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Résumé

Résumé

L’objectif de ce travail est d’optimiser les parameétres d’extraction des polyphénols du
Romarin et des tiges de la vigne avec un modeéle mathématique afin de les valoriser dans la

conservation de la tomate. Les extrais finaux ont été testés avec le réactif de folin et le DPPH.

Les analyses HPLC ont prouvé la spécification de cette extraction. En outre une
enquéte sur la fabrication de la tomate de conserve a été effectuée. La purée de tomate a
divers Brix (22, 28 et 32 %) a été préparée au sein du laboratoire pour réaliser le test de

conservation.

Les résultats ont montré que certaines concentrations des extraits ont assuré la
conservation pendant 45 jours. Des analyses physicochimiques ont été effectuées sur les
divers concentrés de tomate, les résultats ont montre que les additifs ne sont pas déclarés sur

les étiquettes et qui vantent parfois une authenticité Italienne.

Mots clé : TPC, DPPH, Activité antioxydante, Romarin, Brix, Rosmarinus officinalis.
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Introduction

L’apparition et ’implantation d’une premiére unité de transformation industrielle (la
tomacoop) & Annaba dans les années 1920, était parmi les vecteurs ciblés pour assurer une
croissance de I’emploi et des revenus ainsi qu’une croissance et une diversification des
exportations. Aujourd’hui, la production de tomate se situe au quatriéme rang mondiale des
légumes, sa consommation est en constante augmentation elle est de plus 15kg par habitant et

par an.

Aujourd’hui, les consommateurs sont de plus en plus exigeants en maticre de gott, de
couleur, de texture... Ils cherchent des produits bénéfiques pour la santé mais aussi des aliments
qui ont du godt, une couleur attirante, et qui se conservent longtemps. Ainsi, des additifs sont
fabriqués pour répondre a ces demandes. Ces substances sont ajoutées intentionnellement et en
petite quantité a un aliment au cours de sa préparation afin d’assurer une meilleure conservation

ou de compenser la perte des qualités sensorielles.

Elles peuvent étre d’origine naturelle (minérale, végétale ou animale), issues de la
transformation de substances naturelles ou obtenues par synthése. Parmi ces substances 1’acide
citrique, jus de citron, des carottes, des oignons, de I’huile, de sel, les aromates, de 1’amidon de
mais pour la texture, du sucre qui permet dadoucir le golt de tomate en cassant son acidité.
L'absorption de ces substances peut causer de graves problemes de santé. En effet, certaines sont
mutageénes et genotoxiques ou encore provoquent des cancers de la thyroide voire des tumeurs

des glandes surrénales.

Pour éviter ces maladies, il a été découvert de nouveaux antioxydants a partir de sources
naturelles, nous nous sommes intéressés dans ce travail a I’étude des composés phénoliques et

I’évaluation des propriétés antioxydants des extraits de deux plantes médicinales.

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment a cause de leurs effets
bénéfiques sur la santé. En effet, leur role comme antioxydants naturels suscite de plus en plus
d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires et neurodégénératives. lls sont également utilisés comme additifs pour

I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique.
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C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail portant sur l'effet des extraits végétaux
sur le stress oxydant et leur ajout comme additif dans les produits alimentaires tout en jouant le

role de conservateur naturel, il s’agit des deux plantes : Vitis vinifera et Rosmarinus officinalis
Ce travail sera présenté en cing chapitres:

L’état des connaissances bibliographiques botaniques et Composition chimique de la
tomate fraiche et les Compositions physico-chimiques du concentré de tomate, seront présentés

dans un premier chapitre.

Dans un deuxiéme chapitre, nous donnerons une vue d’ordre générale sur les composés
phénoliques et une étude bibliographique sur les deux plantes testées comme antioxydantes: la

vigne et le Romarin.

Dans le troisieme chapitre, nous ferons une présentation exhaustive de tous les aspects
techniques que nous avons pu apprendre ou approfondir durant notre stage et nous évoquerons
aussi des généralités sur les différentes étapes mises en place pour I’extraction de polyphénols a
partir de plantes naturelles. Nous y aborderons egalement un apercu genéral sur la théorie de
I’activité visée par cette étude notamment le dosage des polyphénols totaux par la méthode du

folin-Ciocalteu et I’activité anti radicalaire par le test DPPH

Le quatrieme chapitre sera consacré aux méthodes et techniques utilisées pour
I’extraction des polyphénols totaux et les méthodes d’analyses effectuées au niveau de la

conserverie CAB.
L'interprétation des résultats de notre étude feront 1’objet du cinquieme chapitre.

