durs. Les fruits des autres cultivars doivent étre destinés vers la
transformation.

En ce qui concerne la couleur des graines, elle varie considérablement entre
tous cultivars en passant du rose- blanchéatre vers le rouge foncé. Toutefois les
cultivars (Ounk Hmam(L4), Gjebali(L5), Bzou(L8), Sefri2(L10), Gordo de Jativa
(F1), Negro Monstrioso(F2), Wonderful (F3), Ruby(F4), Dwarf semi Evergreen(F5)
et Mollar Osin Hueso(Fé)) ayant des graines rouge ou rouge foncé peuvent
étre utilisés comme source potentielle en colorants alimentaires ou
cosmétiques. Cette coloration rouge est due a la composition en pigments
anthocyanines, qui en plus de leurs propriétés colorantes, présentent des
activités antioxydantes importantes (Gil et al., 2000).

Tableau 11. Caractéristiques organoleptiques des fruits des 18 cultivars étudiés

. . Couleur des Détachement
Cultivars  Duretée Saveur - s
graines de I'écorce

L1 Tendre Sucré Rose rouge Facile
L2 Tendre Sucré Rose rouge Facile
L3 Semidure  Assezsucré Rose blanche Difficile
L4 Tendre Assez sucré Rouge Facile
L5 Semidure  Sucré Rouge Facile
Lé Tendre Sucré Rose fonce Difficile
L7 Dure Sucré Rose-blanche Facile
L8 Tendre Sucré Rouge Facile
L9 Tendre Sucré Rose rouge Facile
L10 Tendre Assez sucré Rouge Facile
F1 Dure Sucré Rouge Facile
F2 Dure Acide Rouge foncé Facile
F3 Dure Acide Rouge foncé Facile
F4 Dure Acide Rouge Difficile
F5 Dure Acide Rouge foncé Facile
Fé6 Semidure  Assezsucré Rouge Facile
F7 Tendre Sucré Rose Difficile
F8 Semidure  Sucré Rose Facile

L1 : Grenade jaune ; L2 : Grenade rouge ; L3 : Chioukhi; L4 : Ounk Hmam ; L5 : Gjebali; L6 :
Djeibi; L7 : Chelfi; L8: Bzou; L9: Sefri; L10: Sefri 2; F1: Gordo de Jativa; F2: Negro
Monstrioso ; F3 : Wonderful ; F4 : Ruby ; F5 : Dwarf semi Evergreen ; Fé : Mollar Osin Hueso ; F7 :
Zherie précoce ; F8 : Zherie d'automne.
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1.3.4. Acidité titrable, pH, degré de Brix, indice de maturité et matiere
seche

Les résultats obtenus pour I'acidité titrable (AT), le pH, le degré Brix et I'indice
de maturité de différents cultivars sont présentés dans le tableau 12. Une
variabilité significative a été révélée entre les cultivars de grenade pour tous
les parametres étudiés. La valeur élevée du degré Brix est observée pour le
cultivar ‘Sefri2’ L10 (17,07 °Brix) et la plus faible est remarquée pour ‘Grenade
rouge’ L2 avec une valeur del2.33 °Brix. Nos résultats sont inférieurs aux
valeurs obtenues par Poyrazoglu et al. (2002) 16-19 °Brix, et ils sont en accord
avec des valeurs rapportées par Fadavi et al. (2005) qui sont entre 10 et 16,5
°Brix. Les valeurs de pH varient de 2,85 ‘Ounk Hmam' (L4) & 4,22 ‘Bzou’ (L8).
Ces valeurs obtenues dans la présente étude sont supérieures O celles
rapportées par Tehranifar et al. (2010) pour les cultivars grenadier cultivés en
Iran (3,16 a 4,09). Il faut signaler aussi que Gozlekci and Kaynak, (2000) a
montré que le pH du jus de grenade est assez élevé au début de la formation
du fruit et il diminue rapidement en juillet puis une légere augmentation est
observée en aout, septembre et en octobre, due & la maturation du fruit.

Le contenu acidité titrable va varier de 0.19 ‘Ounk Hmam'(L4) & 2.31 g/100 m
‘Negro Monstrioso’ (F2). Des résultats similaires ont également été signalés par
Fadavi et al. (2005). alors que les valeurs rapportées par Legua et al. (2012)
pour dix cultivars utilisés dans différentes régions du Maroc sont relativement
plus élevés que les résultats obtenus dans ce présent travail (de 0.24 0 3.7 g/
L). Selon les résultats, le type de cultivar joue un réle important en termes de
total des solides solubles, le pH et l'acidité titrable du jus de grenade. En
comparant le pH et I'acidité du jus de grenade avec celui de I'abricot, on
trouve que ce dernier d des valeurs proches de ceux tfrouvés pour la grenade
pH moyen = 3,4 ; I'acidité moyenne = 1,7 g/100 ml), tandis que son °Brix (11)
est trés faible rapport d la grenade. (Radi et al., 1997).

Dans la classification actuelle des cultivars espagnols établis par Melgarejo
(1993) :les variétés douces (Ml = 31 a 98), aigre-doux cultivars (Ml =17 O 24) et
des cultivars acides (Ml = 5 & 7). L'indice de maturité (1SS / TA) des cultivars
évalués présentés dans le tableau 12 montre que tous les culfivars
appartiennent a la premiere catégorie, a I'exception de L8 qui appartient a
la deuxieme catégorie et F2 appartient a la troisieme catégorie.
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1.3.5. Détermination des protéines totaux et de I'Humidité

Les teneurs moyennes en protéines des jus se situent entre 1,49 ‘Djeibi’ (L6) et
8,51 g/L'Dwarf Semi Evergreen’(F5) (tableau 12). Dans une autre étude
élaborée par AI-Maiman and Ahmad (2002), cette teneur est de 1,05%. lls ont
montré aussi un faible changement de protéines contenant dans le jus au
cours de la maturation et qui passe de 0.97 a 1.03. Le changement de la
composition en protéines au cours de la maturation est déja signalé dans
d'autres fruits (Al Khalifa and Dilshad, 1998).

La teneur en humidité varie entre 84,71 ‘Wonderful’ (F3) et 89,11% ‘Grenade
rouge ‘(L2). Une étude élaborée par Al-Maiman and Ahmad (2002), a montré
que la teneur en humidité varie considérablement dans le jus tout au long de
la maturité des fruits alors qu'aucune différence n'est observée dans les
graines et ils ont frouvé que le jus de grenade contient 84,57 % d'humidité. El-
Nemr et al (1992) ont rapporté un taux d'humidité de (85,40 %) dans les jus de

fruits frais.

Tableau12. Caractéristique chimique des jus élaborés des 18 cultivars.

Cultivars AT (g /100ml) pH °Brix IM (°Brix/AT) TPT (g/L) Hum (%)
L1 0,36 +0,03¢f 3,65+0,17abc 17,00+ 0,450 47,22 +3,36c 2,93 +0,12d¢f 85,50 £9,23i
L2 0,48 £0,02¢f 3,54 £0,15¢9 12,33+£0,12 25,69 +2,03¢ 7,38 0,230 89,11 £5,56¢
L3 0,27 £0,02¢f  3,18+0,08de  16,00+0,21> 59,26 4,31 3,19 +0,08¢cde 88,44 +7,34cb
L4 0,21 £0,02f 2,85+0,09"  1540+0,22cd  73,33%7,19@ 7,47 ¥0,11 86,83 +8,12de
L5 0,42+0,10ef  4,17+0,32cc  16,13+£0,12fa  38,40+8,75¢ 2,63 £0,02¢f 85,89 +5,24ik
L6 0,35+0,31  3,66%0,12fch 1500+ 0,34 42,86 £2,09¢9 1,49 +0,149 87,29 +7,23cd
L7 0,38 £0,26¢ 4,01 £0,51h 16,20+ 0,210 42,63 +2,79f¢ 8,17 £1,21a 88,23 £7,78p
L8 0,67 £0,06¢ 4,22+0,300  1526+0,31cde 22,52 +1,349 8,29 £0,540 86,46 £8,10def
L9 0,22+0,03s 338+£0,14cd  1680+0,129 76,36%6,769%  1,85+0,039 85,80 +4,34ik
L10 026+£0,08¢  415+0,12de  17,07+£0,31fa 65,65 4,679 2,73+0,259 87,75 £5,56bc
F1 0,19 +£0,02f  3,83+0,06cP 14,40 £ 0,20f 75,79 £6,792 3,08 £0,17¢cdef 86,53 +£6,23ef
F2 2,31+£0,28d  3,18%0,15de  1550+0,52¢ 6,71 £1,70ef 3,70+0,72¢ 86,85 £7,009e
F3 0,46 £0,02¢f  3,04+0,17¢f 16,06 £0,120 34,91 +£2,09¢ 2,66 £0,04f 84,71 £ 3,70K
F4 0,32+£0,02¢f 3,71 £0,079b 15,06 +£0,31de 47,06 +4,56¢ 7,47 ¥0,31> 87,53 +£8,78bc
F5 0,24 +£0,04¢f 3,180,209 1506 +0,12de  62,75%9,65°> 8,51 0,860 86,87 £5,67de
Fé 0,34+£0,02¢f  3,73%£0,16de  16,06+0,120  47,24+2,70c 3,10 +0,42cdef 87,12 £5,20¢d
F7 0.25+0,05¢f  3,48+0,10" 14,60 £0,50n 58,40 £6,77bc 2,56 +0,15f 85,55 9,34
F8 046+0,13>  3,69+021g"  1426+0,31fg  31,00+2,639 3,27 +0,32cd 86,37 +4,13def

Légende : AT : Acidité titrable ; IM : Indice de maturité ; TPT: Teneur en protéines
totaux; Hum : Humidité. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Les
valeurs suivies des mémes lettres (a-h) ne sont pas significativement différentes &
(P<0,05).
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1.3.6. Polyphénols totaux (PT), des flavonoides totaux (FT) et composition
en anthocyanes totaux (CAT)

Les résultats concernant la composition en polyphénols totaux, flavonoides
totaux et en anthocyanes totaux des jus de dix-huit cultivars sont présentés
dans la figure 22.

La figure 22(A) montre les résultats obtenus pour les polyphénols totaux. La
valeur la plus élevée est celle de I'échantillon ‘Grenade jaune'(L1) (9476,32
mg/ L) tandis que la plus faible est celle de I'échantillon ‘Zherie d’'Automne’
(F8) avec 1284,42 mg/ L. La classification des cultivars selon leur composition
phénolique est la suivante : L1> L3> F1> F5> L4> F4> F2> L8> L7> F3> L10> L2>
L9> L6> F6> F7> L5> F8. Une variation significative de PT a été relevée a (P
<0,05)entre les dix-huit jus. Ces différences peuvent étre dues aux différents
états de maturation et a la nature de cultivar. Les PT sont des anthocyanines
(telles que cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3,5-diglucoside et delphindin-3-
glucoside), catéchines, tanins ellagiques, et acide éllagique (Aviram et al.,
2000). Ces résultats permettent aussi de remarquer que le cultivar ‘Grenade
jaune 'F1' ayant la composition en polyphénols la plus élevée correspond
aussi un °Brix élevé aussi et égal a 17°Brix, tandis que la plus basse valeur de
PT observée pour le cultivar Zehrie d’automne ‘F8' correspond a une valeur
assez basse de °Brix (14,26 °Brix)

Gil et al. (2000) ont montré que les PT du jus de grenade (JG), extrait & partir
d’arilles frais du cultivar Wonderful cultivé en Californie, est de 2117 £ 95mg/ L
alors que pour le JG commercial est de 2566 + 131 mg/ L tandis que cette
composition est de I'ordre de 2083-3436 mg L-1 pour jus élaborés & partir des
huit cultivars en Turquie(Cam et al., 2009). Ces résultats sont en accord avec
les notres. Les PT de JG sont supérieurs a celui des autres jus : navets (772 mg/
L), cerise acide (797 mg/ L) (GUndu¢ and El, 2003), raisin rouge (1728 mg/ L)
(Sanchez-Moreno et al., 1999), vin rouge (1869 mg/ L) (Gatti et al., 2011) et
abricot (644 mg/ L) (Radi et al., 1997). Par contre, les PT du jus de Viburnum
opulus (351,3 mg/ L) sont supérieurs a celui du JG (Cam and Hisil, 2007).

En ce qui concerne le cultivar Wonderful, nos résultats obtenus (4587,71
MgGAE/L), sont plus élevés que ceux élaborés par Gil et al. (2000) (2117 £ 95
mg/ L), ce qui pourra étre expliqué par le climat aride qui regne dans le
Maroc. Donc I'effet du stress hydrique qui engendre cette augmentation en
polyphénols totaux.Malgré les bénéfiques des polyphénols sur la santé
humaine, Mena et al. (2011) ont indiqué que les fruits contenant des taux fres
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élevés en ces composés causent une astringence indésirable des produits
élaborés lors d'une transformation industrielle.
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Figure 22. Concentration en polyphénols totaux (A), en flavonoides totaux (B)
et en anthocyanes totaux (C) de dix-huit jus de grenade. Les valeurs sont
exprimées en moyenne * écart-type de 3 répétitions par échantillon. Le test
ANOVA est réalisé sur la base de différences significatives (p < 0,05) qui est
indiquée par les difféerentes lettres.
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Comme le montre la figure 22(B), une grande variation en termes de FT est
observée entre les cultivars étudiés (144,46-569,89 mg RE / L) et les différences
étaient significatives statistiqguement & (P <0,05). La hiérarchie des valeurs
observées était comme suivant : L5> L3> Lé6> L1> L2> L8> F8> F3> F7> F1> Fé>
F5> L4> L10> L9> L7> F4> F2. Guo et al. (2008) ont indiqgué que la valeur
obtenue pour le contenu des flavonoides du jus de grenade est de 174 mg/L,
alors que pour celui de la pomme est de 92 mg/ L. Dans la méme étude, ils
ont conclu que la consommation quotidienne de jus de grenade est
potentiellement meilleure que le jus de pomme en termes de I'amélioration
de la fonction antioxydante chez les personnes dgées.

Le contenu tfotal en anthocyanes des échantillons de jus de grenade est
présenté dans la figure 22(C). Cependant, une variation significative
statistiuement & (P <0,05) est observée parmi les cultivars étudiés.
Cependant, cette composition varie de 64,16 'Chioukhi‘(L3) & 188,7 mg/L
'Ounk Hmam'(L4) pour les cultivars locaux et pour les cultivars étrangers se
situe entre 56,58 ‘Gordo de Jativa’'(F1) et 178,79 mg/ L'Wonderful’ (F3). Ces
valeurs sont plus faibles que celles publiées pour huit cultivars de grenade
largement répandus en Turquie, leur jus extrait d’'arilles pressés donne des
valeurs comprises entre 81 et 369 mg/L (Aviram et al., 2000).

Le classement des cultivars selon les valeurs obtenues est comme suit : L4>
F3> L6> L1> L10> L9> L8> L2> Fé6> F5> L5> F2> F7> L3> L7> F8> F4> F1. Ces
résultats sont frés importants, car ils peuvent sélectionner des cultivars ayant
des compositions en anthocyanes les plus élevées (L4, F3 et L6) afin de les
exiraire et les utiliser dans lindustrie pharmaceutique ou comme additif
alimentaire.

1.3.7. Tanins hydrolysables et tanins condensés

Les résultats obtenus pour les tanins hydrolysables et condensés sont
présentés sur la figure 23.

Ainsi les tanins hydrolysables varient entre 230,1 et 484,2 mg/L pour les
cultivars locaux alors que pour les éfrangers entre 216,3 et 730,8 mg/L (Figure
23A), ces composés ont de différentes combinaisons de glucose, d'acide
gallique, d'acide hexahydroxydiphenique (qui donne naissance a l'acide
ellagique aprés hydrolyse) et d'acide tetragallique. Gil et al. (2000) ont
montré que la composition des jus de grenade en tanins hydrolysables est de
539,20 mg/L. Et la teneur en tanins condensés est presque la méme entre les
cultivars locaux (251,9-644,7 mg/L) et étrangers (296,1 et 648,5 mg/L). Ces
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résultats sont intéressants, car les tanins peuvent étre absorbés dans les
infestins. En fait, il est reporté que les ellagitannins des grenades sont
hydrolysés chez les souris, conduisant a I'excrétion de I'acide ellagique dans
I'urine et les feces (Gil et al., 2000).
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Figure 23. Concentration en tanins hydrosolubles(A) et en tanins condensés
(B) de dix-huit jus de grenade. Les valeurs sont exprimées en moyenne *
écart-type de 3 répétitions par échantillon. Le test ANOVA est réalisé sur la
base de différences significatives (p < 0,05) qui est indiquée par les différentes
lettres.

