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Abstract

This study evaluated the possibility to use pomegranate byproduct, essentially peel
powder as a conservative agent for fruit juice. The extraction of actives compounds of
Punica Garantum peels was made by maceration with ethanol and the evaluation of
antioxidant and antimicobial activity were conducted using the 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazine (DPPH) radical scavenging and disk diffusion method in agar medium for
in vitro study, while self-life tests of orange juice monitoring the pH, titrable acidity, cloud
value, browning index and total mesophilic germs for in vivo experiments. The in vitro
results highlighted that pomegranate peels extract (PPE) showed a higher phenol and
flavonoid content and strong antioxidant activity with an 1Csy of 6.22 pug / ml, as well as
the antimicrobial activity indicated a higher inhibitory effect. Furthermore, in vivo
experiments carried out with a negative control (without PPE) and a positive Control (with
citric acid) showed a significant effect (p<0,05) on Browning index, and lowering of
microbial growth during storage compared to the controls, while pH, TSS (°Brix) and
cloud value are not affected. The data suggested that pomegranate peel extract in orange
juice was effective in prolonging it shelf life and allow us to consider PPE as a potential

conservator for sustainable food.
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Résumé

Cette étude a évalue la possibilite d'utiliser un sous-produit de grenade, essentiellement
de la poudre d'écorce comme agent conservateur pour les jus de fruits. L'extraction des
composés actifs des écorces de Punica garantum a été réalisée par macération a I'éthanol et
I'évaluation de l'activité antioxydante et antimicrobienne a été réalisée en utilisant la
méthode de piégeage des radicaux 1,1-diphényl-2-picrylhydrazine (DPPH) et de diffusion
sur disque en milieu gélosé pour des études in vitro, tandis que des tests d'auto-vie du jus
d'orange surveillent le pH, l'acidité titrable, la valeur trouble, l'indice de brunissement et les
germes mésophiles totaux pour des expériences in vivo. Les résultats in vitro ont mis en
évidence que l'extrait décorces de grenade (PPE) présentait une teneur plus élevée en
phenols et flavonoides et une forte activité antioxydante avec une ICsq de 6,22 g/ml, ainsi
que l'activité antimicrobienne indiquait un effet inhibiteur plus élevé. De plus, des
expériences in vivo réalisées avec un contrdle négatif (sans PPE) et un contrble positif
(avec acide citrique) ont montré un effet significatif (p<0,05) sur l'indice de brunissement,
et une diminution de la croissance microbienne au cours du stockage par rapport aux
contréles, tandis que le pH, le TSS (°Brix) et I’indice de turbidité ne sont pas affectés. Les
données suggerent que l'extrait de zeste de grenade dans le jus d'orange est efficace pour
prolonger sa durée de conservation et nous permettent de considérer I'PPE comme un

conservateur potentiel pour une alimentation durable.

Mots clés :
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Introduction

Introduction

Les jus d’agrumes essentiellement le jus d’orange est la boisson prédominante a travers le
monde (Cortes et al., 2008). Le jus frais se détériore rapidement aprés extraction, due aux
enzymes endogénes et a la croissance microbienne provenant de la contamination des fruits au
cours de la chaine de fabrication (Maherani et al., 2019 ; Mahale et al., 2008). Bien que les
conservateurs chimiques tel que ’acide citrique et le benzoate de sodium restent le moyen de
conservation le plus répondu, il y’a un intérét croissant pour la recherche d’alternatives
biologiques n’ayant pas des effets néfastes sur la santé du consommateur et qui contribuent a
I’amélioration des propriétés organoleptiques et nutritionnelles des jus frais (Hassoun et al.,
2020).

En raison de ces problémes de sécurité alimentaire, une attention particuliere a été
accordée au développement et a I'utilisation effective d’antioxydants non toxiques d’origine
naturelle (Nahas, 2012). En outre, les antioxydants naturels tels que les polyphénols, les
tocophérols et les huiles essentielles ont été explorés en grande partie a partir de déchets de
fruits et légumes, qui sont les matiéres les plus abondantes parmi les produits alimentaires et qui
représentent environ 10 a 35% de la masse brute (Rao et Rathod, 2019). La valorisation de ces
déchets constitue en plus de leurs effets bénéfiques a travers une alimentation biologique, des
rentes potentilles pour un développement durable.