Enfin, nous terminerons par une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive

des différents résultats obtenus et des perspectives.
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1.1. Introduction

La tomate (Solanum Lycopersicum L.esculentum) fait partie de la famille des solanacées.
La tomate est le fruit du plant de tomate, c’est une plante herbacée annuelle sous nos climats.
Elle est de la méme famille que les pommes de terre, les aubergines, les poivrons.

Cette plante est cultivée en plein champ ou sous presque toutes les latitudes, sur une
superficie d’environ trois millions d’hectares, ce qui représente prés du tiers des surfaces
mondiales consacrées aux légumes. La tomate a donné lieu au développement d’une importante
industrie de transformation, pour la production de concentré, de sauces, de jus et de conserves
(MTCTHG, 2009).

1.2. Les Phases de développement de la plante de tomate

Le développement de la plante de tomate s’accomplit en passant par des phases
successives caracteristiques qui sont:
> Etape n°1 : Phase de germination (Figure 1.1).

Les graines germent en 6 a 8 jours apres le semis a la température optimale du sol (20 a
25C°) (Van Der Vossen et al., 2004). Au-dessus du sol apparaissent la tigelle et deux feuilles
cotylédonaires simples et opposées. Dans le sol, la radicule posséde un manchon de poils
absorbants bien visible (Mémento de ’agronome, 2003). https://agronomie.info/fr/phases-de-

developpement-de-la-plante-de-tomate/Mars.

Figure 1.1 : Phase de germination.

> Etape n°2 : Phase de croissance

C’est la phase ou la plante émet plus de racines et développe sa partie aérienne par
1’émission des paires de feuilles (Figure 1.2) qui ne sont bien développées que vers le 20¢™jour.
(Mémento de I’agronome, 2003). https://agronomie.info/fr/phases-de-developpement-de-la-

plante-de-tomate/Mars.
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Figure 1.2 : Phase de croissance.

> Etape n°3 : Phase de floraison
La premiere inflorescence, apparait deux mois et demi environ aprés le semis (Figure 1.3).
La floraison s’échelonne de bas vers le haut (Mémento de I’agronome, 2003).

https://agronomie.info/fr/phases-de-developpement-de-la-plante-de-tomate/Mars.
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Figure 1.3: La fleur de tomate est jaune et a cing pétales.

> Etape n°4 : Phase de fructification et de maturation
Cette étape débute durant la phase de floraison. Les fleurs se développent, grossissent et
aprés avoir atteint leur taille définitive, elles commencent par perdre leur coloration verte au

profit du jaune puis au rouge de plus en plus accentué.

Cette phase dure environ deux mois, soit de quatre a six mois apres le semis. La durée du
cycle végétatif complet de la tomate est de 4 a 5 mois environ pour les semis direct en pleine
terre et de 5 a 6 mois pour les plants repiqués. En contre saison, le cycle végétatif s’allonge et il
peut atteindre 7 mois (Mémento de ’agronome, 2003) ; https://agronomie.info/fr/phases-de-

developpement-de-la-plante-de-tomate/Mars.



https://agronomie.info/fr/phases-de-developpement-de-la-plante-de-tomate/
https://agronomie.info/fr/phases-de-developpement-de-la-plante-de-tomate/
https://agronomie.info/fr/phases-de-developpement-de-la-plante-de-tomate/

Généralités sur [a tomate

Figure 1.4 : Phase de fructification et de maturation.

La tomate est un fruit :
. Le fruit se forme a partir de la fleur qui a été polonisée.
o La tomate est auto-féconde: la fécondation se fait par les propres grains de pollens de la
tomate et elle ne nécessite pas I’intervention d’un agent pollinisateur (http://www.lycee-

buffon.fr/images/pdf/Expose-svt-formation-de-la-tomate.pdf).

1.3. Les exigences de la culture
1.3.1. La température
La tomate est exigeante en ce qui concerne les températures dont I’optimum se situe entre

13 et 20 °C pendant la nuit et entre 20 et 27° C pendant la journée (Nyabyenda P. 2007).

1.3.2. La lumiére
L’intensité de la lumiére affecte la couleur des feuilles et aussi la mise a fruits et leurs
couleurs (Naika S et al., 2005). La tomate aime les situations bien ensoleillées, mais elle ne

présente pas d’exigences photopériodiques trés marquées (Chaux C et al., 1994).

La lumiere intervient sur la croissance et la fructification de la tomate par sa durée, son
intensité¢ et sa qualité. 1200 heures d’insolation sont nécessaires pendant les 6 mois de
vegétation, un éclairement de 14 heures par jour est nécessaire pour une bonne nouaison
(Hamidouche et al., 2013).