1.3.8. Identification et quantification des composés phénoliques par
I'analyse de CLHP

Apres I'enregistrement des chromatogrammes, leur traitement est exploité en
utilisant le logiciel Chem Station (Agilent, Allemagne).

Le chromatogramme illustrant les pics correspondant aux différents composés
phénoliques des jus étudiés est illustré dans la figure 24, tandis que le tableau
13 donne les concentrations de composés phénoliques individuels identifiés
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dans des jus étudiés. Une différence significative statistiquement en composés
phénoliques (P <0,05) a été observée, due a une variabilité des cultivars.
Dans cette étude nous avons pu identifier et quantifier 11 composés
phénoliques, qui sont des acides hydroxybenzoiques tels que les acides
galique et ellagique, acides hydroxycinnamiques tels que les acides
chlorogénique, caféique, p-coumarique et férulique, flavan-3-ols comme la
catéchine et épicatéchine, dihydrochalcones tels que la phloridzine, les
flavonols comme la quercétine et flavonols glycosides tels que la rutine.
Chaque composé phénolique identifié dans les jus de grenade est frouvé en
quantités mineures, sauf acides ellagique, gallique et p-coumarique.
Toutefois, les concentrations de composés phénoliques sont les suivantes:
l'acide gallique (12,42 'F4' - 88,51 mg/L 'Fé'), la catéchine (1,31 'F5' - 6,84 mg/L
'F3'), I'épicatéchine (1,14 'F5’ - 13,88 mg/L 'L9'), I'acide ellagique (23,43 'L9" -
95,02 mg/L 'L3'), I'acide chlorogénique ((0,? ‘L9’ - 2,63 mg/L 'F1'), I'acide p-
coumarique (1,65 'L2' — 5,88 mg/L 'L7'), I'acide caféique (0,16 'F5' - 1,64 'F8' mg
/ L), 'acide férulique (0,41 ‘F4’' - 4,78 mg /L 'L8'), la quercétine (0,60 ‘L7" - 5,61
mg/L'L10’), la phloridzine (0,07 ‘F2' - 0,62 mg/L 'L7'), la rutine (0,68 ‘F2' - 3,12
mg/L 'LS').

L'acide féruliue n'est pas détecté dans le cultivarGodo de Jativa ‘F17,
tandis que le cultivar Ruby ‘F4’ ne contient pas de quercétine et de la rutine.
II faut mentionner que les concentrations indiquées dans ce travail ne
représentent que les formes libres des composés phénoliques, car aucune
hydrolyse n'a été appliguée aux échantillons avant analyse HPLC.

En outre, des études antérieures ont montré la présence d'acide gallique, la
quercétine, la catéchine, I'acide chlorogénique et o-coumarique dans les jus
de grenade (Artik et al., 1998). Poyrazoglu et al (2002) ont trouvé les
concentrations de composés phénoliques suivantes: I'acide gallique 4,55 +
8,55 mg/L, la catéchine 3,72 + 2,29 mg / L, I'acide chlorogénique 1,24 * 1,42
mg / L, 'acide caféique 0,78 £ 0,79 mg / L, I'acide férulique 0,01 £0,02mg / L,
la phloridzine 0,99 £ 1,47 mg / L et la quercétine 2,50 £+ 1,96 mg / L.
concernant d’'autres fruits, Radi et al. (2004) ont pu montrer que |'abricot est
tres riche en acide chlorogénique, catéchine, épicatéchine et rutine.
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Figure 24. Chromatogramme des composés phénoliques dans le jus de grenade (L5)
cultivé au Maroc.

Dans ce présent travail, tous les cultivars contiennent de I'acide ellagique,
sans exception, et les concentrations les plus élevées ont été observées pour
les cultivars L3 ‘Chioukhi’ (95 mg / L), L1 ‘Grenade jaune’ (74,3 mg /L) et L4
‘Ounk Hmam' (70,4 mg / L), ainsi, ces cultivars devraient avoir un effet
bénéfique sur la santé humaine, puisque ce composé est connu par ses
propriétés antimutageniques, antivirales et antioxydantes (Bhargava and
Westfall. 1968). Amakura et al. (2000) a constaté que I'acide ellagique est un
acide phénoligue important avec une capacité antioxydante élevée, il est
détecté dans certains jus de fruits, dont le jus de grenade élaboré a partir des
arilles par exemple Mousavinejad et al. (2009) ont trouvé (7 - 160 mg / L) et Gil
et al. (2000) (15,3 mg / L). Finalement, la teneur en acide ellagique dans les
compléments alimentaires a été sélectionnée comme un élément détecteur
pour s'assurer que les suppléments contiennent un véritable extrait de
grenade (Zhang et al., 2009).
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Tableau 13. Compositions phénoliques des jus de grenade analysés par CLHP

Cultivars Gal (mg/L) Cat (mg/L) Epicat(mg/L) Ellag (mg/L) Chl (mg/L) Caf (mg/L) p-Cou (mg/L) Fer (mg/L) Que (mg/L) Phl(mg/L) Rut (mg/L)
L1 27,90£1,81f  1,85+0,26ih  3,49+0,28f 74,30£9,72°  2,39+0,07¢ 1,46 +0,09¢ 2,11%0,57f¢ 1,61£0,53¢d 2,23 +£0,17¢d 0,29+0,03¢  1,12+0,12d
L2 41,732,282 5,01+ 0,07dc 1,58+0,11¢h  33,90+0,38¢ 2,22+0,23¢  0,55+0,06c%fg 1,78+0,21¢h 0,67+0,22¢ 1,75+0,07¢ 0,25+0,05'¢  1,02+0,12¢f
L3 37,82+1,02¢  2,72+0,097gh 4,47+ 0,314 95,02+528a 1,40+0,09°cd 0,36+0,10%¢  2,41+0,98c¢e  1,63+0,35¢ 1,79 £0,28¢¢ 0,41+0,06cd  1,39+0,21¢d
L4 41,41£1,15¢  2,33+0,629" 10,23+0,79>  70,41£1,84b  1,93+0,19>  1,44%0,11@  2,48+0,89defg  3,10+1,04d 2,70+ 0,57¢ 0,44%0,14cd  2,34+0,23P
L5 77,7116,07Pc 2,32+0,52feh  3,51+0,22f 69,50+3,35 1,75+0,10°c  0,39+0,08feh 4,72 £ 0,679  4,50+0,81ab 2,32+ 0,18c 0,6 £0,06¢ 3,12+0,13¢
Lé 66,45+1,78¢ 2,64 +0,54f9  4,37+0,33de  66,70+7,85 1,33x0,14cd 0,510,069 1,92 £ 0,247  2,38+0,44de 2,02+ 0,38c 0,39+0,07def  1,26+0,06%%
L7 60,40+1,92d  6,29+0,55eb  1,54+0,329"  63,01£3,61°  1,64+0,04bcd (0,69 +0,04cd 5,88 +0,45¢ 3,04+0,09¢¢ 0,60 + 0,04 0,62+0,0290  0,86+0,06f¢
L8 37.80+3,34e  2,44+0,409" 5,61 £0,84c  37,81£2,31e 2,22+0,29¢ 0,21 £0,06" 4,57+0,52ab 4,78+0,27 1,43+ 0,07¢f 0,27+0,05¢f¢  1,31+0,06¢d
L9 42,41£2,21e  2,11£0,92f¢h 13,88%1,17a  23,43+2,949 0,90+ 0,08¢ 0,48+0,05¢f9 1,650,389 0,57+0,12F  0,74+0,07 0,23+0,05'¢  0,73+0,02f¢
L10 16,80+0,229 3,48+0,33¢f 3,22+0,29" 52,10+1,78c 1,67+0,08°cd 1,04£0,18> 2,08+0,51¢fa  0,71+0,10f 5,61 £0,27¢ 0,36+0,039f  1,24+0,11¢d
F1 25,30+£5,50f  4,25+0,79d¢ 2,17 £0,269  26,71+1,03'9 2,63+0,33¢ 0,24+0,07" 0,78 +£0,38h nd 5,06 £0,549 0,41+0,12¢cde 0,95+ 0,13f9
F2 22,21+3,31f  5,83+0,83pc  2,07+0,25¢9 32,90+20,6¢f 1,88+0,28bcd 0,44+0,099"  3,84+0,63¢¢ 0,87+0,30F 1,50 + 0,24ef 0,07+0,02" 0,68+0,179
F3 19,41 £1,919 6,84+0,51¢ 2,38+ 0,279 40,01+3,86d¢ 1,78+0,13bcd (,35+0,079" 4,59 £0,75pc 1,76+ 0,31 0,94 £ 0,48sh 0,08+0,03h 0,76%0,15f¢
F4 12,42+2,629 2,85+0,32feh 4,82 £ 0,279  47,00+4,09<d 1,36+0,22¢  0,55+0,03efg 4,58 £ 0,47bc  0,41+0,20f nd 0,24 £ 0,079 nd
F5 45,80+4,75¢ 1,31+0,18 1,14+ 0,23"  39,10+3,45¢ 1,74+0,190cd Q0,16+ 0,06  3,92+0,38bc 1,83£0,39¢ 3,67 £0,310 0,33+0,04d¢fg  1,3120,17¢cde
Fé 88,51£4,509 2,04+0,389"i 4,64+0,31de  47,00+3,21cd 2,43+0,23¢  0,63+0,08cde 1,83+0,3%9f¢ 3,22+0,35P¢ 1,38 + 0,26f9 0,56+0,04bc  1,79+0,18¢
F7 76,30+£3,33> 1,63+0,171  3,28%0,30¢f 68,12+7,04> 2,17+ 0,31@  0,80£0,14c  4,7120,42¢cb 3,02+0,64bc 2,44 +0,16¢ 0,38+0,05¢f9  2,92+0,49¢<
F8 87,405,260 1,81+0,68¢hi 3,29+0,32f 51,50+4,35¢  2,46+0,279  1,64£0,232  2,91+0,47det  3,32+0,97bc  2,81%0,17¢ 0,47+0,08cd  1,43+0,06¢d

Composés phénoliques : Gal : Acide gallique ; Cat : Catéchine ; Epiat : Epicatéchine ; Ellag : Acide éllagique ; chl: Acide Chlorogénique ; Caf :
Acide cafféique ; p-cou : Acide p-coumarique ; Fer: Acide Férulique ; Que : Quercétine ; Phl: Phloridzine ; Rut: Rutine. nd : non détecté. L1 :
Grenade jaune ; L2 : Grenade rouge ; L3 : Chioukhi; L4 : Ounk Hmam ; L5 : Gjebali; L6 : Djeibi; L7 : Chelfi; L8 : Bzou ; L9 : Sefri; L10: Sefri 2; F1:
Gordo de Jativa; F2 : Negro Monstrioso ; F3 : Wonderful ; F4 : Ruby ; F5 : Dwarf semi Evergreen ; F6 : Mollar Osin Hueso ; F7 : Zherie précoce ; F8 :
Zherie d'automne. Tous les résultats sont exprimés en moyenne
significativement différentes a (P<0,05).

+

écart-type. Les valeurs suivies des mémes lettres (a-h) ne sont pas
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1.3.9. Détermination de I'activité antioxydante

Les résultats de I'activité antioxydante des jus, mesurée par les trois méthodes
différentes DPPH, FRAP et le test ABTS, sont affichés dans la figure 25.

Le test de piégeage des radicaux libres DPPH est couramment utilisé pour
déterminer la capacité des antioxydants a piéger les radicaux libres. Le
degré de décoloration d'un exitrait fraduit le potentiel de piégeage
d'antioxydant. Dans cette étude, les différences d'activité antioxydante
entre cultivars de grenade sont statistiquement significatives. Les valeurs se
situent entre 31,16 % G 66,82 % pour les cultivars locaux est entre 45,65 % et
76,3 % pour les cultivars étrangers. Lorsque la valeur est élevée, la capacité
anfioxydante totale est élevée. Les cultivars sont classés comme suit en se
pbasant sur les valeurs du DPPH F2>F4>12>L5>F5>F1>L8>L6>F6>L1>F7>
L10>F3>L7>F8>L3>L4>L9. Nos résultats sont en accord avec les valeurs
réalisées par Tezcan et al. (2009) sur les sept jus commerciaux de grenade de
la Turquie, qui se situent entre 10,37 a 67,46%, tous ces produits étaient 100 %
pur de jus de grenade et ne contenaient aucun additif. Par ailleurs, vingt jus
extraits des arilles de grenades d’lran ont une activité antioxydante comprise
entre 15,59 et 40,72 % (Tehranifar et al., 2010). Ces différences par rapport a
nos résultats peuvent étre expliquées par d’'autres facteurs comme par
exemple la différence entre les cultivars du grenadier ou la méthode
d’extraction utilisée dans ces analyses.

Le test FRAP est couramment utilisé pour étudier la capacité antioxydante
des plantes. La capacité antioxydante des extraits de fruits est déterminée
par la capacité de leurs molécules antioxydantes a réduire les ions ferreux en
fer en utilisant le réactif FRAP. Ce réactif contient du 2,4,6-tris(1-pyridyl)-5-
triazine (TPTZ) dans le tampon acétate de sodium & pH 3,6. La réduction des
ions ferreux du réactif FRAP se traduit par la formation d'un produit (Ferrous—
TPTZ complex) bleu dont I'absorbance peut étre mesurée a 593 nm. Cette
meéthode a mis en évidence une capacité antioxydante comprise entre 18,49
et 47,1 mM (Fe2*)/Lpour les cultivars locaux et entre 17,65 et 33,81 mM
(Fe2*)/L pour les étrangers. Par ailleurs, le classement des cultivars en se
basant sur les résultats obtenus par ce test est comme suit L1> 12> L10> F4>
L8> F6> F1> Lé6> F5> L5> L3> F3> L4> F/> F8> L9> L7> F2.
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Figure 25. Activité antioxydante des jus de grenade issus des différents cultivars
mesurée selon 3 méthodes (A): DPPH.(B): FRAP, (C) : ABTS. L1 : Grenade jaune ; L2:
Grenade rouge ; L3 : Chioukhi; L4 : Ounk Hmam ; L5 : Gjebali; L6 : Djeibi ; L7 : Chelfi ; L8 :
Bzou ; L9 : Sefri; L10 : Sefri 2 ; F1 : Gordo de Jativa ; F2 : Negro Monstrioso ; F3 : Wonderful ;
F4 : Ruby ; F5: Dwarf semi Evergreen ; Fé : Mollar Osin Hueso ; F7 : Zherie précoce ; F8:
Zherie d'automne. Les données sont présentées sous forme d'une moyenne + écart-
type. Le test ANOVA est réalisé sur la base de différences significatives (p < 0,05) qui est
indiguée par les différentes lettres.
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Les valeurs publiées pour le jus de grenade du commerce en Turquie sont plus
élevées que les ndtres et s'expliquent par le fait que le jus de grenade
commercial est extrait du fruit entier (Tezcan et al., 2009). Gil et al. (2000) ont
montré que I'activité antioxydante du jus de commerce était plus élevée que
celle mesurée pour le jus élaboré par pressage les arilles manuellement au
laboratoire. lls ont suggéré que le punicalagin, principal composé
phytochimique présent dans la peau du fruit contribue & la capacité
antioxydante totale du jus de grenade du commerce.

Le TEAC mesure la capacité d'un échantillon & inhiber le radical ABTS+ tout
en se référant d un antioxydant standard (Trolox®). Toutefois, les résultats
obtenus sont variés entre 2648 (L9) a 4577 (L2) mg / L pour les cultivars locaux
et entre 2923 (F3) et 4653 (F1) mg / L pour les étrangers. L'ordre des cultivars
selon cette méthode est présenté comme suivant était F1 > 2> L8> L5> L7>
L10> F2> F5> Lé6> Fé6> F4> F8> L4> L1> L3> F7> F3> L9. Nos résultats sont en
accord avec les valeurs élaborées par Cam et al. (2009) et qui sont comprises
enfre (2212 - 4183 mg /L).