Le grenadier ou « Punica granatum » fait partie des especes médicinales et alimentaires,
le fruit est composé de quatre parties essentielles a savoir : I’épicarpe et le mésocarpe appelés
communément le zeste qui est non consommable, tandis que 1’endocarpe constitué de sacs a jus
et de graines (appelées Balausta) sont la partie consommable du fruit (Melgarejo et al., 2020).
Le zeste des grenades représente environ 50 % du poids total du fruit et est une source
importante de minéraux, en particulier de potassium, de calcium, de phosphore, de magnésium et
de sodium, des polysaccharides complexes et des niveaux élevés d'une gamme variée de
composés bioactifs (Singh et al., 2018). Il est considéré comme la plante la plus riche en
composées bioactifs tels que les acides phénoliques, les tanins, les flavonols et les anthrocyanine
(Li et al., 2016 ; Masci et al., 2016). Cette composition lui a attribué plusieurs propriétés aussi
bien dans le domaine médical que dans le domaine agroalimentaire (Kandylis et al., 2020)

L’application des grenades et ces dérivés dans le domaine agro-alimentaire a fait I’objet de
travaux de recherches, qui ont tenter d’évaluer leurs activités anti-oxydante et antimicrobienne
(Panza et al., 2021 ; Salgado et al., 2012 ; Kanatt et al., 2010 ). En effet, Konsoula (2016) ;




Introduction

El-Hadary et Taha (2019) rapportent que I’extrait des écorces de grenades permet une
meilleure stabilité a 1’oxydation d’une huiles alimentaires comparativement au BHT ( butyl
hydroxytoluéne) et au TBHQ (tert-butyl hydroquinone), ainsi les échantillons contenants 1’extrait
des écorces de grenades conservent bien leurs capacités anti-oxydantes pour une longue période,
sous des conditions accélérées d’oxydation, ce qui indique que ces extraits contiennent des
antioxydants offrant une meilleure protection. Les travaux de Moghadam et al. (2020) ont
montré que I’incorporation de différentes doses d’extrait des écorces des grenades (PPE) avec les
protéines du haricot donne un film comestible bio-fonctionnel pour I’emballage des produits
alimentaires, avec une bonne souplesse permettant ainsi d’augmenter [’épaisseur et la
perméabilité a la vapeur d’eau et de baisser I’humidité des aliments emballés. L’activité
antimicrobienne et antifongique du zeste des grenades a fait également I’objet de beaucoup de
travaux de recherches (Panza et al., 2021 ; Tehranifar et al., 2011 ; Ismail el al., 2016 ; Ali et
al., 2019) qui ont montré son efficacité sur un large spectre d’agent pathogénes d’origine
alimentaire tel que Escherichia coli, Fusarium sambucinum, Penicillium italicum, and Bacillus
subtilis. En effet, Dahham et al. (2010) ont montré que ’activité antimicrobienne du zeste des
grenades est meilleure par rapport a celles des pépins et du jus entier.

Les travaux de recherches signalés par la littérature scientifique essentiellement pour le
domaine des boissons ont été concentrés uniquement sur le potentiel antioxydant et
antimicrobien des écorces et des pépins des grenades (Trigo et al., 2020 ; Viuda-Martos et al.,
2013 ; Salgado et al., 2012) sans aucune comparaison par rapport aux agents conservateurs
utilisés a 1’échelle industrielle ni un suivi des modifications physico-chimiques susceptibles
d’étres provoquées.

Dans ce contexte, le présent travail vise a montré le potentiel de 1’extrait des zestes de
grenades comme succédané des conservateurs chimiques utilisés pour prolonger la durée de
conservation des jus de fruits, essentiellement le jus d’orange frais, par un suivi des parametres

physico-chimiques et microbiologiques associés.
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Matériel et méthodes

1 Matériel et Méthodes

1.1 Préparation et extraction des composes bioactifs :

Les fruits sujet a la présente expérimentation ont été achetés au marché local (Bordj-Bou-
Arréridj, Algérie). Les oranges et les grenades n’ayant pas de blessures ou de détériorations
externes ont été lavés a I’eau de robinet pour éliminer tous résidu. Le zeste des grenades a été
séparé manuellement du reste du fruit, puis séché au soleil et broyé par un moulin a café artisanal,
afin d’obtenir une poudre d’une granulométrie réduite. Une quantité constante de poudre a été
utilisée afin d’extraire les anti-oxydants naturels avec un melange éthanol-eau distillée 1:1 (v/v)
pendant 24 a 48h, suivant la méthode optimisée par Venkataramanamma et al. (2016). L’extrait
brut a été filtré sur papier Wattman de 45um de diametre, puis évaporé a sec a ’aide d’un

évaporateur rotatif, jusqu’a 1’élimination totale du solvant.