1.3.3. L’eau

L’alimentation hydrique est un facteur important du rendement et de la qualité, entre autres
du calibre. La tomate est gourmande en eau, une alimentation en eau irréguliére entraine une
irrégularité du point de vue de 1’alimentation en calcium et entraine donc la nécrose apicale. Les
besoins hydriques sont surtout importants a partir de la floraison du deuxieme bouquet (Elattir
et al., 2003).
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1.3.4. La salinité

Selon Brun et al (1987), il est généralement considéré qu’un excés de vigueur du plant de
tomate en début de culture retarde la précocité de la production. La modulation de la
concentration saline de la solution nutritive est I’'un des moyens utilisés pour maitriser le

développement du jeune plant.

1.3.5. Hygrométrie

Un taux d’humidité €levé peut causer des problemes dans les serres car il favorise
I’établissement de nombreux champignons et bactéries pathogeénes. Cependant, un taux
d’humidité trop faible a cause de I’arrivée d’air froid et sec dans la serre en hiver stressera encore
plus les plants (EImhirst J, 2006).

L’humidité atmosphérique doit étre de 76% lors de la germination, 75-80% durant

I’élevage des plantes, 70-80% lors du développement des fruits (Hamidouche et al., 2013).

1.3.6. Le sol

Le sol doit étre bien aéré et drainant. La teneur en matiere organique du sol doit étre assez
élevée (2-3%) pour obtenir de bons rendements. La tomate pousse bien sur la plupart des sols
minéraux qui ont une bonne capacité de rétention d’eau et une bonne aeration (Elattir et al.,
2003).

1.4. La classification de la tomate
1.4.1. La classification botanique

La tomate est originaire de la région andine du Nord-Ouest de I’Amérique du Sud ou sa
domestication remonte a plus de 5000 ans. Elle a été introduite au Mexique puis via les
Espagnols en Europe au XVIéeme siecle (Verolet J-F et al., 2001).

De nos jours, c’est I’'un des légumes-fruits le plus consommé dans le monde (Naika S et
al., 2005 ; Kambale , 2006).

En effet, les éléments historiques montrent que Solanum lycopersicum a €été proposé par
Linné en 1753, un an avant la proposition de Miller d’associer la tomate au genre lycopersicum.

Les deux noms continuent a étre utilisés dans la littérature (Blancard D, 2009).
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Tableau 1.1 : La classification systématique de Lycopersicum esculentum (Benton J, 2008).

Régne Plantae

Sous-Regne Tracheobionia

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Solanales

Famille Solanacées

Genre Lycopersicum

Espece Lycopersicum esculentum

D’un point de vue botanique, la tomate est un fruit cultivé et utilise comme un légume.
(Figure 1.5) (Hulme, A. C., (Ed.) ; 1971).

Région d'attachement vasculaire

Epicarpe
Péricarpe

externe Mésocarpe
Endocarpe Placenta
Graine
Tissu loculaire

Péricarpe interne

ou Columelle ou Gel

Figure 1.5: Structure du fruit de tomate.

http://en.wikipedia.org/wiki/Tomato

1.4.2. La classification variétale
> Les variétés déterminées

Ce groupe est donc a retenir lorsque ’on souhaite disposer d’une récolte élevée en
tonnage, mais dans un éventail de production peu étendu, de 6 a 7 semaines environ. Elles sont
trouvées des variétés fixées (AICHA) et des variétés hybrides. Ces dernieres sont les plus
utilisées, elles contiennent essentiellement : FAROUNA, JUKER, LUXOR, SUPER RED,
TPO48, TOMALAND, SUZANA, et ZIGANA ZERALDA (Snoussi S, 2010).

> Les varietés indéterminées
Ce groupe se caractérise par un rendement important qui s’étale sur une longue période

(Laumonnie R, 1979). En Algérie les variétés hybrides sont les plus utilisées citons quelques
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une: ACTANA, AGORA, BOND, NEDJMA, TAVIRA, TYERNO et ZAHRA (Snoussi S,
2010).
> Variétés buissonnantes

Ces variétés se distinguent par des tiges épaisses, solides et avec des inflorescences serrées.
Les tomates buissonnantes ressemblent aux tomates a croissance déterminée. Ces variétés ne

sont pas cultivees en Algérie (Anonyme2, 2007).

1.4.3. Classification suivant la forme du fruit

On distingue cependant plusieurs catégories de tomates, selon le mode de croissance de la
plante et surtout selon le type de fruit (Figure 1.6):
. les variétés a fruit plat et cotelé, de type tomate de Marmande, dont le poids est élevé
puisqu'il peut dépasser 1 kg ;
. les variétés a fruit arrondi, dont le poids varie de 100 a 300 g, pour lesquelles il existe
plus particulierement de nombreuses variétés hybrides dont les fruits se conservent longtemps ;
. les variétés a fruit allongé avec une extrémite arrondie, de type Roma, ou pointue, de type
Chico. Ces derniéres variétés sont surtout destinées a lindustrie. Elles ont toutes un port
déterminé et leurs fruits répondent a un certain nombre de criteres technologiques liés a leur
transformation. Certaines de ces variétés se prétent a la récolte mécanique.