Dans cette étude, les valeurs de corrélation frouvées entre anthocyanes
totaux et (AA, TEAC, FRAP) sont respectivement 0,157, 0,251 et 0,351. Ainsi, la
corrélation entre la composition en antocyanes dépend des méthodes
utilisées pour la mesure de |'activité antioxydante. En plus il y'a une
corrélation entre la teneur en flavonoides et la capacité antioxydante du jus
de grenade (DPPH, ABTS et FRAP), elles sont respectivement 0,931, 0,668 et
0,660. Ces corrélations montrent que les flavonoides sont considérés parmi les
microconstituants qui contribuent & I'activité antioxydante de la grenade.
Finalement, la corrélation entre DPPH et ABTS (0,585), FRAP et ABTS (0,415) et
DPPH et FRAP (0,304) (significatif d P < 0,05). Cette corrélation pourrait
s'expliquer par le méme mécanisme que pour les méthodes FRAP, DPPH and
TEAC. Ce mécanisme concerne la capacité des antioxydants de réduire
certains radicaux (DPPH, ion ferreux et ABTS). Une autre corrélation
significative entre polyphénols totaux et la capacité antioxydante (FRAP and
TEAC) a été obtenue. Ces corrélations confirment que les composés
phénoliues sont les constituants principaux confribuant & ['activité
antioxydante de ces fruits.

1.3.10. Analyse en composantes principales (ACP)

L'ACP est un algorithme mathématique qui permet de réduire Ia
dimensionnalité des données tout en conservant la plupart des variations des
données de I'échantillon (Jolliffe, 2002).
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Tableau 14. Pourcentage de variance cumulée, valeurs propres et définition
des axes d'une ACP effectuée sur les cultivars de grenadier a partir des

caractéristiques étudiées.

Variables Premier Axe Deuxieme Axe | Troisieme Axe
Poids du fruit 0,638 -0,029 0,127
Diametre du fruit 0,247 0,027 0,086
Longueur du fruit 0,255 -0,024 0,076
Diametre du calice 0,098 -0,095 -0,054
Longueur du calice 0,167 -0,026 -0,217
Poids de I'écorce 0,177 -0,116 0,069
Epaisseur de I'écorce -0,247 -0,477 0,881
Poids de la graine 0,089 0,290 -0,083
Longueur de la graine 0,061 0,307 -0,023
Diametre de la graine 0,135 0,254 -0,102
Poids du pépin 0,220 -0,144 0,109
Longueur du pépin 0,203 0,102 0,193
Dimetre du pépin 0,248 -0,082 0,039
pH 0,891 -0,038 0,186
°Brix -0,241 -0,478 0,792
Acidité titrable -0,142 0,178 0,188
Indice de maturité 0,134 -0,144 -0,155
Pourcentage d'humidité -0,033 -0,180 -0,276
Polyphénols totaux 0,786 -0,239 0,159
Anthocyanes totaux 0,223 -0,854 0,561
Tanins hydrosolubles -0,194 -0,233 0,774
Tanins condensés -0,122 0,989 0,469
AA (%) 0,615 -0,045 0,236
FRAP 0,337 0,768 0,122
TEAC 0,506 0,139 -0,306
Protéines totaux 0,313 -0,299 0,093
Rendement en graines 0,083 0,052 0,252
Rendement en jus -0,691 0,130 0,309
Rendement en pépins -0,186 0,023 0,130
Acide gallique -0,167 0,734 -0,245
Catéchine -0,133 -0,686 -0,445
Epicatéchine 0,277 0,437 0,758
Acide éllagique -0,259 0,757 0,453
Acide Chlorogénique 0,198 0,263 -0,593
Acide cafféiqgue -0,332 0,458 -0,707
Acide p-coumarique -0,479 -0,365 0,763
Acide Férulique -0,044 0,097 0,331
Phloridzine -0,260 0,083 0,030
Quercetine 0,110 0,216 -0,315
Rutine 0,119 0,692 0,437
Valeurs propres 4,04 2,37 1,15
Pourcentage d'inertie cumulative 38.25 64,20 83.07
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L'ACP a été appliguée aux valeurs correspondantes aux parametres analysés
des dix-huit cultivars du grenadier. Les valeurs propres et le pourcentage de
variance cumulée pour les trois premiers composants principaux sont
présentés dans le Tableau 14. Les trois premiers axes de I' ACP absorbent 83,07
% de la variabilité totale, issue de I'ensemble des parametres d'analyses
physicochimiques et biochimiques des fruits, avec une perte de pres de 17%
de la variabilité. Le premier axe explique, & lui seul, 38,25 % de la variabilité
observée entre les cultivars étudiés, il est fortement corrélé positivement aux
PF, pH, PT, AA et TEAC et négativement au RJ. Le deuxieme axe en
représente 25,95 % de la variabilité observée, il est corrélé positivement avec
les variables d'origine : TC, FRAP, Gal, Cat, Rut et Ellag et négativement avec
CAT. Le troisieme axe permet d'explique 18,87 % de cette variabilité. Il est
corrélé aux EE, Epicat et TH et négativement aux Caf et Chl.

Toutefois, une ACP concernant les caractéristiques des feuilles, des fleurs et
des fruits appartenant a 30 cultivars provenant de différentes régions de la
Tunisie, qui sont considérées comme un centre de diversification du
grenadier, a élaboré un taux de variabilité de 49,29 % (Mars and Marrakchi,
1999), tandis que ce taux de variabilité est de 93,34 % lors d'une ACP réalisée
sur la composition phénolique et I'activité antioxydante de huit jus extraits des
variétés de grenadiers cultivées en Turquie (Cam et al., 2009).

1.3.11. Analyse des groupes

L'analyse de groupeest un ensemble de méthodes statistiques, qui identifie
des groupes d'échantillons qui se comportent de facon similaire ou
présentent des caractéristiques similaires. Le mécanisme le plus simple
consiste a répartir les échantillons & l'aide de mesures qui déterminent la
similarité ou la distance entre les échantillons (Sambamoorthi, 2007). L'analyse
de groupes, effectuée sur la base des parametres étudiés, a permis
d’identifier quatre groupes. Les résultats obtenus & partir de I'Analyse des
groupes sont présentés sous forme de dendograme dans la figure 26. Ainsi, le
premier groupe est composé de cultivars L10, F2 et F3. Le deuxieme groupe
contient trois cultivars étrangers (Fé, F7 et F8) et trois locaux (L5, L6 et L9). Le
troisieme groupe regroupe deux cultivars locaux (L1, L3) et un seul étranger
(F1). Le dernier regroupe trois cultivars locaux (L2, L4, L7 et L8) et deux clones
étrangers (F4, F5). En conséquence, cette étude s'est montrée tres utile pour
la caractérisation des cultivars et I'étude de la diversité génétique chez le
grenadier. L'analyse des résultats fait ressortir une diversité génétique assez
importante pouvant étre due a I'ancienneté de la culture et aux
recombinaisons (résultant de la pollinisation croisée) associées a la
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multiplication végétative et sexuée et I'échange non contrdlé du matériel
végétal (Mars and Marrakchi, 1999).

Une autre analyse de groupes 4 la base de 29 caractéristiques liées aux
feuilles, fleurs et fruits de 30 cultivars, a laissé voir une large diversité au sein de
ces cultivars. Ainsi, ils ont pu distinguer 5 groupes, les deux premiers
comportant chacun 4 cultivars, le troisieme est composé de 3 cultivars, alors
que le quatrieme regroupe 12 cultivars et finalement le dernier contient 7
cultivars (Mars et Marrakchi, 1999). Une autre analyse réalisée pour 8
cultivars en Turquie 4 la base de la composition phénolique et activité
antioxydante a laissé voir la formation de 3 groupes, ce qui se fraduit par une
diversité entre ces cultivars (Cam et al., 2009).

Dissirnilarity

Sroupes
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n
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Figure 26. Dendograme issu de l'analyse des groupes basée sur les
parametres physicochimiques des cultivars étudiés.
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Chapitre Il . Etude de la stabilité microbiologique et évolution des composés
phénoliques des jus de grenade lors des traitements thermiques

II.1. Généralités

La couleur rouge de la pulpe juteuse de la grenade est due aux
anthocyanosides. Toutes les parties du fruit  renferment des tanins
hydrosolubles, notamment les cloisons internes de la grenade (Afaqg et al.,
2005). C'est pourquoi le jus commercial de grenade contient davantage de
substances antioxydantes que celui extrait a partir des arilles parce qu'il est
extrait du fruit entier comprenant ces fameuses membranes internes qui
entourent les graines (Tezcan et al., 2009 ; Gil et al., 2000). L'intérét du jus de
grenade pour la santé, par rapport a d'autres jus de fruit, est qu'il a une
contenance en "sucre" naturel et modéré, et que ce fruit provient fres
souvent de culture "raisonnée" avec peu ou pas du tout de pesticides, et un
contenu en tanin et anthocyanosides intéressant, mais raisonnable en
quantité.

Ainsi, ces fruits peuvent présenter de forts potentiels pour les industries
alimentaires comme source de jus ou sous forme d’'addifif alimentaire, ou
encore utilisé dans les industries cosmétique. Ces composés peuvent étre
affectés par plusieurs facteurs au cours des processus de transformation
comme le pH, la température, I'oxygene, la lumiere et I'activité de I'eau
(Jackman and Smith, 1996). Afin d'étudier ces phénomenes, il est nécessaire
de caractériser certaines propriétés physicochimiques de ces polyphénols et
surtout les anthocyanes, telles que leur résistance aux traitements thermiques
lors des étapes de pasteurisation et aux changements d'acidité.

Dans ce présent travail, nous avons évalué, la stabilité des anthocyanes des
jus de grenade apres étre soumis a différents traitements thermiques. Et en
méme tfemps nous avons suivi |'effet de ces fraitements sur la flore
microbienne du jus.

11.2. Matériel et méthodes

I1.2.1. Préparations des échantillons

Les échantillons de jus de grenade sont extraits & partir du cultivar Sefri 2
collectionné dans la station Expérimentale, Meknes-Maroc. Ce cultivar est
choisi dans cette partie du fait qu'il est cultivé dans plus de 70% des
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plantations au Maroc (INRA de Béni Mellal, 2012). L'importance accordée
ce cultivar est expliquée par sa saveur sucrée, ses pepins tendres, son écorce
épaisse ce qui permet sa conservation pour de longues durées par rapport a
d’autres cultivars, ainsi que son transport en toute sécurité.

Les fruits ont été pelés et les membranes recouvrant les graines ont été
enlevées manuellement. Le jus est obtenu a partir des arilles des grenades
par presse mécanique. Trois répétitions sont réalisées pour chaque analyse.

11.2.2. Pasteurisation des jus

La pasteurisation du jus est réalisée par immersion dans un bain-marie chauffé
apres conditionnement a froid en bouteilles de verre de 150 mL, stérilisées a
I'avance. La température du produit est suivie au cours du temps au centre
d'une bouteille témoin & I'aide d'un thermometre (Checktemp 1, Hanna
instruments) possédant une gamme de lecture comprise entre — 50 °C et +
150 °C avec une précision de = 0,2 °C. Apres I'application d'un bareme
préalablement choisi, les bouteilles ont été refroidies sous courant d'eau
froide. De différents traitements sont utilisés: 65, 77 et 95 °C pendant 30 et 60 s.
Le choix de ces trois températures est basé sur le bareme de la pasteurisation
des jus ayant un pH inférieur a 4,5 (65°C pendant 30 min; 77°C pendant 1
min), tandis que pour la troisieme température 95 °C est basé sur des études
récentes qui ont étudié I'effet thermique sur le jus de grenade (Mena et al.,
2013).

11.2.3. Analyse microbiologique

Au cours de la préparation des dilutions, les microorganismes peuvent étre
inhibés ou méme altérés par le changement du milieu lié a I'addition de
diluant (changement de pH, mais surtout de force ionique). L'effet
bactéricide de certains diluants est connu : aqinsi la plupart des
entérobactériessont “tuées” en quelques heures dans de I'eau distillée.

Actuellement il parait souhaitable de réaliser les préparations et les dilutions
des échantillons & analyser dans une solution de tryptone sel, car il permet,
dans les conditions particulieres (température, temps), de réaliser une
revivification des microorganismes (Cuq, 2004). Ensuite tous les diluants
préeparés sont stérilisés a 121°C pendant 20 minutes. Le dénombrement des
germes totaux (ou flore totale ou germes aérobies mésophiles neutrophiles)
concerne surtout les bactéries aérobies mésophiles apres 72 h d’incubation a
30°C en utilisant le milieu de culture PCA.
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- Méthodologie

1 ml de la suspension mere et de ses dilutions est ensemencé dans des boites
de pétri stériles, ensuite le milieu gélosé de dénombrement (PCA) est coulé
(15 ml de milieu en surfusion O 45-47°C). Il est recommandé de ne pas
attendre plus de 15 minutes entre la préparation de la suspension mere et ses
dilutions et le moment ou la gélose est coulée. Le nombre de colonies
développées est déterminé a I'aide du compteur de colonies.

I1.2.4. Caractérisation chimique

I1.2.4.1. Détermination des polyphénols totaux et anthocyanes
fotaux

Les polyphénols totaux (PT) sont déterminés en utilisant la méthode de Folin-
Ciocalteu (Singleton et al., 1965)(chapitre | paragraphe 1.2.6), et les
anthocyanes totaux sont mesurés par la méthode de Lako et al. (2007)
chapitre | paragraphe 1.2.8).

11.2.4.2.Détermination de I'activité antioxydante

L'activité antioxydante du jus de grenade est déterminée par la méthode de
DPPH proposée par Brand-Williams et al. (1995) et détaillée dans le chapitre |
paragraphe 1.2.12.1.

Toutes les analyses sont traitées par Statistical Analysis System (SAS) SAS 917
Instituto Cay NC (USA). En utilisant une analyse de variance (ANOVA) et
différences entre les moyennes ont été déterminées pour signification &
P<0,05 en utilisant la procédure GLM PROC.

11.3. Résultats et discussion

11.3.1. Analyse microbiologique

L'effet thermique sur I'inactivation microbienne comparé, au jus non traité est
présenté sur le tableau 15. Apres le fraitement a 77°C, il y a eu une
inactivation significative avec une réduction de 4,7 log UFC/ mL. Toutefois, le
traitement a 95°C provoque une inactivation microbienne totale. Dans une
étude antérieure, un traitement de 80°C pendant 30 et 60 secondes a
permet de signaler une réduction de 4,5 log UFC/ mL (Mena et al., 2013).
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Une différence de réduction bactérienne due aux périodes de traitement est
aussi signalée. Le taux microbien initial du jus frais extrait des arilles varie de
3,0-5,63 log UFC/ mL (Alighourchi et al., 2008 ; Mena et al., 2013). Cependant,
les valeurs obtenues dans cette étude sont plus élevées que celles obtenues
en littérature.

Ainsi, L'analyse microbiologique & 77°C et a 95°C sont efficace pour la
réduction ou I'inactivation totale des microorganismes apres la
pasteurisation. Leistner (1999) a montré qu’un traitement de 65°C pendant 30
s engendre un nombre de micro-organismes moins de 1,78 log UFC/ mL ce
qui cause ainsi leurs incapacités de croitre dans le jus de grenade réfrigéré.
Donc, nos résultats concernant le traitement a 65 °C pendant 30s se trouvent
au-dessous de 1,78 log UFC/ mL. Donc pour une bonne préservation du jus il
est indispensable de passer & une durée du traitement de 65 °C/ 60 s qui
donne une valeur de (1,72 log UFC/ mL).

En outre, un fraitement modéré de 71,1 °C durant 3s a permis I'inactivation
de 5,0 log UFC/ mL des bactéries pathogene sous forme végétative telle que
Salmonella et Listéria monocytogene dans les jus de fruits (Mazzotta, 2001). En
revanche, un processus de stabilisation microbiologique cause généralement
une diminution des arbmes et dégradation de la valeur nutritive du produit.

Tableau 15. Effet du traitement thermique sur la réduction microbiologique
des jus de grenade.

Traitement Bactéries aérobies totaux (log UFC/ mL)
Aucun traitement 5,71 £0,12¢
65°C 30s 2,02 £0,34p
65°C 60s 1,72 £ 0,28pc
77°C 30s 1,53 +0,150kc
77°C 60s 1,18 £0,07¢
95°C 30s 0,00 £ 0,004
95°C 60s 0,00 = 0,004

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart- type. Les leftres qui suivent les
valeurs sont différentes statistiquement a (P<0,05).

Ainsi, et afin de produire un jus frais ayant une bonne qualité sanitaire, il faut
étre tres exigeant en ce qui concerne I'hygiene lors de sa préparation et son
stockage. Ainsi, un niveau qui dépasse 6 log UFC/ mL peut étre dU a
I'utilisation des fruits détériorés ou non nettoyés ou aussi & des équipements
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contaminés. Donc, la plupart des contaminants existants sur la surface des
fruits peuvent étre éliminés par I'application des bonnes pratiques d’hygiene.