1.2 Dosage des composees phénoliques :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu (FC)
rapportée par Oleivera et al. (2014) légérement modifiée. Les polyphénols totaux ont été
déterminés (en triplicata) par mélange de 0,4 ml d’extrait avec 0,4ml du réactif FC et 1,2 ml de
Na,COs3 a 2 % (m/v). Le mélange est agité et incubé a I’obscurité et a température ambiante
pendant deux heures et 1’absorbance est mesurée a 760 nm par un spectrophotomeétre UV-visible
(Perkin Elmer). Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique/gramme d’extrait en
se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (1 mg/ml; R?*= 0,978). La teneur en
flavonoides totaux a été¢ déterminée selon la méthode colorimétrique au chlorure d’aluminum
décrite par Cedola et al. (2017). 1 ml de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 2 % a
¢été ajouté a 1 ml d’extrait, la solution est incubée pendant 15 mn & une température ambiante. Les
absorbances sont lues a 430 nm au spectrophotométre. Les concentrations des flavonoides
contenus dans les extraits sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en
utilisant la quercétine comme standard (Img/ml ; R?= 0,978), et les résultats sont exprimés en mg

d’équivalent quercétine/ g d’extrait sec.

1.3 Essai de bio-conservation in vitro :
1.3.1 Détermination de I’activité antioxydante :

La détermination de 1’activité antioxydante a été réalisée en utilisant le DPPH (2,2 -diphényl

1-picrylhydrazyle) comme substrat. Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des




Matériel et méthodes

antioxydants a piéger le radical DPPH. L'effet de chaque extrait sur le DPPH a été mesuré par la
procédure décrite par Brand-Williams et al. (1995).

Une solution méthanolique de 0,1 mM de DPPH (2 ml) est mélangée avec 1 ml de I’extrait dilué,
puis le mélange est vortexer vigoureusement. Aprés une incubation de 30 minutes a I’obscurité,
les absorbances ont été mesurées a 517 nm et le pourcentage du piégeage du radical DPPH a été
calculé selon I’équation suivante :

% Activité Antioxydante = [(A1 — A;) / A1] x 100

A, : absorbance du contréle (solution du DPPH sans extrait).

A, : absorbance de 1’extrait.

La valeur de I'ICso a €té déterminée en utilisant la régression linéaire de la courbe reliant le

pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration (ug/ml) (Martinez-Morales et al., 2020).

1.3.2 Essai de Pactivité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne de 1’extrait éthanolique du zeste des grenades a été déterminée
par mesure de ’effet inhibiteur suivant la méthode de diffusion sur milieu gélosé ou technique de
I’aromatogramme, qui repose sur la mesure de la zone d’inhibition autour d’une source d’agent
antimicrobien déposé a la surface d’un milieu de culture. A cet effet, deux souches bactériennes
pathogénes (Escherichia coli, Bacillus subtilis), et deux souches fongiques (saccharomyces
cerevisiae, Accromyces sp.) isolées a partir d’un jus d’orange mis en conditions d’altération ont
été utilisées. Dans une boite de Pétri, a partir d’un point précis, avec création d’un gradient de
concentration aprées un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme, des disques
de 6 mm de diametre découpés dans du papier Wattamn N° 3, stériles sont déposeés sur le gel. Un
volume de 20 ul d’extrait est déposé sur les disques, avec une gamme de concentrations
décroissantes de 300, 150, 75, 37,5, 18,75 et 9,37 pg/ml. La mesure de la zone d’inhibition aura

lieu apres incubation a 37°C pendant 24 heures (Kanoun et al., 2014).

1.4 Essai de bioconservation in vivo :

14.1 Extraction et préparation du jus d’orange :

Le jus d’orange a été choisi comme aliment pour les essais de bio-conservation, car il est
relativement périssable et est sujette aux réactions de brunissement, ainsi que les altérations
microbiennes. Des Oranges (Citrus sinensis L.) fraichement récoltés en janvier 2021 ont été
achetés sur un marché de fruits local (Bordj Bou Arreridj, Algérie), dont la maturité a été
caractérisee par la couleur de la peau. Apres un nettoyage rigoureux, les oranges ont été presses en

utilisant un extracteur de fruit domestique (Condor, Algérie), puis I’extrait éthanolique du zeste de
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grenades a été rajouté au jus ainsi obtenu a des concentrations de 0.01, 0.02, 0.03 et 0.04 mg
d’extrait/ ml de jus. Plus de ces échantillons, un témoin sans I’extrait (PPE) et un témoin avec de
I’acide citrique a une concentration de 4,1 mg/ml (Sébastien B., 2003) comme conservateur ont
été suivi pendant 18 jours (T°C~25), par mesure des parameétres physico-chimiques (pH, °BriXx,
acidité titrable, indice de brunissement et indice de trouble) et microbiologiques (Dénombrement

des germes aérobies mésophiles).