I1.3.2. Caractérisation chimique

Le tableau 16 présente les résultats obtenus pour la teneur en polyphénols
totaux (PT), la composition en anthocyanes totaux (CAT).

11.3.2.1. Composition en polyphénols totaux

D'apres cette étude, la dégradation thermique des composés phénoliques
du jus de grenade est minime et ne révele aucune différence significative
entre les différents traitements. Nos résultats sont en accord avec ceux de
Fischer et al.,, 2013). Par conséquent, cefte réduction minime ne va pas
influencer les bénéfiques sanitaires connus de la grenade qui sont entre
autres basés sur le potentiel antioxydant du punicalagine et de I'acide
ellagique qui ne sont pas tres affectés par les traitements thermiques.

Tableau 16. Effet du traitement thermique sur les caractéristiques chimiques et
I’activité antioxydante du jus de grenade.

Traitement PT (mg/L) CAT (mg/L) AA(%)

Aucun 4544,19 + 23,00 155,16 + 3,34 50,36 + 4,03
65°C 30 4535,23 15,12 153,56 £ 12,09 51,37 £5,23
65°C 60 s 4526,45 + 12,03 154,00 + 16,00 49,54+ 1,65

77 °C30s 4486,00 £ 27,34 152,98 £ 8,23 48,15+ 1,09
77 °C 60 s 4463,11 £ 19,09 151,00 £ 2,23 47,73 £ 2,58
95°C30s 4452,21 £ 31,00 150,78 £ 7,45 55,431,156

95°C 60 s 4435,52 £ 18,23 148,45 £ 10,65 56,08 2,65

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart- type. Les valeurs suivies des mémes
lettres (a-h) ne sont pas significativement différentes a (P<0,05).

Fischer et al. (2013) ont montré que la teneur en polyphénols totaux, tandis
qgue Mena et al., 2013 ont reporté que I'effet de la pasteurisation est non
significatif. Cependant, une variation mineure qui varie entre 3004,7 et 4070,0
mg GAE/ L, en plus ils ont montré qu'une dégradation des composés
phénoligues n'a pas entrainé une importante diminution en teneur de
polyphénols totaux.
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11.3.2.3. Composition en anthocyanes totaux

La CAT est dépendante ¢ différents facteurs parmi lesquels, il y'a la lumiere,
I'oxygene, la température, les constituants de la matrice alimentaire et leurs
produits de dégradation, qui peuvent affecter l'intégrité des pigments
(Sadilova et al., 2009)

La CAT a eu une diminution relative en fonction de la durée du chauffage
aux différentes températures (60, 77 et 95). Les différences entre les 3
traitements sont aussi insignifiantes a 65, 77, 95 °C. Nos résultats sont en
accord avec les résultats obtenus par Fischer et al. (2013) qui ont étudié
I'effet des traitements thermiques (60, 70, 80, 90 °C) sur la CAT, ainsi selon
cette étude la dégradation thermique des anthocyanes purifiées contenues
dans les jus de grenade suit une réaction cinétique d’ordre 1.

Ces résultats sont cohérents avec des études antérieures qui ont démontré
également une réaction cinétique de dégradation des anthocyanes dans
des systemes modeéles et des systemes alimentaires réels (Singleton et al.,
1999). Toutefois, Mena et al. (2013) ont trouvé qu’'apres la pasteurisation, la
CAT augmente de 10 % pour le traitement 65°C et de 56 % pour les
traitements 80 et 95 °C, ceci est expliqué par I'effet de la chaleur qui peut
entfrainer la conversion des leucoanthocyanes incolores & des anthocyanes
ayant la couleur rouge, sous les conditions acides. Sadilova et al. (2009) ont
suggéré aussi que la formation de complexes avec d'autres composés
phénoliques peut enfraver la dégradation des anthocyanes en réduisant la
quantité de formes incolores.

La dégradation des anthocyanes est corrélée avec une perte visuelle
notable de la couleur rouge des jus étudiés. Aprées le traitement thermique, la
couleur passe du rouge plus intfense pour le fraitement assez modéré (65-
77°C), au rouge clair pour le traitement 95 °C.

11.3.3. Détermination de I'activité antioxydante

Les résultats de I'activité antioxydante sont aussi montrés dans le tableau 17.
La capacité antioxydante est Iégerement abaissée du fait qu’elle est
fortement dépendante du contenu phénolique et aux anthocyanes qui sont
légerement décroissants. Ainsi, les composés bioactifs du jus de grenade qui
sont responsables des effets bénéfiques pour la santé ne sont pas affectés,
méme apres un échauffement excessif de longue durée. En plus, la
diminution relative de la capacité antioxydante par la dégradation CAT et
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les autres composés phénoliques incolores. Toutefois, cette réduction en CAT
est compensée par la conversion des leucoanthocyanines incolores lors du
chauffage et leur abondance dans les jus.

La présente étude ainsi que les fravaux de Fischer et al. (2013) ont démonftré
la stabilité de longue durée de vie de composés bioactifs du jus de la
grenade, méme lors d'un chauffage a des températures.

Malgré des pertes de couleur marquée, la qualité des composés bénéfiques
est bien conservée apres les fraitements thermiques utilisés dans cette étude.
Par conséquent, l'aspect visuel ne reflete pas adéquatement la rétention et
la conservation des composés bioactifs de jus de grenade. Néanmoins, les
couleurs stables et attrayantes sont un atout tres recherché par le
consommateur, ce probleme peut étre amélioré dans les boissons contenant
des pigments sensibles par I'ajout des colorants naturels.
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Chapitre lll . Clarification enzymatique du jus de grenade
lIl.1. Généralités

Les jus de fruits contiennent dans des proportions variables des matieres
complexes telles que les pectines, les composés cellulosiques et I'amidon.
Ces matieres n'ont pas un bon goltf, occasionnent des froubles et
augmentent la viscosité du jus en diminuant ainsi le rendement obtenu.

La sédimentation dans le jus est difficile d prédire et sa formation crée des
problemes économiques pour le fabricant de jus reliés a des pertes de
produits. La formation de sédiments peut étre causée par la présence en
exces de tanins, de protéines et d'hydrates de carbone (Van Buren, 1992).
Ces précurseurs de la sédimentation peuvent provenir du jus, ou étre
infroduits au cours du procédé de production du jus (Van Buren, 1989). Les
complexes protéines- polyphénols sont la cause la plus fréquente de turbidité
et de sédimentation dans les jus de fruits, le vin et la biere (Siebert, 1999). I
semble gue les liaisons hydrogéne et/ou hydrophobiques seraient impliquées
dans ce processus (Asano et al., 1982).

Cependant, la sédimentation est un phénoméne dont les mécanismes ne
sont pas encore bien compris. Il est d'un grand intérét d'améliorer notre
compréhension du processus de sédimentation et de développer des
méthodes pour améliorer la stabilité des jus clarifiés. Parmi ces méthodes il y
a |'utilisation des enzymes spécifiques qui vont casser ces grosses molécules
en les transformant en des petites. Le jus résultant est plus clair et moins
visqueux, se laisse presser plus facilement, le rendement est plus élevé ce qui
est bénéfigue notamment pour les industries de production de jus.

La pectinase est une enzyme (catalyseur biologique) qui détruit la pectine. |l
s'ensuit une meilleure extraction des ardbmes, un meileur rendement en jus
ainsi gqu'une bonne clarification ultérieure. La pectinase se présente sous
forme liguide ou en poudre. Il faut se conformer aux indications du fabricant
pour les quantités a utiliser. Trop de pectinase ne sont pas nuisibles, mais c'est
du gaspillage.

Ces enzymes sont recommandées dans le cadre du pressurage des petits
fruits rouges (cassis, framboise, fraise, raisin...). En effet, dans ce secteur, les jus
obtenus apres trituration mécanique renferment de grandes quantités de
pectine ce qui augmente leur viscosité et diminue d'autant leur susceptibilité
a la filtration, ce qui engendre de nombreux problémes pour les industriels. Le
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traitement par les pectinases va faciliter d'une part, l'extraction de la
coloration en déstructurant les tissus épidermiques et d'autre part,
I'écoulement en cassant la viscosité. Il faut cependant veiller d ne pas trop
dégrader la pectine, car les oligomeres obtenus risquent d'entrainer par la
suite un trouble lors du stockage des produits.

Dawes et al. (1994) ont montré que I'addition d'une protéase acide d’origine
fongique au jus de kiwis diminue la turbidité immédiate et retarde la
formation de la brume pendant le stockage a froid. De méme, dans une
autre étude élaborée par Meyer et al. (2001), le traitement des jus de cerise
avec une protéase stable en milieu acide, une pectinase et I'acide gallique
améliore la clarté de jus de cerise et les niveaux de brume diminuent au
cours du stockage a froid. Pour le jus de cassis, il est constaté que les
traitements avec certaines protéases acides fongiques ont des effets
significatifs sur la clarification du jus et retardent aussi les effets de formation
de la brume (Landbo et al., 2006).

Le but de cette étude est d'étudier I'effet de pectinase et de la protéase
disponibles commercialement sur la turbidité et la clarté du jus de la
grenade. Nous avons ciblé particulierement un fraitement par des enzymes
capables de catalyser la dégradation de la structure des protéines et la
pectine.

I11.2. Matériels et méthodes
111.2.1. Préparations des échantillons

Les échantillons de jus de grenade sont extraits a partir du cultivar Sefri
2collectionné dans la station Expérimentale, Meknés-Maroc. Les fruits ont été
pelés et les peaux recouvrant les graines ont été enlevées manuellement. Le
jus a été obtenu G partir des arilles de grenade par presse mécanique
ensuite, il est filtré et centrifugé. Trois répétitions sont réalisées pour chaque
analyse.

I11.2.2. Clarification expérimentale

Afin de procéder a I'étude de I'effet des enzymes sur la clarté des jus, nous
avons pris 150 ml de jus de grenade, mélangé avec de différentes
concentrations (0,05, 0,25 et 0,50% v / v) d'enzymes pectinases et de la
protéase ainsi qu'avec un mélange de ces deux enzymes. Ensuite, les jus
traités aux enzymes sont incubés dans un bain d'eau a 50 °C pendant 2 h. Les
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jus de grenade traités aux enzymes ont ensuite été placés dans un bain d'eau
bouillante (90°C) pendant 5 minutes pour inactiver 'enzyme. Les jus traités ont
été ensuite rapidement refroidis  I'eau froide immédiatement a 25°C, puis
analysés au méme ftitre que les jus non traités.

I11.2.3. Acidité titrable, pH, matiére séche dissoute et le rapport
°Brix/Acidité titrable

L'acidité titrable (AT) a été déterminée par titrage a pH 8,1 avec 0,1 M NaOH
et exprimée en grammes d'acide citrique pour 100 ml de jus. Les mesures de
pH ont été effectuées a I'aide d'un pH-metre numérique (Thermo Orion 3 Star)
a 21 °C. La matiere seche dissoute (MSD) est déterminée avec un
réfractometre numérique (Metteler-Toledo GmbH, 30 PX, Suisse) calibré a
l'aide d'eau distillée). Les résultats sont exprimés en °Brix a 21 °C. Le rapport
entre le total des solides solubles & acidité titrable est aussi calculé.

111.2.4. Détermination de la turbidité

La turbidité du jus a été déterminée a I'aide d'un turbidimetre (Modele 2100
AN - HACH Company) et les résultats sont exprimés en unités de turbidité
néphélométrique (UTN).

111.2.5. Mesure de la Clarté

La clarté du jus obtenu est déterminée par mesure de 'absorbance a une
longueur d'onde de 660 nm en utilisant un spectrophotometre Safas UV-
visible. L'eau distillée a été utilisée comme référence.

I11.2.6. Détermination de la teneur en pectine, protéines totaux et les
polyphénols totaux

Le dosage de pectines totales dans les échantillons de jus est déterminé selon
la méthode décrite par Filisetti-Cozziand Carpita (1991). 0,2 ml de 125 fois le
jus dilué a été mélangé avec 20 ul de 4M de l'acide sulfamique solubilisé
dans du KOH (pH 1,6) et 1 ml d'acide sulfurique a 96%. Les échantillons ont
été chauffés a 80 °C pendant 1 heure. Ensuite, 200 pyl du réactif 3-
hydroxybiphenyl dilué a 1/50 (p / v) avec de I'acide sulfurique a 80%, ont été
ajoutés au mélange et I'absorbance a été mesurée a 525 nm apres 5 min.
L'absorbance maximale a été enregistrée et la concentration de pectine est
exprimée en équivalents d'acide D-galacturonique, en mg / L.
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La teneur totale en protéines a été mesurée par la méthode de Lowry (Lowry
et al., 1951)et les polyphénols totaux (PT) ont été déterminés en utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965)(ces méthodes sont
détaillées dans le chapitre |, paragraphe 1.2.6).

111.3. Résultats et discussion

1.3.1. Effet des traitements de la clarification enzymatique sur la
turbidité du jus de grenade

Les effets individuels de la diminution de la turbidité due aux traitements par
des pectinases et des protéases étaient statistiquement significatifs
immédiatement apres le traitement a (P <0,05), le tableau 18 montre que les
valeurs de turbidité sont principalement dépendantes de la concentration
d'enzyme. Une augmentation de la concentration de l'enzyme diminue
considérablement la turbidité. La turbidité des jus traités par la pectinase est
plus faible que celle de jus traité par la protéase et cela pour toutes les
concentrations (0,05, 0,25, 0,50% v/v). Alors que I'échantillon non traité a une
turbidité supérieure que le jus clarifié par des enzymes. I a été
précédemment rapporté que le fraitement par la pectinase peut entrainer
I'augmentation ou la diminution de la turbidité des jus de fruits (Landbo et al,
2006; Siebert, 2006). Ce phénomene peut étre lié a un paradoxe: I'attaque
enzyme pectinolytique peut donner lieu a deux événements différents
(Siebert, 2006):

1. Les pectinases catalysent la dégradation des structures pectiniques
ayant un poids moléculaire tres élevé en fractions de petites pectines.
Les fractions de pectine résultantes sont petites, chargées
négativement et elles peuvent étre en mesure de rester en suspension
et contribuent G accroitre la turbidité immédiate en raison d'un effet de
dispersion accrue des petites particules par rapport aux plus grandes.

2. Les pectinases agissent sur la couche encapsulant le coeur protéique
des partficules de pectine en suspension. Cette action se fraduit par
une agglomération électrostatique de particules de charges opposées
qui conduit, dans un premier temps, & une augmentation transitoire de
la turbidité et par la suite, entraine la précipitation du complexe
aggloméré réduisant ainsi la turbidité.
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Tableau 17. Effets de la clarification enzymatique par une pectinase et une protéase sur les caractéristiques du jus du

grenadier.
Parametres Jus non traité Concentration de Pectinase (% v/v) Concentration de Protease (% v/v) 0.25% Protease/
0.05 | 025 | 0.5 005 | 025 | 0.5 0.25% pectinase
pH 4,15%£0,12 3.82+1,21 377053 3,469+047 3871034 3,78+0,61 3,72+0,71 3,740,227
°Brix 17,00 + 3,23 17,40£5,12 17,60+£2,13 1790+1,52 1720%£2,65 17,45+1,53 17,82+1,00 17,50+ 1,00
Acidité titrable 0,25+0,02 0,34%0,11 0,31£003 029+005 035%+002 031004 0,30£0,00 0,34 £0,05

°Brix/ Acidite tifrable | 62,80+ 436  48,23+7,45 53,54+4,56 5827 +500 4628+354 53,06 £6,04 5606=+5,54 47,05+ 6,34
Polyphénols totaux 4,42 +0,32 4,47 +0,23 4,40+0,52 4322043 445+027 438037 432+%0,13 4,91+£0,28

Pectines totaux 23,72%+3,24 23,41 +10,12 2203+£1,51 2233+x2,16 21,5+x6,61 2040+1,10 23,63+5,71 21,22 + 4,30
protéines 2,68+0,18 2,64 +0,31 2,57+0,12 252+032 261+£0,46 251%0,11 2,65+0,12 2,63+0,23

Clarté 0,062+0,001 0,048+0,005 0,032%0,001 0,021 £0,003 0,053 +0,007 0,041 £0,002 0,029 +£0,001 0,018 +0,001
Turbidité 11532+£534 7020+£3,65 6234+11,45 3033%+245 7234+£556 6522+1,56 38,45+4,43 32,45+ 4,67

Les solides solubles totaux sont exprimés en °Brix, I'acidité totale en g d’acide citrique/ 100 mL, les polyphénols totaux en g en
équivalents d'acide gallique/ L, les pectines en mg des équivalents d'acide D-galacturonique/L, les protéines en g du sérum
albumine bovine/ L, la clarté en absorbance a 660 nm et la turbidité en (NTU). Tous les résultats sont exprimés en moyenne *

écart-type.
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L'effet du traitement de clarification & la pectinase est alors un équilibre ou
plutdt une compétition entre la formation de petites particules en suspension,
l'agglomération de structures de pectine de charge opposée et la
précipitation spontanée des dernieres structures. En se basant sur les théories
ci-dessus, linfluence du traitement de clarification & la pectinase sur la
turbidité immédiate de jus semble donc dépendre de la nature des particules
de pectine en suspension, de la composition et de la structure de la pectine
présente notamment dans le jus, par exemple charge et degré de
méthylation, degré de polymérisation et la force de liaison aux protéines. Ces
propriétés de pectine peuvent varier en fonction des fraitements pré-presse
du jus de fruits et son pH. Néanmoins, le fait que le traitement a la pectinase
diminue la turbidité au cours du stockage a froid de jus peut étre considéré
comme une nouveauté au regard de la théorie stipulant que la principale
action de la clarification des pectinases est de diminuer la turbidité
immédiate en favorisant I'agglomération de particules de protéine-pectine
de charge opposée (Grassin and Faugquembergue, 1996).

Ainsi, une autre étude réalisée sur les jus de cassis a montré qu'il est probable
que les interactions de protéine-pectine peuvent également influencer le
développement de la turbidité pendant le stockage a froid des jus (Landbo
et al., 2006), méme si la principale cause de la formation de la turbidité dans
le jus peut étre le résultat d'interactions entre protéines et polyphénols
(Siebert, 2006).

Le résultat de I'effet de clarification du traitement & la protéase sur turbidité
immédiate des jus de grenade pourra éviter le probleme de formation des
sédiments lors de son stockage. L'hydrolyse catalysée par les protéases des
protéines du jus de grenade est supposée empécher essentiellement la
formation de complexes protéine-polyphénol au cours du stockage & froid. |l
était particulierement intrigant que I'ajout de la protéase au jus de grenade
ait foujours donné un niveau de clarté plus élevé par rapport au jus non traité.

La réduction de la turbidité du jus aprés le traitement 4 la protéase peut étre
le résultat de I'hydrolyse, catalysée par les protéases, des protéines du jus de
grenade ayant empéché la formation de complexes entre protéines
chargées positivement et les pectines chargées négativement. Cette
formation de complexes contribuera par ailleurs & augmenter la turbidité
immédiate au moins fransitoirement. L'insolubilité et les effets causant la
turbidité de ces complexes ou de complexes résultant par exemple de
I'association de protéines avec des matériaux cellulaires et/ ou des composes
phénoliques peuvent étre atténués par 'action protéolytique. La protéase
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peut également avoir agi en catalysant par hydrolyse, la dégradation des
organites intracellulaires et les membranes cellulaires, comme par exemple le
tonoplaste entourant les vacuoles cellulaires ou les extensines formant la
paroi de la cellule.

111.3.2. Effet des traitements de clarification sur le jus de grenade

L'effet des différents traitements enzymatiques sur la clarté a été rapporté
dans le tableau 17. Les valeurs sont significativement affectées par la
concentration de pectinase et de protéase a (p <0,05). Les jus traités par la
pectinase et la protéase sont exempts de sédiments et toujours clairs comme
I'indiquent les faibles valeurs de I'absorbance ¢ 660 nm. Le jus fraité par la
pectinase varie entre 0,048 et 0,021 et celui traité par la protéase varie entre
0,053 et 0,029.L'absorbance est plus importante pour le jus non ftraité.
Cependant, la clarté du jus de grenade augmente avec I'augmentation de
la concentration de I'enzyme. Le mélange de ces deux enzymes se traduit
par une plus grande limpidité du jus par rapport au jus fraité par une seule
enzyme. En général, le temps nécessaire pour obtenir un jus clair est
inversement proportionnel & la concenfration d'enzyme utilisée d
température constante, puisqu’'une quantité aussi élevée en enzyme induira
une réduction du temps du traitement (Kilara, 1982).

111.3.3. Acidité titrable, pH, degré de Brix et le rapport °Brix/Acidité
titrable

La discussion qui suit sur les caractéristiques chimiques des jus de grenade
non traité et traités avec des enzymes est basée sur les données indiquées
dans le tableau 17. Le pH du jus de grenade traité avec la pectinase varie de
3,69 G 3,83, celui traité avec la protéase varie de 3,72 a 3,87 montrant une
diminution des valeurs de pH. La diminution du pH est directement liée a
'augmentation de la concentration de pectinase et de protéase. La valeur
de la matiere seche dissoute (MSD g / kg) de jus fraité a la pectinase ef la
protéase est plus grande que celle du jus non fraité. L'augmentation du
degré de Brix est évidente avec l'augmentation de la concentration de
pectinase et de protéase. Cette augmentation du ° Brix a été attribuée a un
plus grand degré de dégradation des tissus, libérant plus de composants qui
contribuent & la solubilité de la matiere seche (Tung-sun, et al., 1995). L'indice
de maturité (°Brix/ acide) est la mesure analytique majeure pour la qualité du
jus de grenade. Ce rapport entre ces deux paramétres augmente avec
I'augmentation de la concentration de la pectinase et de la protéase.
L'indice de maturité s’avere en corrélation avec le goUt sucré, mais pas aussi
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étroitement avec I'ardbme (Guyer et al., 1993). L'acidité titrable du jus traité a
la pectinase et la protéase est plus élevée que celle du jus non traité
(tableau 17), ce qui peut étre expliqué par la déestérification enzymatique et
la dégradation de la pectine qui entrainent une augmentation de I'acidité
totale.

111.3.4. Polyphénoils totaux, pectine, et teneurs en protéines

Les analyses des phénols totaux, les niveaux pectine et les teneurs en
protéines montrent que ces données analytiques révelent une baisse
constante ou une augmentation des niveaux mesurés des échantillons de jus
de grenade traités differemment (tableau 17). La constatation que les
niveaux mesurés de phénols totaux, pectine totale et protéines totales sont
similaires dans les échantillons non ftraités ou fraités expérimentalement
(tableau 17), indique que l'influence des différents traitements de clarification
reflete probablement des différences dans la taille et peut-étre la forme des
molécules provoquant la turbidité et non dans leur teneur totale. La pectine
catalysée parl'enzyme et I'nydrolyse de protéines peuvent ne pas conduire a
une baisse des niveaux de pectine ou de protéines, mais plutét & changer
leur réactivité via un changement de charges et de taile par
dépolymérisation et, en plus dans le cas de la pectine, par déméthylation.
Naturellement, les polyphénols de fruits, y compris ceux qui sont présents dans
les jus de fruits et des extraits de fruit de grenade, exercent une activité
antioxydante (Gil et al., 2000). Cette activité antioxydante a été liee a la
prévention des étapes initiales de certaines pathologies liées aux maladies
coronariennes, le vieilissement et certains cancers (Benzie, 2000). Il est donc
souhaitable de maintenir les niveaux phénoliques les plus hauts possible dans
les jus de fruits du commerce.
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Chapitre IV. Etude de la stabilité microbiologique en se basant sur la
microbiologie prédictive

IV.1. Généralités

La microbiologie prévisionnelle est un outil qui permet de prévoir, par des
modeles mathématiques, I'impact de différentes conditions
environnementales, de température, de pH, d'activité de I'eau (Augustin et
al., 2005 ; Membré et al., 2005), de concentration en acides organiques et en
inhibiteurs (Coll Cardenas et al., 2008) et de leurs interactions éventuelles
(Augustin and Carry, 2005) sur la croissance, I'inactivation ou la survie des
microorganismes (Buchanan and Whiting, 1996). Des modeles spécifiques ont
ainsi été développés pour prévoir d'une part la croissance microbienne, et
d'autre part la décroissance ou l'inactivation, et ce pour les germes
pathogenes (Shimoni and Labuza, 2000) ou pour les germes d’'altération
(Koutsoumanis, 2009).

Historiguement, ce sont les modeles d'inactivation thermique qui ont été
utilisés en premier notfamment pour caractériser les barémes de stérilisation et
de pasteurisation. La microbiologie prévisionnelle de croissance s'est ensuite
rapidement imposée pour prévoir I'évolution des micro-organismes depuis la
fourche jusqu’a la fourchette en intégrant les différentes sources de variabilité
et d'incertitude liées a la matiere premiere, aux micro-organismes (Membré
et al., 2005), aux différentes opérations unitaires du proces de fabrication, au
mode d’'emballage et aux divers scénarios thermiques rencontrés par
I'aliment jusqu’au consommateur.

Pour cela, la microbiologie prévisionnelle se base sur deux familles de
modeéles. La premiere famille est celle des modéles primaires qui permettent
de simuler le comportement des micro-organismes en fonction du temps et
permettent de décrire la courbe de croissance microbienne avec ses quatre
parametres : la contamination initiale (No), le temps de latence (lag), le taux
de croissance maximal (umax) €t la densité de population maximale (Nmax)
(Ross and McMeekin 2003). Les modeles primaires les plus utilisés a ce jour sont
le modele de Baranyi and Roberts (1994) et le modele logistique avec délai
et rupture proposé par Rosso et al. (1995).

La seconde famille est celle des modéles secondaires qui permettent de
simuler I'évolution des parameétres du modele primaire (lag, Pmax OU Nmax) €n
fonction des conditions environnementales abiotiques felles que la
température, le pH, I'aw, ou biotigues comme la compétition entre différentes
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especes microbiennes (Drosinos et al., 2006) ou encore I'état physiologique
de I'inoculum. On distingue généralement deux approches. L'approche
polynomiale permet de décrire simultanément I'effet des facteurs étudiés et
a été tres utilisée dans les années 90 (Seman et al., 2002). Cependant, elle
présente de nombreux inconvénients : le nombre élevé de parametres et
I'absence de signification biologique, I'impossibilité d'extrapoler les résultats
en dehors de la plage expérimentale, I'impossibilité de prendre en compte la
variabilité infra-espéce sur la croissance et la nécessité de mettre en place
des plans expérimentaux complexes et parfois contraignants. Par opposition
A I'approche polynomiale, I'approche progressive consiste & étudier et a
modéliser separément I'impact de chaque facteur environnemental puis a
construire a partir de ces modules simples, un modele général complet
incluant I'effet de tous les facteurs. Cette approche d'abord proposée par
Iwitering et appelée le concept gamma (Zwietering et al., 1992) présente de
nombreux avantages : les modeles sont plus robustes, ils impliguent un
nombre de parametres relativement faibles, et ces parametres ont le plus
souvent une signification biologique (Delignette-Muller et al., 1995).

Différents logiciels sont aujourd’hui disponibles pour accéder a des
applications de microbiologie prévisionnelle. ComBase qui permet de réaliser
des ajustements de modeles primaires ainsi que des simulations en utilisant
des modéles polynomiaux. Néanmoins, la base de données ComBase reste
assez hétérogene avec des données obtenues majoritairement en milieu de
culture.

IV.2. L'intérét de la prévision en microbiologie alimentaire

La microbiologie prévisionnelle est une discipline qui vise a développer des
modéles mathématiques permettant de prévoir les aptitudes de croissance,
survie ou décroissance des populations microbiennes dans les aliments en
fonction des facteurs environnementaux influents.

La sécurité et la qualité des aliments sont de plus en plus assurées par
I'utilisation d’'une démarche HACCP (Hazard Analysis Critical Control Poinfts)
qui cherche a maitriser systématiquement I'incidence microbiologique de
tout ce qui dans la fabrication peut contribuer a la contamination, d la
destruction ou a la multiplication des contaminants.

Cette démarche est facilitée si I'on est capable de modéliser le devenir des
microorganismes. Cette méthode permet donc de répondre aux questions
suivantes :
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- Comment concevoir et fabriquer un produit offrant toute sécurité 2

- Comment modifier la composition d'un produit pour éviter un
développement microbien indésirable sans nuire a la qualité nutritionnelle 2

- Quel niveau de contaminatfion, quel facteur de multiplication peut-on
tolérer aux difféerents points de la chaine 2

Cette prévision est basée sur un modeéle, c'est-a-dire un systeme établissant
une correspondance enfre un ensemble de conditions et une cinétique
d’évolution de la population microbienne significative (Bourgeois, 1996).

IV.3. Principe de la méthode

La microbiologie prévisionnelle permet de construire une courbe de
croissance microbienne qui dépend d'un ensemble de facteurs, ce qui
donne la possibilité de relier directement I'intensité de ces facteurs a la
courbe. Cependant, cela reste un peu difficile, car la courbe dépend de
parametres caractéristiques qui dépendent eux-mémes de facteurs différents
selon des lois différentes. Pour cela il est préférable donc d'exprimer ces
parametres en fonction de leurs facteurs déterminants.

IV.4. Démarche de la modélisation

IV.4.1. Identification des paramétres limitant de la conservation du
produit

Afin de déterminer une date limite de consommation (DLC), il faut déterminer
ce qui limite la durée de conservation de cette sécurité et/ou cette qualité. |l
faut donc répondre aux questions suivantes :

- Quel est ou quels sont les microorganismes qui limitent cette durée 2

- Quels sont les niveaux d ne pas dépasser ¢

Par exemple, il ne faut pas dépasser 100 listérias par gramme d'aliment a la
DLC (Bourgeois, 1996).

IV.4.2. Délimitation du champ de I'expérimentation

Elle procede en trois étapes :

- Sélection des facteurs & prendre en compte grce O des données
bibliographiques. On frouve notamment la température, le pH, I'activité de

I'eau (aw), la présence d’inhibiteurs...
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- Détermination pour chaque facteur de la gamme des valeurs permettant la
multiplication. Par exemple, pour Listeriac monocytogenes, la croissance est
possible entre 1 et 42°C.
- Délimitation de I'étendue de variation possible dans les produits
alimentaires. Plus le champ expérimental sera étroit et plus le modele sera
précis (Bourgeois, 1996).

IV.4.3. Planification de I'expérimentation

Pour chaqgue facteur, il faut par exemple décider du nombre de niveaux
tester, de la distribution de ces niveaux (progression arithmétique ou
géométrique), du choix des combinaisons de facteurs (plans expérimentaux),
des répétitions éventuelles.

IV.4.4. Recueil des données

Pour chagque ensemble de conditions retenues, on inocule un milieu de
culture ajusté a ces conditions et on mesure I'évolution de la concentration
microbienne en fonction du temps de facon 4 fracer une courbe de
croissance.

Et en ce qui concerne I'inoculum sera constitué de I'espece microbienne
considérée. En général, on ne réalise pas de cocktail de souches, mais plutot
plusieurs expérimentations mettant en ceuvre des souches différentes. De
plus, on choisit des microorganismes en pleine activité ou au moins aussi actifs
que dans I'aliment considéré. Enfin, la concentration microbienne d inoculer
dépend de la méthode utilisée pour suivre la croissance.

Enfin, un dénombrement classique sur milieu gélosé est encore tres utilisé.
Cependant, cette technique se révéle longue et fastidieuse. Deux méthodes
automatiques se développent actuellement: la turbidimétrie et
I'impédancemétrie. Cependant, elles présentent deux inconvénients
importants :

Elles imposent des contraintes lourdes au choix du milieu (transparence,
composition ionique).

Ce ne sont pas des méthodes de dénombrement: elles mesurent un
parametre de culture ayant un lien avec la concentration microbienne.
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IV.4.5. Modélisation

I s’agit,  partir des données expérimentales, de construire un modele
établissant un lien entre condition expérimentale et croissance de facon a
permettre la prévision. Le modéle doit pouvoir étre défini par un nombre
limité de parametres, de préférence le temps de latence (A), le taux de
croissance exponentielle (u) et éventuellement le maximum (A).

phase
exponentielle /r \

phase stationnaire phase stationnaire

\
\

population microbienne

phase de \
déclin

Temps

Figure 27. Les différentes phases de la croissance microbienne

Actuellement, il est utilisé deux types de modele pour décrire une cinétique
de croissance dans des conditions données :

- Le modéle de Gompertz modifié : c’est un modele purement empirique, qui
ajuste en général les données de croissance observées de maniere
satfisfaisante. Cependant, il présente un certain nombre d'inconvénients
(surestimation du taux de croissance, |'ajustement ne peut étre réalisé que si
la cinétigue de croissance est suivie jusqu'a la phase stationnaire...). Ce
modele forme une sigmoide sur le logarithme de la densité de population
microbienne et permet d’'intégrer ainsi les phases 1 et 2 de la croissance :

Ln (X/x0) = LN (Xmax/ Xo0) €xp (- exp (umax exp () (lag-t) +1))

Ln (Xmox/ XO)
-Le modele de Barany, qui ajuste tres bien les données de croissance
généralement observées, est un peu moins empirique. De plus, il ne présente
pas les inconvénients du modele précéedent,

IV.4.6. La validation

Elle se réalise d deux niveaux :
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- La validation mathématique qui consiste a vérifier que les écarts entre les
valeurs théoriques prévues par le modeéle et des données obtenues dans les
conditions qui ont servi a le construire ne sont pas excessifs.