1.4.2 Analyses physico-chimiques :
1.4.2.1 TSS (Degré °Brix) et pH :

Le pH des échantillons de jus d'orange traités et non traités a été mesuré en utilisant un pH-
meétre numérique (modele 420A, pH-métre de paillasse Orion, Allometrics Inc.) et le TSS a été
exprimé en ° Brix aprés détermination de I’indice de réfraction en utilisant un réfractometre (Abbe

60, Bellingham + Stanley Ltd.).
1.4.2.2 Acidite titrable :

L’acidité a été déterminée par titrage des échantillons de jus (20 ml de jus + 80 ml d’eau distillée)
avec la solution de NaOH 0,1 N et la phénolphtaléine (pH 8,2 + 0,1) comme indicateur coloré. Le
volume de NaOH a été converti en grammes d'acide citrique par 100 ml de jus et I’acidité titrable

(TA) a éte calculée en utilisant la formule suivante ( Aghajanzadeh et al., 2016):

V x 0.1NNaOH x 0.067 x 100
m

TA =
Ou V est le volume du titre de NaOH et m est la masse de jus d'orange (g).

1.4.2.3 Indice de trouble :

L’indice de trouble (Cloud value) d’un jus d’orange est liée au suspension de particules
composée de protéines, pectines, lipides, hémicellulose, cellulose et autres composés mineurs
(Tiwari et al., 2008). 5 ml de jus d’orange ont été centrifugés (Sigma 2-16P) & 756 g pendant 10
min a température ambiante (20,0 £ 0,5 ° C). L’indice de trouble a ét¢ mesurée en tant que
I’absorbance du surnageant obtenu a 660 nm a 1’aide d’un spectrophotométre Unicam UV — Vis

avec de l'eau distillee servant de blanc.
1.4.2.4 Indice de brunissement :
La détermination de I’indice de brunissement a été réalisée suivant la méthode décrite par

Martins et al. (2021). Le jus d’orange a été centrifugé a 824x g pendant 20 min (a 18°C), et le

surnageant résultant a été dilué dans 1’éthanol (1 :1 v/v), puis centrifugé de nouveau. L’indice de
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brunissement correspond a ’absorbance du surnagent résultant a une longueur d’onde de 420 nm

(Spectrophotomeétre Unicam UV-visible).

1.4.3 Analyse microbiologique

Les germes aérobies mésophiles totaux ont été dénombrés par culture en surface sur gélose
nutritif. Pour chaque prélévement, jusqu’a six dilutions (10~ 1, 10~ 2, 10™ 3,..., 10°)  ont été
effectuées avec toute précaution d’asepsie. Le dénombrement des germes totaux est effectué apres
24 h d’incubation dans 1’étude & une température de 37 C°. Les résultats ont ét€¢ exprimés en
logarithme décimal de I’unité formant colonie (UFC) par ml de jus d’orange tel que défini par la

formule suivante (Berizi et al., 2016) :

Log 10 UFC 1—(UFC
8 /ml =D

FD est le facteur de dilution et V est le volume de la prise d’essai.

)Log 10

La flore totale dénombrée est un indicateur majeur de la qualité microbiologique du jus d’orange.

1.4.4 Analyse des données :

Toutes les mesures ont été réalisées en triplicata et les résultats sont exprimes en moyenne +
écart type. Les données ont éte soumises a une analyse de variance du test F en utilisant le systeme
d'analyse statistique (SAS v.9.2- Institute Inc., Cary, NC), avec le test de Tukey complémentaire

avec un niveau de signification P<0,05 par rapport aux moyennes.
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2 Reésultats et discussion :
2.1 Composition phénolique des écorces de grenades :