- La validation dans des produits qui consiste & vérifier que les écarts entre les
valeurs théoriques prévues par le modele construit a partir des données
obtenues en conditions expérimentales et les valeurs réelles obtenues sur des
produits industriels contaminés naturellement ne sont pas excessifs.

Si le modeéle a été validé, il peut étre utilisé pour la prévision, d condition de
se limiter, pour ce qui concerne la variation des facteurs, a la gamme des
valeurs comprises entre les valeurs qui ont fait I'objet de la validation. Il faut
éviter |'extrapolation et étre conscient des risques qu'on prend en la
pratiguant. L'extrapolation est impossible & cause du caractére empirique
des modeles construits (Bourgeois, 1996).

IV.5. Matériel et méthodes

IV.5.1. le matériel utilisé

Les échantillons de jus de grenade sont exiraits a partir du cultivar Sefri 2
collectionné dans la station Expérimentale, Meknés-Maroc. Une fois les fruits
sont lavés et pelés, les graines sont séparées manuellement de I'écorce,
ensuite, le jus est extrait & partir des arilles a I'aide d'une presse mécanique.
L'extrait est ensuite centrifugé afin d’éliminer la pulpe, conditionné dans des
bouteilles stériles et enfin pasteurisé a 77°C pendant une minute puis refroidi &
4°C.

Le jus de grenade a un pH bas et égal d 4,15 ce qui rend ce jus a I'abri
d'une grande partie de la contamination microbienne. Ainsi, on note qu'un
traitement thermique & 72°C durant 6 secondes est jugé efficace contre E.
coli (Erik, 2005). De plus, si on augmente le temps du fraitement a 15
secondes, on pourra garantir plus de salubrité au jus (pH inférieur a 4,5) (Erik,
2005).

La teneur en acide que I'on peut titfrer dépend tres fort de la variété et du
degré de maturité des fruits utilisés et subit des variations extrémes. Ainsi, selon
Cemeroglu et al. (1992), la période de la récolte a une forte influence sur le
rapport Brix/acide, étant donné que la teneur en acide diminue de 20 d 50 %
dans les 6 dernieres semaines avant la récolte tandis que la teneur en
substance seche (Brix) reste relativement constante (Hernandez et al., 1999).
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IV.5.2. Outil infformatique « ComBase »

Les progres de la microbiologie prédictive s'appuient sur les données
disponibles qui décrivent le comportement des microorganismes dans
différentes matrices environnementales. Pour que ces informations soient
utiles & la communauté de la recherche en microbiologie prédictive, les
données doivent éfre organisées de maniere G permetire un acces et une
récupération efficace. Ici, nous décrivons un protocole qui comprend des
observations sur les réponses des bactéries aux environnements alimentaires
résultantes d'une base de données (ComBase) a des fins de microbiologie
prévisionnelle. Les données incluses dans ComBase ont été obtenues de la
coopération des instituts de la recherche et de la littérature et sont
accessibles au public via Internet (Baranyi and Tamplin, 1967).

L'Inifiative de ComBase est une collaboration entre l'Institut de la Recherche
Alimentaire (Institute of Food Research) du Royaume-Uni, I' USDA, Service de
la Recherche Agricole (Agricultural Research Service) des Etats-Unis et le
Centre de la Sécurité des Aliments en Australie.

www.combase.ccest produit et hébergé par IFR , navigateur ComBase , financé
par I'ARS. Il effectue des requétes pour les dossiers qui correspondent a un
certain nombre de facteurs alimentaires et environnementaux, comme la
température, le pH et I'activité de l'eau. Toute personne intéressée a
l'innocuité microbienne et la qualité des aliments peut explorer ComBase et
ses outils associés, sans frais. Gr&ce a une interface Internet, 'utilisateur définit
les criteres qui l'intéressent dans un scénario de microbiologie alimentaire.
Ceci comprend lidentification du type ou de l'espece de I'organisme, d'une
catégorie d'aliments, pH, température, activité de I'eau (ou la concentration
en NaCl) et les conditions alimentaires spécifiques. Alternativement, les clients
ComBase peuvent étre intéressés par la récupération des données offertes
par une source spécifique (publication, I'organisation ou le chercheur).

Les informations, microbiologiqguement quantitatives contenues dans
ComBase, décrivent comment la concentration de micro-organismes
(organismes d'altération et pathogenes a la fois) change au cours du temps.
ComBase comprend des milliers de courbes de croissance microbienne et
des courbes de survie qui ont été rassemblées dans les établissements de la
recherche et publication. Elles forment la base de nombreux modeles
présentés dans ComBase Predictor , un outil utile pour l'industrie, les universités
et les organismes de réglementation. Elles peuvent étre utilisées dans :
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Le développement de nouveaux produits alimentaires ;

Des technologies tout en maintenant la sécurité alimentaire;

L'enseignement et la recherche;

L'évaluation des risques microbiologiques dans les aliments ou la mise en
place de nouvelles lignes directrices.

www.combase.cc

Home Contact Us

- > .
( ombase A COMBINED DATABASE FOR PREDICTIVE MICROBIOLOGY

Nodelling Toslbox
Subrrat Data

umnunwmm I ’1
ACRCULTURAL RESEARCH 19 Ao :I
Focd Research

SomSase 1= 2 Gytsbyze that containg Imoematon abouth e me

IV.5.2.1.Boite a outils de modélisation

La boite & outils de modélisation est un ensemble de logiciels basés sur les
données ComBase pour prévoir la croissance ou linactivation des micro-
organismes. Actuellement disponible, c'est un outil prédictifs comprennent
deux applications en ligne:

ComBase Predictor : un ensemble de 23 modeles de croissance et 6 modéles
de la mort thermique. La majorité de ses modeles prédisent la croissance /
survie d'agents pathogénes d'origine alimentaire en fonction de la
température, le pH et la concentration en sel. Mais dans certains cas, I'effet
d'un quatrieme facteur additionnel de I'environnement, tel que la
concentration de dioxyde de carbone ou des acides organiques sont aussi
modélisés.

ComBase Predictor peut produire simultanément des prédictions pour un
maximum de quatre microorganismes. |l est également capable de prédire
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la réponse des bactéries aux environnements a température dynamique.
Ceci est particulierement utile lorsque les changements dans la température
de stockage sont connus.

Perfringens Predictor : est un oufil convivial de l'utilisateur au point pour

permetire une prévision précise, grce a la simulation, de la réponse de
C.perfringens QU cours du processus de refroidissement, pour les viandes cuites
en vrac. L'utilisateur peut désormais saisir le pH de la viande et la
concentration en sel.

La boite a outils de modélisation comprend également web DMFit-édition ,

une application web permet a I'utilisateur de :

Voir une représentation graphique de la croissance microbiologique /

données de survie.
Obtenir des estimations des parametres pour :

- Taux de mortalité de croissance maximale ;
- Le temps d'attente (ou de I'épaule) ;

- Le nombre de cellules initiales ;

- Le nombre de cellules finales ;

- Estimation standard des erreurs sur ces parametres (Drosinos et

al., 2006).

ComBase Predictor

{ isterta monecpiogenes mrocns with CON*)
Pl s stmte T
<=7 @l 1140 1. po-102)

pomsa B ¢ ps
Listera monecytogenes insocme with CON™) :]
‘ N (*s)

R~ [L%0] 'Fa-vq 8-102]

tinw | h| conc
d.00 3.00
Q.0 3.00
4.0 3.00
4.0 3.00
2.0 3.0
16,00 3.01

ILoglD cwlls/pl
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Chwose a model
Baramy and Reberts

0.00 3.30 -
18.37 3.5
42.70 3.46 2 Complete model
69.03 4.37
115.68 5.21 #No lag ® Biphasic (No lag)
130.52 3.27
163.75 5.90 = Hi i (No as te
BHE R - SRR

I Tedl me more abowut the models Tedl me more abowut the models

Extmnated parameters and standard exrers

Convergemes

Tise Zitced valus —
0.00 2.37
0.10 3.41
16.21 >.49¢
24.91 3.52
jz.49z 3
40.52 3.68B
48.63 3.78
56.73 J.09
£9.89 9.01
T£.04 4.15
81.04 4.25
89.15 4.45
97.25 9.61

IV.5.2.2. Outils de modélisation intégrée dans le navigateur ComBase
Pour les enregistrements ComBase on dispose des options suivantes:

Comparer avec la prévision: comparer les différents enregistrements de
données avec ComBase -cas scénarios les plus pessimistes sur la base de
bouillon pure prédiction du modele de la culture.

Monter les données : ajuster les données de ComBase & I'un des 5 modéles
différents du formulaire et obtenir des temps de latence et de taux de
croissance.

En outre, les parametres impliqués par ce modeéle, tels que, le pH, I'aw et la
température. Ces parametres ont une forte influence sur la croissance,
I'inactivation ou la survie des microorganismes. Des modeles spécifiques ont
ainsi été développés pour prévoir d'une part la croissance microbienne, et
d'autre part la décroissance ou l'inactivation, et ce pour les germes
pathogenes (Shimoni and Labuza, 2000) ou pour les germes d’altération
(Koutsoumanis, 2009).

IV.5.2.2.1.Barémes de pasteurisation

La pasteurisation réduit de maniere significative le nombre de micro-
organismes dans le produit pasteurisé, mais certaines formes résistent comme

les spores. Lors de la pasteurisation, le seuil de thermorésistance des bactéries
123



pathogenes et de celles qui causent la détérioration des aliments est
dépassé (Bazinet and Castaigne, 2011).

Le tableau 18 représente quelques exemples de baremes de températures
pouvant étre utilisés afin d’assurer la pasteurisation des jus de fruits dont le pH
est inférieur & 4,5 (cas du jus de grenade).

Tableau 18. Exemples de baremes de températures (Bazinet and Castaigne, 2011)

Produits Température de pasteurisation | Durée du traitement

Jus de fruit (pH 77 Iminute
inférieur a 4,5)

88 15 secondes

Ainsi, suite & ces données, on a choisi d'appliquer le bareme 77°C durant
une minute au jus de grenade « Punica granatum » afin de le pasteuriser. lI
faut signaler aussi que les jus sont mis, avant d'étre pasteurisés, dans des
bouteilles préalablement stérilisées.

1V.5.2.2.2. Le pH

Le pH est un sigle signifiant potentiel hydrogene et qui représente la mesure
de l'alcalinité en chimie. Le pH mesure la concentration d'une solution
agueuse en protons (H+) et le degré d'acidité ou de basicité d'une solution.
Le pH se calcule selon la formule pH = - logl0 [H+] ou [H+] est la
concentration en ions H+exprimée en moles par litre. En solution aqueuse a
température et pression standard, un pH de 7 indique la neutralité. Un pH
moins élevé (par exemple pH 3) indigue une augmentation de I'acidité, et un
pH plus élevé (par exemple pH 11) indique une augmentation de I'alcalinité,
c'est-O-dire de la basicité. Dans le cas de lI'eau le pH varie de 0 a 14, mais
pour d'autres solutions le pH n'est pas limité d cette échelle. Lorsque le pH
d'une solution est peu sensible aux acides et aux bases, on dit gu'il s'agit
d'une solution tfampon. Le pH d'une solution dite physiologique est de 7,4.

Le pH influe largement sur la conservation des aliments ainsi que leur
altération résultant de différents types de réactions chimiques, enzymatiques
ou microbiologiques qui elles-mémes influencées par le pH du milieu. D'apres
le tableau 20, le risque de la croissance bactérienne est présent dans un
intervalle de 4,5 a 9,0 tout en passant par un optimum de 6,5 & 7,5. Etant
donné que le pH de ces jus est de 4,5 «jus de grenade » donc ils courent le
risque d’'une altération due a la croissance des bactéries. L'effet du pH sur le

développement des micro-organismes est présenté dans le tableau 19.
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Tableau 19.Limites de croissance de quelques microorganismes (Bourgeois, 1996)

Microorganismes pH minimal pH optimal pH maximal
Bactéries 4,5 6,507,5 9
Bactéries acétiques 4 54063 9.2
Bactéries lactiques 3,2 5506,5 10,5
Pseudomonas 5,6 6,6 7 8
Entérobactéries 5,6 6,5 a 7.5 9
S.thyphi 4 04,5 6,5 072 8 a 9,6
E.coli 4,3 6 a8 9
Staphylococcus 4,2 6,8 7.5 9,3
Clostridium 4,605 9

C. Botulinum 4,8 8,2

C. perfringens 5,5 6a 7,6 8.5
Bacillus 506 6,8 a 7,5 9.4 A 10
Levures 1,5 a 3,5 4 a 6,5 8 a8,5
Moisissures 1,50 3,5 45 a 6,8 8 a 11
Lle pH est un facteur essentiel régissant le développement des

microorganismes. Ainsi, on note que chague microorganisme présente des
limites de croissance vis-a-vis de ce critere. Pour le cas, d'Escherichiacoli, sujet
de cette étude, les limites sont comprises dans un intervalle de 4,3 — 9,0 avec
un optimum de 6,0 — 8,0. En conséquence, et en tenant compte du pH du jus
en question, le choix des valeurs du pH pour effectuer I'étude est comme
suit :

pH 4,5 : pour le jus de grenade « Punica granatum » ;

Ce choix a été limité aussi par le modele ComBase qui ne fournit qu’'un
intervalle de 4.5 a 7,5 pour le microorganisme étudié, soit E. coli.

IV.5.2.2.3. Activité de I'eau

L'activité de I'eau (aw) indique la disponibilité de I'eau d’'un milieu pour des
réactions chimiques, biochimiques, un changement d'état ou un tfransfert &
travers une membrane semi-perméable. Elle correspond & un rapport entre la
pression de la vapeur d'eau de I'aliment (pression de la vapeur d'eau a la
surface du produit) et la pression de la vapeur d'eau pure 4 la méme
température.

o = pression partielle de I'eau dans I'aliment & 6°

pression partielle de |"eau pure a 8°
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La valeur de I'activité de I'eau varie entre 0 (produit sec au point que toute
I'eau est liée a I'aliment, et donc sans qualité réactive) et 1 (eau pure et sans
soluté, difficile a atteindre et surtout d maintenir). L'aw d’un soluté peut étre
calculée parla formule de RAOULT :

aw= nl1/(n1+ n2)
OuU : n1 = nombre de moles du solvant (eau)
n2 = nombre de moles du soluté
L'activité de I'eau peut étre calculée aussi comme suit :
aw = humidité relative (%) / 100

L'activité de I'eau d'un aliment dépend de la température. Un changement
de 10°C peut causer un changement dans I'aw de 0,03 & 0,2 dépendant du
type du produit. Ainsi, la modification de la température peut avoir un effet
sur la stabilité d’un produit et joue un réle important dans la conservation des
produits dans un emballage hermétique.

L'importance de I'activité de I'eau pour la stabilité des denrées alimentaires
lors des fraitements et entreposages est illustrée, de maniére tres évidente ci-
apres. Généralement, on note qu'une stabilité optimale est obtenue lorsque
I'aw est située entre 0,2 et 0,3.

Degre de dégradation Brunissement non enzymatigue
x . . {réactions de Maillard)
Oxydation des lipides ! : !

directe enzymatique

/ Maoisissures Levures |Bactéries

i 0,01 02 o3 04 05 06 07 0,8 09 1,0
Activité de 'eau (a,)

Eau trés lige Présence d'eau libre

Figure 28. Risques de détérioration des aliments en fonction de I'aw
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La croissance des bactéries (courbe en noir) est généralement impossible
lorsque I'aw < 0,90. Les moisissures et les levures (courbe en vert clair et vert
foncé) sont inhibées respectivement vers une aw de 0,7 et 0,8 sauf certaines
moisissures et levures osmophiles qui peuvent se développer jusqu’aux des aw
de 0,6. Dans la plupart des cas, I'aw limite de croissance d’'un microorganisme
est différente de celle limite nécessaire pour la production de sa toxine.

D'apres la figure 28 et le tableau 20 il est clair que :

la croissance bactérienne est pratiquement impossible d aw < 0,90 ;

E.coli ne peut se développer qu'avec une aw minimale de croissance de
0,95;

Le jus de fruits possede une aw= 0,95 ;

Le modéle tolere un intervalle de 0,961 a 1.

Tableau 20. Activité de I'eau minimum de croissance de quelques
microorganismes

Bactéries 0,91
Clostridium botulinum E 0,97
C, botulinum A, B 0,95
C, perfringens 0,97
Escherichia coli 0,95
Salmonella sp 0,95
Staphylococcus aureus 0,86
Bactéries halophiles 0,75
Levures 0,87
Saccharomyces cerevisiae 0,29 00,94
Levures osmophiles 0,62
Moisissures 0,7
Fusarium 0,9
Mucor 0,84a0,9
Aspergillus clavatus 0,85
Aspergillus flavus 0,78
Penicillium expansum 0,85
Moisissures xérophiles 0,7

Pour I'élaboration de cette étude, on a choisi d'appliquer la fourchette de
valeurs suivante :

0,961 : valeur minimale tolérée par le modéle ;
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e 0,975 et 0,985: ce sont deux valeurs intermédiaires afin d'approfondir
I'étude ;
e 0,999 : c’est une valeur maximale proche de 1.

IV.5.2.2.4. Température

La température d'un systeme est une fonction croissante du degré d'agitation
thermique des particules, c'est-a-dire de son énergie thermique. Elle est
définie par I'équiliore de fransfert de chaleur avec d'autres systémes.

Température Influence de la température
30-37TC Croissance de la plupart des micro-org anismes
= 20T Développement de la toxinogénése des staphy locoques et de

Clostridium botulinum

10T Arrét de la toxinogénése de Clostridium botulinum et des
staphylocoques
6-7C Croissance de Bacillus cereus

Croissance des salmonelles
Arrét de la croissance des staphylocoques

4.52T Arrét de la croissance des salmonelles
Croissance de Listeria monocytogenes

0-1TC Disparition de tout danger lié a la croissa nce des principaux
v micro-organismes pathogénes ou a I'élaboration de toxines

Mais certains micro-organismes adaptés au froid continuent a
croitre (Listeria monocytogenes, Shigella, Yersinia..)

-10TC Arrét de toute croissance bactérienne
Croissance maintenue des moisissures et levures

-18TC Arrét de toute croissance microbienne

Figure 29. Effet de la température sur les principaux micro-organismes
pathogenes gardant une capacité de croissance aux basses températures
(Bourgeois, 1996)
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La température influence la croissance des microorganismes, toutefois, il
existe schématiquement deux types de flores de micro-organismes rencontrés
dans les denrées alimentaires :

- la flore dite d’altération qui est responsable essentiellement de
contamination de surface : c'est le cas par exemple des lactobacilles. Cette
flore d'altération, qui n'est pas pathogene pour I'nomme, constitue en
quelgue sorte une alerte quant au niveau de qualité organoleptique
(couleur, odeur, goUt) et par la suite microbiologique de la denrée dés lors
que la croissance du micro-organisme est suffisante ;

- la flore pathogéne susceptible, sous certaines conditions, d'induire chez le
consommateur des toxi-infections alimentaires. Il s'agit par exemple des
staphylocoques, des salmonelles, de Listeriac monocytogene, etc. (Bazinet
and Castaigne, 2011). La figure 27 présente I'effet de la température sur les
principaux micro-organismes pathogenes et qui ont la capacité de survivre
dans de basses températures.

Tous les micro-organismes ne sont pas égaux devant les fortes et les basses
températures. En effet, certains présentent une sensibilité différentielle au
froid et voient leur croissance suspendue a de basses températures, d'autres
au contraire conservent un pouvoir de multiplication dans ces conditions. La
figure 29 ci-dessus illustre I'échelle de croissance des principaux micro-
organismes pathogenes en fonction du niveau de la température (Bazinet
and Castaigne, 2011).

Lors de ce fravail, on a choisi d'appliquer les valeurs de température
suivantes :

10°C : la valeur minimale tolérée par le modele ComBase ;

12°C - 14°C - 15°C : des valeurs proches du minimum toléré pour pouvoir
détecter l'influence de quelques degrés de température sur la durée de
conservation prévue ;

20°C : valeur intermédiaire proche de la température ambiante (évaluée
généralement a 25°C) ;

37°C :la température optimale de croissance des bactéries mésophiles, dont
E. coli;

42°C : valeur maximale tolérée parle modele ComBase pour I'étude d'E.coli.
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IV.5.3. Méthodes d’analyses microbiologiques

IV.5.3.1. Technique de prélevement

Dans des conditions d'asepsie, 1 ml du jus de grenade obtenu aprés
pasteurisation est prélevé a I'aide d'une pipette stérilisée afin de préparer la
solution meére et les dilutions qui en découlent.

IV.5.3.2. Technique de dilution

D'apres Bourgeois and Leveau, (1991), le diluant utilisé pour la préparation
des dilutions doit répondre aux conditions suivantes :

Il ne doit pas induire des variations qualitatives et quantitatives sur la flore
microbienne présente ;

II doit assurer la survie de tous les microorganismes, sans favoriser leur
multiplication ;

En bactériologie alimentaire, on utilise le plus souvent soit une solution de
tryptone de sel soit de I'eau physiologique.

Pour chaque jus, les dilutions sont réalisées pres de la flemme, en pipettant
Iml du jus au moyen d'une pipette stérile qu'on introduit ensuite dans un tube
contenant 9 ml du diluant, soit I'eau physiologique, tout en constfituant la
solution mere. On agite ensuite le tube manuellement et & I'aide d'une
nouvelle pipette stérile on préleve 1 ml de la solution mere qu’on introduit
dans un autre tube contenant 9 ml de I'eau physiologique ce qui donne ainsi
une dilution de 1/10 ou encore dite 10-1. Et ainsi de suite jusqu’a la dilution 103

Préparation de I'’eau physiologique :

Pour préparer un litre d'eau physiologique, on met sous agitation 9g de NaCl
dans un litre d'eau distillée ensuite on verse la solution dans des bouteilles et
on fait une stérilisation.

IV.5.3.3. Germes recherchés dans cette étude

Escherichia coli est un bacille Gram négatif radiorésistant de la famille des
Enterobacteriaceae. C'est un héte commun de la microflore commensale
intestinale de I'Homme et des animaux homéothermes. E. coli constitue alors
tout au long de la vie de I'hdte, I'espece bactérienne dominante de la flore
aérobie facultative intestinale. De ce fait, E. coli est sans doute I'organisme
vivant le plus étudié a ce jour. En effet, 'ancienneté de sa découverte et sa
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culture aisée (division cellulaire toutes les 20 minutes a 37 °C dans un milieu
riche) en font un outil d'étude de choix.

Ce germe a les facteurs de croissance suivants

. Température : 7°C ----- 50°C ;
. Température optimale : 37°C ;
. pH de croissance :
- minimal : 4,3
- optimal : 6 & 8
- maximal : 9,0
. aw minimale de croissance : 0,95.

Echantillonnage

Les échantillons sont des jus de grenade. Le jus extrait des fruits Séfri 2 est
pasteurisé et ensemencé d’'une colonie d’E.coli AL52 cultivé durant une nuit
dans le milieu LB et un autre jus de grenade pasteurisé, utilisé comme témoin.
Renouvellement de la souche AL 52

Nous avons introduit une pipette pasteur stérile dans le contenant de la
souche AL 52 (E.coli uropathogene fourni par I'lnstitut pasteur de Paris), on
ensemence, ensuite, sous forme de stries, deux boites de pétri qui
contiennent déja 15 ml du milieu de culture LB. Puis, on les incube a 37°C
durant 24 heures.

-Milieu de culture

Le milieu de culture LB (Pour Lysogeny broth ou incorrectement Milieu Luria-
Bertani) est un milieu de culture nutritif, servant initialement & la culture
bactérienne. Les milieux LB sont devenus un standard dans l'industrie pour la
culture d'Escherichia coli, depuis les années 50. Ils ont été fortement utilisés en
microbiologiemoléculaire pour la préparation de plasmides d'ADN et de
protéines recombinantes. Il reste a ce jour, I'un des milieux les plus utilisés pour
le maintien en vie et la culture de lignées recombinantes d'Escherichia coli.

En principe, il s'agit d'un milieu liquide. Pour un milieu solide, on utilise "LB
agar’, ou LBA (Luria Broth Agar) c'est-a-dire le méme que précédemment
auqguel on additionne 15 a 20 g de gélose (agar-agar) selon le résultat désiré.
Le milieu ainsi gélosé est placé en étuve a 121°C pendant 20 minutes, puis
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laissé a refroidir jusqu'a 50°C environ avant d'étre coulé en zone stérile dans
les boites de pétri.

-Préparation du milieu de culture

Dans un erlenmeyer de 1000 ml, on met 500 ml de I'eau distillée a laquelle
nous avons ajouté 10 grammes de tryptone, 5 grammes d’extrait de levure,
10 grammes de NaCl et nous laissons a la fin 15 grammes de gélose «Agar-
Agar », puis on complete avec 500 ml de I'eau disfillée. Toutes ces opérations
s'effectuent au-dessus d'une plaque chauffante sous une agitation de 500
tours/min a une température de 75°C. Le liquide est ensuite laissé jusqu’'a ce
qu'il atteint son ébullition ensuite on le verse dans des bouteilles et on passe &
la stérilisation a 121°C durant 20 minutes.

-Ensemencement

Avant d'effectuer un ensemencement, nous avons réalisé un renouvellement
de la souche AL 52, qui consiste d intfroduire une pipette pasteur stérile dans
le contenant de la souche AL 52 (E.coli uropathogene fourni par I'Institut
pasteur de Paris), on ensemence, ensuite, sous forme de stries, deux boites
de pétri qui contiennent déja 15 ml du milieu de culture LB. Puis, on les incube
a 37°C durant 24 heures.

Ensuite, dans chaque boite de pétrie on coule 15 ml du milieu de culture LB
apres refroidissement, nous laissons gélifier le milieu de culture dans une zone
aseptique délimitée par deux becs de benzene. Ensuite, on prend 1 ml de
chaque dilution (Solution mere, D1, D2 et D-3) des différents échantillons et on
ensemence les boites (trois boites / dilution). On met I'ensemble des boites
dans I'étuve a 37°C pendant 24 heures.

IV.6. Résultats et discussion

IV.6. 1. Résultats fournis par les modeles ComBase

Les graphes ci-dessous représentent les courbes de croissance d'Escherichia
coli dans le jus de grenade fourni par les modeles ComBase. Ces courbes
sont obtenues a des températures statiques et pour une concentration initiale
en E.coli de 102 UFC/g. Le jus de grenade est doté d'un pH acide (pH < 4,5)
et suite aux limitations du modele ComBase (4,5 < pH < 7,5), on a choisi
d'appliqguer une seule valeur de pH pour I'étude, soit 4,5. Ainsi, les résultats
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pour le jus de grenade seront classés et représentés selon le paramétre
« activité de I'eau ».

aw =0,961
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Figure 30. Prévision de la croissance d’'E.coli dans le jus de grenade &
aw=0,961 et a faibles températures de stockage faibles.

Les modeles de prévision montrent que la croissance microbienne
d'Escherichia coli dans le jus de grenade est pratiqguement impossible durant
les trois premiers jours de son stockage 4 des températures allant de 10°C
jusqu'a 15°C. Par conséquent, ce jus peut avoir une durée de vie aux
alentours de :

720 heures a 10°C ;
440 heures a 12°C ;
280 heures a 14°C et
240 heures a 15°C

Alors que si on augmente la température du stockage

|:| 10°C

“ =t 0 200
Time (h)

Time (h)

Figure 31. Prévision de la croissance d’'E.coli dans le jus de grenade &
aw=0,961 et des températures élevées
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Au-deld de 45 heures, la consommation du jus de grenade, en dépit de son
pH et aw relativement faibles, peut étre a I'origine de sérieux risques sanitaires.

Aw = 0,975

) )
|:| 10°C |:| 10°C

40
Time (h)

Time (h)

Figure 32. Prévision de la croissance d’'E.coli dans le jus de grenade &
aw=0,975, des températures faibles (graphe de gauche) et des températures
élevées (graphe de droite)

Pour les valeurs de températures faibles (T< 15°C) le développement d’E.coli
au sein du jus de grenade est loin d'atteindre la valeur maximale tolérée par
la reglementation (103 UFC/g) au cours des premieres 72 heures du stockage.
Or, & des températures relativement élevées (T > 15°C), ce jus ne peut étre
qualifié de salubre ou sans aucun danger microbiologique.

aw = 0,985
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Figure 33. Prévision de la croissance d’E.coli dans le jus de grenade a
aw=0,985, des températures faibles (graphe a gauche) et des températures
élevées (graphe & droite)
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Les courbes de prévision obtenues suite d la base de données de ComBase,
montrent bien que si on assure des valeurs relativement faibles de la
température, nous pouvons consommer le jus de grenade dans les trois
premiers jours de son stockage sans qu'il y ait aucun danger d’ordre
microbiologique (nombre d’'E.coli n’atteint pas 103 UFC/g). Alors qu’au-deld
de 15°C, la valeur maximale tolérée par la réglementation (103 UFC/g) est
dépassée des les premieres heures (moins d’'un seul jour). On note que pour la
température optimale de croissance d’E. coli (37°C), la phase exponentielle
croissante arrive & son seuil maximum (108 UFC/g) apres 60 heures du
sfockage du jus.

Malgré le pH acide du jus de grenade, lorsque l'activité de I'eau est
maximale et s'approche de 1, la croissance d'E.coli devient favorable dés les
premiers jours (T< 15°C) voire méme les premieres heures (T > 15°C) ou la
phase de latence est de moins en moins importante (quasi nulle a 37°C).

aw = 0,999

R / \
|:|10°C |:| 10°C

Time (h) Time (h)

Figure 34. Prévision de la croissance d'E. coli dans le jus de grenade a
aw=0,999 & des températures faibles (graphe gauche) et des températures
élevées (graphe de droite)

Le tableau 21 représente une récapitulation des résultats de la prévision
obtenus pour le jus de grenade :
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Tableau 21. Durée de vie maximale prévue pour le jus de grenade sous
différentes conditions de I'aw et de température (pH = 4,5)

Températures (°C)
Activité 10 12 14 15 20 37 42
de 0,961 720H 440H 280H 240H 120H 45H S50H
I'eau 0,975 | 400H 360H 170H 140H 72H 25H 34H
0,985 360H 175H 115H 90H 43H 15H 20H
0,999 160H 90H 60H 45H 20H SH 6H

Le jus de grenade peut étfre stocké jusqu’a un mois (720 heures) si on arrive a
maintenir la température a 10°C et I'activité de I'eau a 0,961. Alors qu'on ne
peut le conserver plus de 5 heures si on fait le contraire (T = 37°C et aw =
0,999).

D'apres le tableau 21, la durée de vie prévue pour le jus de grenade est
influencée par les deux parametres aw et température. Ainsi, si on considere
que le pH est fixe en 4,5, on voit clairement que :

« Sil'activité de I'eau augmente, la durée de vie maximale prévue pour
le jus diminue ;
e Silatempérature augmente, la durée de vie diminue.

Par ailleurs, il existe un autre parametre susceptible d'influencer fortement la
durée de vie de ces deux jus, soit la présence des polyphénols. Ainsi, le jus de
grenade « Punica granatum » contient 4544,19 mg /L. Or, on ne peut négliger
le rble des polyphénols dans I'inhibition de la croissance microbienne, ceci
peut justifier les résultats obtenus en matiere de durée de vie de ce jus.

IV.6. 2. Résultats des tests microbiologiques

Le présent sous chapitre représente les résultats obtenus suite aux analyses
microbiologiques effectuées pour le jus de grenade « Punica granatum ».
Ainsi, ces analyses sont faites dans l'intérét de connditre, d'une maniere
globale, le comportement des microorganismes, notfamment E. coli, dans ce
jus et par la suite établir une comparaison avec les résultats obtenus suite a
I'application du modele ComBase afin de déduire a quel point ce modele
est sécurisant en matiere de prévision des risques microbiologiques.