Les résultats de la détermination des polyphénols totaux et des flavonoides (Tableau 1)
montrent que les écorces des grenades ont une teneur en composés phénoliques de 87,63 mg
EAG/g dont les flavonoides représentent 22,00 mg EQ/g. Ces résultats se rapprochent de ceux
rapportés par Zaki et al. (2015) qui ont trouvé une teneur de 113,26 mg EAG/g de composés
phénoliques pour I’extrait méthanolique, par contre Viuda-Martos et al. (2012) ont signalé des
teneurs de 46.58-54.84 mg GAE/g. Li et al. (2006) ont rapportés que les flavonoides représentent
seulement une petite partie des polyphénols présent dans 1’extrait d’écorces de grenade, ce qui a
été confirmé par nos résultats. Les composés phénoliques sont des metabolites secondaires,
assurant en plus de leur role dans la couleur et la maturit¢é du fruit, une fonction d’agent

antioxydant in vitro et in vivo.

Tableau 1 : Composition en polyphénols totaux et en flavonoides de 1’extrait éthanolique des

écorces de grenades (Moy + SD).

Echantillon Polyphénols totaux (mg Flavonoides (mg EQ/g
EAG/g PEG) PEG)
PEG 87,6 £ 0,45 22,00 £ 0,20

EAG : Equivalent acide gallique ; EQ : Equivalent quercitine ; PEG : Poudre des écorces de
grenades.

2.2 Activité antioxydante et activité antimicrobienne :
2.2.1 Activité antioxydante :

L’activité anti-radicalaire ou antioxydante des écorces de « Punica garantum» a été
mesurée on se basant sur le test du radical libre 2,2-diphényl-1- picrylhydrazyle (DPPH). Ce
dernier est un radical organique qui subira une diminution de son absorbance a 517nm, lorsqu’il

accepte un électron ou des espéces de radicaux libres (Kaneria et Chanda, 2013).

La concentration minimale inhibitrice (ICso) représentant ainsi la concentration effective
requise de 1’agent antioxydant pour baisser la concentration initiale du DPPH de 50% a été
déterminée a partir de la régression linéaire entre le pourcentage d’inhibition versus la
concentration de ’extrait (ug/ml), avec une courbe 4 six points et un coefficient de corrélation r 2
=0,991 (Figure 1). La valeur de I’ICso enregistrée est de 6,22 pg/ml, indiquant une forte activité
antioxydante, qui est étroitement corrélée a la teneur en polyphénols totaux (Konsoula, 2016). En

effet, la valeur de I’IC 5o obtenue pour la présente étude est trés proche de celle rapportée par
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Kanatt et al. (2010) qui ont montré que I’activit¢ antioxydante de 1’extrait des écorces de
grenades avec une IC 5o de 4,9 pg/ml est quatre fois plus faible que celle du BHA (IC 5o de 21,2
pg/ml). La forte capacité de 1’extrait des écorces de grenades a piéger le radical DPPH enregistrée
pour la présente étude, indique qu’il a une bonne capacité a céder des atomes d’hydrogéne pour un

éventuel pouvoir antioxydant.
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Figure 1 : Activité antioxydante par piégeage du radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

de I’extrait des écorces de grenades (chaque valeur est présentée par une moyenne + SD).

2.2.2 Activité antimicrobienne :

Les molécules bioactives d’origine végétal se sont avéré une bonne alternative aux
molécules de syntheses employées pour la conservation des denrées alimentaires vis-a-vis de
I’altération d’origine microbienne. L’activité antimicrobienne de I’extrait des écorces de grenades
contre deux bactéries pathogénes (Escherichia coli et Bacillus subtilis) et deux souches fongiques,
isolées a partir d’un jus d’orange ayant subit une altération (Saccharomyces cerevisiae
et Accromyces sp.) a été étudiée en utilisant la méthode de 1’aromatogramme, par mesure de la
zone d’inhibition. Les résultats obtenus sont illustrés sur le tableau 2. Ces résultats montrent une
variété d’effets inhibiteurs de ’extrait des écorces de grenade selon la souche bactérienne ou
fongique utilisée. Il est a noter I’absence d’effet inhibiteur du PPE sur la bactérie E.coli
contrairement au Bacillus subtilis ou la zone d’inhibition est bien remarquable, avec un diamétre
de 11,8 mm pour une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 37,5ug/ml. Des résultats
similaires ont été obtenus par Kanatt et al. (2010), qui ont montré que ’extrait des écorces des

grenades n’a pas d’effet inhibiteur sur les bactéries gram négatif (E.coli, S. typhimurium,
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Pseudomonas spp.), alors qu’une inhibition totale des bactéries gram positif a été obtenue pour des
concentrations de I’ordre de 0,01%. D’autres recherches ont également rapporté que la plupart des
extraits de plantes sont inefficaces contre les microorganismes gram positifs (Oliveira et al.,
2008). Contrairement aux souches bactériennes, les souches fongiques utilisées pour la présente
étude (Saccharomyces cerevisiae & Accromyces sp.) ont une sensibilité moins élevée a 1’extrait,
avec des zones d’inhibition de 1’ordre de 17,5 mm, pour une concentration minimale inhibitrice de
150 pg/ml. Ces résultats sont concordance avec ceux signalés par Kanoun et al. (2014) qui ont
montré que 1’extrait des écorces de grenades inhibe la prolifération de Rhodotorula sp., avec une
zone d’inhibition de 29,5 + 0,5 mm pour des concentrations 0,195<CMI<0,39 mg/ml. En effet,
’activité antimicrobienne observée est due au faite que les extraits naturels de plantes contiennent
un spectre de composés phénoliques, dont le mécanisme d’action sur les microorganismes est

postulé comme étant due a la perturbation de la membrane cellulaire.

Tableau 2 : Diamétre des zones d’inhibition (mm) de différentes souches microbiennes testées

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
Concentration (ug/ml)
Souche
300 150 75 37,5 18,75 9,37

E.coli 0 0 0 0 0 0
B.subtilis 28,9 26,7 24,5 11,8 0 0
Saccharomyces 250 17,5 0 0 0 0
cerevisiae

Accromyces sp. 25,0 17,5 0 0 0 0

2.3 Effet de I’extrait des écorces de grenades sur la durée de conservation du jus

d’orange :

L’utilisation des extraits de plantes comme succédanés des conservateurs chimiques de
synthése, est devenue 1’une des préoccupations du secteur agroalimentaire, de part la grande
popularité de 1’alimentation biologique. L’effet de 1’extrait des écorces des grenades sur la durée
de conservation du jus d’orange (a des concentrations de 0.01, 0.02, 0.03 et 0.04 mg d’extrait/ ml
de jus) a été examing, par un suivi des parametres physicochimiques (pH, Acidité titrable, TSS

(°Brix), Indice de trouble et I’indice de brunissement) et microbiologiques (charge microbienne
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totale) pendant 18 jours a température ambiante (~25°C). Les résultats obtenus aprés le traitement

statistique des donnés sont regroupés sur le tableau 3.

Tableau 3 : Effet de I’ajout de I’extrait phénolique de « Punica garantum », sur les différents
parameétres physico-chimique (pH, acidité, °Brix, indice de brunissement, et indice de trouble) du

jus d’orange.

Echantillon pH Acidité Brix® Indice de brunissement Indice de trouble
Témoin 3,76 +0,18° 1,46 +0,18" 1,343 + 0,004° 0,397 + 0,093 0,198 + 0,012
Contrdle (+) 3,52 +0,22° 1,52+0,19° 1,343 +0,004° 0,234 + 0,065 0,203 + 0,014°
D1(0,01mg/ml) 3,60+0,12° 1,33+0,08° 1,344 +0,005° 0,254 + 0,053¢ 0,202 + 0,091°
D,(0,02mg/ml) 3,64 +0,18% 1,28 +0,11 1,344 +0,004° 0,245 +0,075° 0,187 +0,011°
D;(0,03mg /ml) 3,64 +0,16® 1,31+0,11¢ 1,344 + 0,004? 0,286 + 0,032" 0,170 + 0,094¢
D4(0,07mg/ml) 3,61+0,13% 1,31 + 0,09 1,344 + 0,005 0,263 + 0,058° 0,227 + 0,082
LSD 0.0568 0.0022 1.5092 0.0043 0.0078

*Les données sont les moyennes + écart type. Les moyennes avec la méme lettre dans une colonne ne sont pas
significativement différentes (test de Tukey, P<0,05), avec 7 prélevements de jus d'orange pour chaque dose.