Avant de procéder au suivi du jus de grenade + E. coli (AL52), on a analysé le
jus pasteurisé pour s'assurer qu'il N'y a aucune contamination et le but
recherché par la pasteurisation est bien atteint. Le tableau 23 résume les

résultats obtenus lors du suivi de ce jus.
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Tableau 22. L'ensemble des résultats obtenus lors du suivi de ce jus

To = 40 heures T1 = 65 heures
Nomb.re de Solt{ﬁon 101 | 102 | 10 Solt{’rion 101 | 102 | 102
colonies mere mere
26 13 9 3 56 34 19 9
UFC/ g 3000 2000
LogUFC/ g 3,48 3,95

Méme remarque que précédemment, les bactéries introduites se
développent de plus en plus avec le temps. Il faut signaler que ces bactéries
se multiplient d’'une facon moins importante dans ce jus de grenade ce qui
fait que la durée de vie de ce dernier est relativement élevée. En
conséqguence, ces résultats valident I'idée générale tirée lors de I'application
des modeles de prévision de ComBase.

IV.6.3.Comparaison des résultats microbiologiques avec le modele
ComBase

Malgré les limitations du modele en ce qui concerne l'intervalle de pH [4,5 -
7.5] (or le pH du jus de grenade est de 4,15), on a pu établir une comparaison
entre les résultats des tests microbiologiques effectués et la modélisation de la
croissance d'E. coli dans le jus de grenade «Punica granatum»y 4 une
température de 37°C, pH = 4,5 et une fourchette de valeurs pour I'activité de
I'eau :

Time (h)

Figure 35. Comparaison entre la prévision de la croissance d'E.coli dans le jus
de grenade et les résultats des tests microbiologiques
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A la fin, nous pouvons déduire que le modele ComBase n'est pas sécurisant
dans tous les cas. Ainsi, nous avons remarqué que les valeurs obtenues suite
aux essais microbiologiques se trouvent en dessus de la courbe de croissance
d'E.coli lorsque I'activité de I'eau est de 0,961. Cependant, pour les autres
valeurs d'aw (0,975 et 0.985), le modele est sécurisant, voire méme optimiste,
pour aw = 0,999.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Dans le cadre de cette these, nous avons travaillé sur la collection de I'INRA
de Meknes, constituée de 18 cultivars de grenadier (dont 10 locaux et 8
étrangers). La premiere partie s'est intéressée a la caractérisation
pomologique, physico-chimique, I'identification et quantification des
polyphénols des jus en utilisant la CLHP ainsi que I'évaluation de I'activité
antioxydante de ces dix-huit especes. Cette étude a permis de démontrer la
variabilité statistiquement significative entre les différents cultivars étudiés
pour I'ensemble des parametres mesurés A I'exception de la longueur de la
graine et du poids des pépins. Ces différences soulignent la grande variabilité
phénotypique observée entre les variétés étudiées.

Toutefois, les parameétres analysés a savoir le rendement en jus, la saveur, la
couleur des graines, la dureté des pépins, la composition en polyphénols
totaux, en anthocyanes et I'activité antioxydante des jus seront utiles pour
déterminer la destination la plus adéquate pour chaque cultivar. Ainsi,
d'apres le présent travail, les cultivars suivants ayant le rendement le plus
élevé en jus peuvent intéresser les unités de production de jus a savoir:
‘Gordo de Jativa’' (54,42%), ‘Mollar Osein Hueso' (47,51%),'Djeibi’ (46,07%) et
‘Sefri2' (45,97%).

Aussi, la saveur et la dureté des graines a un effet direct sur la qualité
gustative des fruits, ainsi les cultivars suivants : Grenade jaune, Grenade
rouge, Gjebali, Djeibi, Chelfi, Bzou, Sefri, Sefri2, Gordo de Jativa, Zherie
précoce et Zherie d'Automne, sont dotés d'une qualité bonne ou excellente
et doivent étre destinés a une consommation & I'état frais, du fait qu’ils ont
une saveur sucrée ou moyennement sucrée, ainsi que leurs pépins sont
tendres ou semi-durs. Les fruits des autres cultivars doivent étre destinés vers la
transformation. De méme, la teneur en polyphénols totaux qui varie entre
1385 et 9476 mg GAE/L et la composition en anthocyanines élevée de Ounk
Hmam(188,70 mg/L), Wonderful (178,79 mg/L), Djeibi (174,28 mg/L)et Sefri 2
(155,16 mg/L), pourront intéresser les industries pharmaceutiques et
alimentaires afin d'extraire ces composés bioactifs. La teneur en ces
composés est influencée par le type de cultivar, la région de culture, le climat
et les pratiques culturelles (Shulman et al., 1984). lls sont aussi responsables de
I'activité antioxydante élevée des jus etudiés.

Ensuite, onze composés phénoliques qui sont les acides ellagique, gallique,
chlorogénique, cafféique, férulique et p-coumarique, la catéchine,
I'épicatéchine, la quercétine, la rutine et la phloridzine ont été également
identifiés par CLHP a différentes concentrations dans les jus extraits des arilles
des cultivars étudiés. Mais il faut mentionner que I'acide féruliue n'est pas
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détecté dans le cultivar Gordo de Jativa ‘F1’, tandis que le cultivar Ruby 'F4’
ne contient pas de la quercétine et de la rutine. L'acide ellagique a été
identifié dans tous les cultivars sans exception, et les concentrations les plus
élevées ont été observées pour les cultivars L3 ‘Chioukhi’ (95 mg / L), LI
‘Grenade jaune’ (74,3 mg/ L).

L'analyse de groupes effectuée a la base de 40 caractéristiques
pomologiques, physicochimiques et biochimiques des fruits de 18 cultivars a
laissé voir une large diversité au sein de ces cultivars. En conséquence, cette
étude s'est montrée frés utile pour la caractérisation biochimique des
cultivars du grenadier. Les résultats obtenus permetftent de metire en
évidence une diversité génétique assez importante pouvant étre due a I'effet
du culfivar.

Cette partie sera complétée dans le cadre d'une autre thése en étudiant la
caractérisation chimique et biochimique doit étre complétée (profil des
sucres, acides organiques et acides gras ( travaux en cours dans le cadre
d'une autre these).ll faut, cependant, remarquer que cette méthode de
taxonomie numérique ne permet pas de résoudre totalement le probleme
d'identification des cultivars. L'utilisation d’'autres marqueurs moléculaires
(ADN) pourrait compléter les informations déja recueillies et ainsi remédier au
probleéme d'hétérogénéité du matériel végétal du grenadier.

La deuxieme partie s'intéresse a I'étude de la stabilité microbiologique et
évolution des composés phénoliques et des jus de grenade lors des
traitements thermiques. Dans cette partie nous avons étudié I'effet des
traitements thermiques (65, 77 et 95 °C) pendant 30 et 60 s, les résultats
obtenus ont permis de remarquer qu'apres le fraitement a 77°C, il y a eu une
inactivation significative avec une réduction de 4.7 log UFC/mL. Toutefois, le
traitement a 95°C a provoqué une inactivation microbienne totale. Ainsi,
I'analyse microbiologique & 77°C et a 95°C est efficace pour la réduction ou
I'inactivation totale des microorganismes apres la pasteurisation. Donc, pour
produire un jus frais ayant une bonne qualité sanitaire, il faut étre frés
exigeant en ce qui concerne I'hygiene lors de sa préparation et son
stockage.

En plus, une dégradation thermique des composés phénoliques du jus de
grenade est minime et ne révele aucune différence significative entre les
différents fraitements. Par conséquent, cela ne va pas influencer les
bénéfiques sanitaires connus de la grenade qui sont entre autres basés sur le
potentiel antioxydant du punicalagine et de I'acide ellagique qui n'ont pas
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ete tres affectés par les traitements thermiques. De méme, la composition en
anthocyanes totaux a connu une diminution relative en fonction de la durée
du chauffage avec différentes températures (60, 77 et 95). Cette
dégradation est corrélée avec une perte visuelle notable de la couleur rouge
des jus étudiés. Apres le traitement thermique, la couleur passe du rouge plus
intense pour le traitement assez modéré (65-77 °C), au rouge clair pour le
traitement 95 °C. Tout cela a entrainé une diminution Iégére de la capacité
anfioxydante du fait qu’'elle est fortement dépendante du contenu
phénolique et aux anthocyanes qui sont légerement décroissants. Cette
étude devrait étre complétée tout en utilisant d'autres baremes de
température et en ajoutant des conservateurs alimentaires comme I'acide
ascorbique et I'acide citrique.

La troisieme partie concernant I'étude de la turbidité et la clarté des jus apres
un traitement enzymatique qui apparaisse tres intéressante comme étude du
fait que la clarté des jus en général est un facteur important en ce qui
concerne la qualité du jus comme il attire 'aftention des consommateurs
pour le produit sur le marché. En comparant la réduction de la turbidité du jus
apres le traitement enzymatique par pectinase et la protéase, nous avons pu
montrer que la pectinase d une concentration de 0,5% v/v améliore la
qualité globale de jus de grenade par rapport au fraitement par la protéase.
Toutefois, le mélange de pectinase et de protéase a augmenté la clarté du
jus par rapport aux fraitements utilisant ces enzymes séparément. Par
conséqguent, les résultats obtenus montrent que la protéase pourra étre une
solution pour les industries de fabrication de jus afin de diminuer les niveaux
de la turbidité immédiate de jus de grenade et que le mélange de ces deux
enzymes pourra étre encore mieux pour tenir la turbidité a des niveaux fres
faibles pendant le stockage & froid des jus de grenade.

La derniére partie de ce présent travail entame les risques que posent les
dangers microbiologiques d'origine alimentaire qui constitue une
préoccupation pour la santé humaine a l'échelle mondiale. La maitrise
efficace des risques provenant de dangers microbiologiques est
techniqguement complexe. Récemment [|'analyse des risques et ses
composantes, a savoir I'évaluation, la gestion et la communication des
risques, ont été adoptées comme nouvelle approche pour évaluer et
maitriser les risques microbiologiques, dans le but d’'assurer la protection de la
santé des consommateurs et d'assurer des pratiques loyales dans le
commerce des aliments (Bazinet and Castaigne, 2011).
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La modélisation de la croissance microbienne est I'un des points clés de
I'appréciation quantitative des risques. La microbiologie prévisionnelle est un
outii combinant des éléments microbiologiques, mathématiques et
statistiques permettant de développer des modeles décrivant la croissance
ou la destruction des populations microbiennes sous certaines conditions
environnementales. Ces modeéles permettent lorsqu'il n'est pas possible de
mesurer directement I'exposition, de la prédire en fonction de la
contamination primaire, des conditions d’environnement ou du fraitement
subit tout au long de la chaine de production et de distribution de
I'aliment.Les principaux facteurs affectant la croissance microbienne sont le
pH, I'activité de I'eau (aw), I'atmosphere, la température et la présence de
certains acides organiques comme le lactate (Drosinos et al., 2006).

Les résultats obtenus avec le logiciel ComBase ont montré que les modeles
de la croissance microbienne ont une grande importance, tout en optimisant
le nombre des essais microbiologiques qui devront étre effectués afin de
pouvoir fracer une courbe de croissance d’'un micro-organisme donné. Ces
modeéles permettent aussi la prévision de |'évolution du niveau de la
contamination en fonction de la contamination primaire et les différents
facteurs agissant sur I'aliment en question.

Cependant, I'analyse des risques microbiologiques relatifs au jus des
grenades « Punica granatum» a permis de montrer que le temps du
stockage est conditionné par le pH, la température et I'activité de I'eau.
Ainsi, des valeurs minimales de ces parametres assurent une longue durée de
conservation pouvant aller jusqu’'a un mois (jus de grenade). Et nous avons
pu conclure que les courbes de croissance fournies par ComBase sont moins
sécurisantes pour le jus de grenade « Punica granatum » lorsque I'aw = 0.961
et sécurisants au-deld de cette valeur. D'ou, la nécessité de mettre en cause
les normes de la durée de vie des produits et celle des critéres
microbiologiques.Donc, a une activité de I'eau de 0.961 et a 10°C, I'évolution
de la charge microbienne en E.coli dans le jus de grenade est pratiquement
constante dans la valeur de la concentration initiale qui est la valeur
minimale tolérée réglementairement, soit 102 UFC/g. Ainsi, la consommation
de ce jus durant les trois premiers jours qui suivent leurs stockages est sans
danger pour le consommateur. Tandis qu'a I'activité de I'eau égale a 0.985,
les E.coli frouvent des difficultés a croitre dans le jus de grenade. Ainsi, on
observe les mémes comportements que précédemment (aw = 0.961) sauf
que la phase de latence est faible voir nulle a 37°C et celle de croissance
exponentielle devient plus rapide en ayant le maximum de croissance a 20

heures.
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Résumé

Le grenadier (Punica granatum) est adapté aux climats arides et
semi-arides d’ou l'intérét d’étudier et valoriser ses fruits a cause de
I'accentuation des problemes de sécheresse qui touchent le Maroc
ces dernieres années. D’un autre c6té, la grenade posséde de fortes
capacités antioxydantes et anti-inflammatoires liées a la présence
d’anthocyanes, de tanins et d’acide ellagique qui est utilisé en
thérapeutique pour sa capacité a inhiber la prolifération des
cellules cancéreuses. Toutefois, le but de ce présent travail
s'intéresse  dans un premier temps a la caractérisation
physicochimique, I'identification et quantification des polyphénols
des jus en utilisant I'HPLC ainsi que [’évaluation de [Iactivité
antioxydante de dix-huit cultivars collectionnés au niveau de I'INRA
de Meknes. Cette étude a permis de conclure que les jus ont une
forte teneur en polyphénols totaux qui varie entre 1385 to 9476 mg
GAE/L. L’étude a montré aussi une variabilité statistiguement
significative entre les différents cultivars étudiés pour 'ensemble des
paramétres mesurés. Dans la seconde partie, qui traite I'effet de la
température sur la stabilité des polyphénols et surtout des
anthocyanes, il a été montré que la composition de ces composés
diminue  apres chaque traitement thermique suite a leurs
dégradations. Pour la troisieme partie concernant I'étude de
I'efficacité des pectinases et des protéases dans les traitements de
clarification du jus de grenade. Le traitement par les pectinases a une
réduction significative de la turbidité par rapport a la protéase. La
combinaison de ces deux enzymes donne un bon résultat en terme
de réduction de la turbidité. Dans la derniére partie consacrée a la
modélisation de la croissance microbienne qui consiste a appliquer
les modéles mathématiques fournis par la base de données ComBase
sur le jus de grenade, les résultats obtenus ont montré que a des
valeurs minimales de la température, pH et l'activité de I'eau
assurent une longue durée de vie pouvant aller jusqu’a un mois et
que le modele ComBase est sécurisant en général pour ce type de

jus.
Mots clés

Grenadier, Punica granatum, Cultivar,jus de fruit, Composition
phénolique, Acide ellagique, Activité antioxydante, Valorisation.
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enade marocaine ( Punica granatum L .):
bilité de leur jus frais

Abstract

The pomegranate (Punica granatum) is an important crop for the
arid and semi-arid areas. For this reason, a greater interest has
been observed in the last years for increasing their cultivation and
diverse research has been carried out to enlarge the
industrialization as much the fruit. On the other hand, the fruit
possesses strong antioxidant and anti-inflammatory activities
linked to the presence of anthocyanins, tannins, and ellagic acid
which have an interesting therapeutic capacity to inhibit the
proliferation of cancer cells. In this study, eighteen pomegranate
(Punica granatum) cultivars collected at INRA in Meknes-Morocco
were analyzed. The study also showed a statistically significant
differences were observed between pomegranate -cultivars
investigated in all parameters measured. The antioxidant capacity
and composition of phenolic compounds of pomegranate juices,
which varied de 1385 to 9476 mg GAE/L, were influenced by the
type of cultivar to a large extent. On the second part of this work,
the stability of polyphenols and anthocyanins were determined as
The
composition of these compounds decreases after each thermal

treatment due to their degradation. However, the third part

a function of temperature. results showed that the

analyzes the efficiency of pectinase and protease enzymes used in
the clarification treatments of pomegranate juice. The pectinase
significant of turbidity. The
combination of both enzymes gives a good result in the term of

treatment has a reduction
reduction of turbidity. Finally the last part was devoted on
modeling of microbial growth which apply
mathematical models provided by the data base ComBase on the
pomegranate juice, the results showed that at the minimum

consist to

values of temperature, pH and water activity ensure a long life of
up to one month and the ComBase model is generally safe for this
type of juice.

Key Words

Pomegranate, Punica granatum, Cultivar, Fruit juice, Phenolic
composition, Ellagic acid, Antioxidant activity, valorization.
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