2.3.1 Effetsur le pH, et le °Brix :

Les valeurs de pH et le °Brix des échantillons témoins étaient de 3,76 + 0,18 et 1,343 +
0,004, respectivement. L’addition de I’extrait phénolique de Punica garantum au jus d’orange
n'a aucun effet significatif (P < 0,05) sur le pH et le degré Brix°, indépendamment de la dose et de
la période de conservation (Tableau 3). L absence d’effet observé est due probablement a la faible
dose du PPE employée. Contrairement a nos résultats, Trigo et al. (2020) ont observé une
augmentation du pH et du TSS suite a 1’addition de PPE (5 mg d’extrait/ml) & un jus de carottes,
mais aucune variation significative n’a été observée pendant la période de stockage (42 jours).
Dans une étude portant sur 1’utilisation de 1’extrait des écorces de bananes (BPE) comme
conservateur pour le jus d’orange, Ortiz et al. (2016) ont rapporté que 1’addition du BPE n’a
aucun effet significatif sur le pH et le TSS.

2.3.2 Effet sur Pacidité titrable :

D’aprés le tableau 3, I’addition du PPE a un jus d’orange a différentes doses a un effet
significatif sur I’acidité titrable (P<0,05). En effet, des acidités moyennes de 1,46 + 0,18 (témoin),
1,52 + 0,19 (contrdle positif), 1,28 + 0,117 (D1), 1,33 (D2) et 1,31 + 0,11° g d’acide citrique/100
ml de jus (D3 et D4) ont été enregistrée durant la période de conservation (figure 2). Cette
différence d’acidité entre les témoins et les échantillons auxquelles des doses de PPE ont été

rajouté est due probablement au blocage de la réaction de conversion des sucres en acides lactique
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par une inhibition de 1’activité microbienne a 1’aide de PPE, induisant ainsi une diminution de
I’acidité titrable (Al-Zoreky, 2009). Des résultats similaires ont été rapportés par Sandhya et al.
(2018), qui ont montré que I’addition de la poudre de PPE a un fromage blanc induit une

diminution de 1’acidité titrable.
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Figure 2 : Effet de I’extrait de PPE sur 1’acidité titrable d’un jus d’orange naturel.

2.3.3 Effet sur I’indice de brunissement :

L’indice de brunissement est un paramétre utilisé pour suivre le brunissement non
enzymatique des jus de fruits. D’aprés la figure 3, I’indice de brunissement a augmenté
significativement (P<0,05) durant la période de conservation pour le contrble avec une
absorbance moyenne de 0,397 + 0,093, tandis que, pour les échantillons de jus auxquelles des
doses de PPE d’acide citrique ont été rajoutées, 1’indice de brunissement a légérement augmenté
durant la période de conservation, avec des indices de brunissement exprimés en absorbance a
420nm de 0,234 +0,065', 0,254 + 0,053, 0,245 + 0,075°, 0,286 + 0,032" et 0,263 + 0,058° pour
le controle positif, D1, D2, D3 et D4 respectivement. Cette différence observée est due
probablement a ’action de 1’acide citrique et de PPE contre la dégradation des anthocyanines, la
dégradation de 1’acide ascorbique et la réaction de Maillard qui provoquent I’augmentation de
I’indice de brunissement (Dorris et al., 2018 ; Johnson et al., 1995). Le BNE était
significativement influencée par la durée de conservation (P < 0,001) et le traitement par PPE (P
< 0,001) avec un CV= 2,51%. Le brunissement non enzymatique est un processus conduisant a la
dégradation des qualités organoleptiques et sensorielles chez la majorité de fruits, son inhibition

contribue ainsi a I’augmentation de la durée de conservation.
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Figure 3 : Effet de PPE sur I’indice de brunissement de jus d’orange.

2.3.4 Effet sur la turbidité :

L’indice de trouble (Cloud value) d’un jus de fruit correspond a 1’absorbance mesurée a 660
nm, elle est liée a la présence de particules de protéines, pectine, cellulose, hémicellulose et autres
particules microscopiques. La figure 4 illustre 1’évolution de I’indice de trouble du jus d’orange
durant la période de conservation a différentes doses de PPE. La durée de conservation avait
significativement influencé la turbidité du jus sans ordre cinétique (P<0,05), alors que 1’ajout de
PPE n’a aucun effet significatif le trouble de jus. Ceci peut étre expliqué par le fait que le PPE n’a
aucun effet sur I’activité de la PME (Pectine méthyle estérase), la désestérification de la pectine
méthoxylée a augmenté en raison de la forte activité de la PME. Iftikhar et al. (2014) rapportent
que la turbidité de jus d’orange augmente avec l’inactivation de la PME, induisant ainsi une

augmentation de I’indice de trouble.
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Figure 4 : Effet de PPE sur la turbidité du jus d’orange au cours de la conservation.

2.3.5 Effet de PPE sur la qualité microbiologique :

La qualité microbiologique des jus supplémentés avec le PPE a été déterminée par un suivi

de DI’évolution des germes aérobies mésophiles durant la période de conservation considérée

(figureb).
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Figure 5 : Evolution des germes aérobies mésophiles totaux dans le jus d’orange durant le
stockage a température ambiante. Les resultats sont présentes comme Moyenne + SD (n=2), la
ligne horizontale représente la limite d’acceptabilité d’un jus de fruit frais non pasteurisé

(10°UFC/ml).
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Durant les 18 jours de conservation, la concentration cellulaire des échantillons étudiés a
graduellement augmenté. Toutefois, la concentration des GAM des échantillons témoin et contrdle
positif a rapidement augmenté et a dépassé la limite microbiologique (10°UFC/ml) aprés 4 jours
de stockage.

Tableau 4 : Effet du traitement par 1’extrait phénolique de « Punica garantum », sur la qualité

microbiologique de différents échantillons de jus d’orange naturel.

Echantillon Log 10 UFC/ml
Témoin 6,75 +2,21%
Contréle (+) 6,46 +2,10°

D, (0,01 mg/ml) 6,11 + 2,35°
D, (0,02mg/ml) 6,12 + 2,4°

D5 (0,03mg /ml) 6,05 + 2,10°
D, (0,07mg/ml) 5,99 + 2,35'
LSD 1.056

* Les données sont les moyennes + écart type. Les moyennes avec la
méme lettre dans une colonne ne sont pas significativement différentes
(test de Tukey, P<0,005), 6 échantillon de jus d'orange naturel.

Les échantillons actifs ont montré une augmentation lente des germes aérobies mésophiles
compareés aux témoins, avec une prolongation de la durée de validité microbiologique de 2 jours,
quelque soit la concentration de PPE employée. Ces résultats suggerent que PPE permet un
ralentissement de la croissance microbienne. Des résultats similaires ont été rapportés par Panza
et al. (2021), qui ont montré le la poudre des écorces de grenades additionnée aux batonnets de
poisson pané, ralentie la croissance des germes mesophiles et les germes psychrotrophes,
comparativement au contréle pendant la période de conservation. PPE a également montré une
activit¢ antimicrobienne lorsqu’il a été incorporé au jus de pomme, de carottes et au vin
désalcoolisé (Altunkaya et al., 2013 ; Trigo et al., 2020 ; Tarrega et al., 2014). D’aprés la
littérature scientifique, les tannins jouent le réle d’agent antimicrobien, par une inhibition de
I’activité enzymatique, une immobilisation des substrats tel que les minéraux, les vitamines et les
¢léments organiques, en les rendant non disponibles aux microorganismes. Ainsi, I’absorption des
phénols par la cellule provoque une rupture de la paroi et par conséquent une perturbation des

fonctions et des échanges membranaires (Akhtar et al., 2015 ; Ismail et al., 2012).
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Conclusion

Conclusion

Dans la présente étude, le pouvoir conservateur (antioxydant et antimicrobien) de 1’extrait
des écorces de grenades (PPE) a été évalué in vitro (sur le radical DPPH et des souches
bactériennes et fongiques) et in vivo (sur un jus d’orange frais n’ayant pas subit de traitement
préalable), afin de tester son efficacité comme succédané des conservateurs chimiques de
synthese. Les résultats des essais in vitro ont révélé un haut pouvoir antioxydant et antimicrobien,
avec un 1Csq de 6,22 pg/ml et des zones d’inhibitions variables suivant la souche bactérienne ou
fongique considérée. De mémes, les essais in vivo ont montré des effets trés hautement
significatifs entre les parameétres physico-chimiques et microbiologiques du jus d’orange et la dose
de PPE. En effet, I’addition de PPE au jus d’orange frais est sans effet sur le pH, le TSS (°Brix) et
le trouble du jus, alors qu’il a influé positivement et significativement (p<0,05 I’indice de
brunissement et 1’acidité titrable, par une réduction des réactions de brunissement et de 1’acidité
comparés a ceux des controles. Un effet sur la charge microbienne a été également observé avec
une prolongation de la durée de vie du jus frais de 2 jours comparativement aux contrdles. Par
conséquent, on peut conclure que les écorces des grenades peuvent étre réutilisées dans la
conservation des produits frais et constituent un moyen durable pour réduire les effets néfaste liés

a I’utilisation des produits de syntheése, pour une alimentation biologique saine et durable.
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