" les variétés de petite dimension et de faible poids, tomate cerise, cocktail (Coll., 2006).

o660
¢ 04

Figure 1.6 : Principales formes de tomates (Coll., 2006).

1.4.4. Classification suivant transformation industrielle
» Tomate de table
Elles sont grosses, elles sont moins rouges que les tomates industrielles, elles contiennent

beaucoup de pépins et d’eau, leur peau est peu résistante. Elles sont utilisées pour la salade ou
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transformées en purée pour sauce. Leur rendement a I’hectare est faible comparé a la tomate
industrielle; elles ne peuvent donc pas faire ’objet d’une transformation industrielle

(MTCTHG, 2009).

» Tomate industrielle

De dimensions souvent plus petites et parfois allongées, aspect trés rouge désiré pour les
sauces, elles ont un taux de matiéres séches plus élevées aussi elles ont une peau résistante.

Ce sont ces tomates qui se prétent a une transformation industrielle comme leur nom

I'indique.

1.5. Composition de la tomate fraiche
La composition biochimique des fruits de tomate fraiche dépend de plusieurs facteurs, a
savoir la variété, I'état de maturation, la lumiere, la température, la saison, le sol, I'irrigation et les

pratiques culturales (Sadoc et al., 2016).

Le jus représente la majeure partie des constituants physiques de la tomate. La tomate est
constituée de 94 a 96 % de jus, 1 a 1,5 % de pepins et 1,5 a 2,5% de pelures et fibres. Les sucres
contenus dans la tomate sont essentiellement, le glucose représentant 0,88-1,25%, et le fructose
1,08-1,48%.

1.5.1. Composition chimique de la tomate fraiche

Il faut noter que la composition des tomates fraiches de différentes variétés peut varier
significativement, en particulier en fonction des cultivars (Lenucci M. S et al., 2006). De méme,
les conditions de culture (techniques agricoles et facteurs environnementaux) et de conservation
post-récolte peuvent entrainer des variabilités de composition au sein d'un méme cultivar
(Luthria D.L. et al., 2006 ; Slimestad R et al., 2005). Par exemple, une exposition a
d'importantes radiations lumineuses lors de la croissance du fruit permettrait d'accroitre les

teneurs en caroténoides et en vitamine C (Marsic N. K et al., 2010).

a- Les caroténoides

Retrouvés majoritairement chez les tomates rouges est le (E)-lycopéne qui constitue leur
principal pigment. Le B-caroténe et l'a-carotene, des micronutriments possédant une activité pro-
vitaminique A, sont eux aussi présents dans de nombreuses variétés de tomates principalement
sous la forme E. On peut aussi noter la présence de xanthophylles: la lutéine, la néoxanthine et la
violaxanthine (Leonardi, C. et al., 2000; Ben-Aziz, A. et al., 1973).
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Tableau 1.2 : Teneurs des principaux caroténoides identifiés dans les tomates fraiches.

Caroténoide Teneurs (mg/100g de produit frais)
Lycopene (E+Z) 0,11-17,5
B-Caroténe (E£+2) 0,08-1.,06
v-Caroténe 0,01-0,07
C-Caroteéne 0,01-0,90
Phytoeéne 0,01-1,92
Phytofluene 0,04-1,05
Lutéine 0.01-0,20
Neurosporene 0,01-0,05
1,2-Epoxy-lycopéne 0,03-0,17

Les principaux caroténoides identifiés dans les tomates fraiches ont été quantifies. Les
teneurs répertoriées par plusieurs études sont présentées dans le Tableau 1-3. Ces teneurs sont
tres variables, comme nous I’avons déja souligné, les conditions de culture (date de récolte dans
I'année, ensoleillement, température, qualité du sol, etc) peuvent affecter grandement la teneur en

caroténoides.

b- Les composés phénoliques

Une grande diversité de composeés phénoliques a été identifiée dans la tomate. Ce sont
principalement des acides hydroxycinnamiques, des flavonols et des flavanones, presque tous
sous forme glycosylée. En 2006, Moco et al. ont mis en place une base de données qui a permis
d'en répertorier plus de 70 différents composes phénoliques. lls sont présentés dans le Tableau

(1.3).

Tableaul.3 : Flavonoides identifiés dans les tomates fraiches (Gall, G. et al., 2003)

Classe de flavonoide Aglycone

Flavonols Quercétine
Kaempférol
Myricétine

Flavanone Naringénine
Phlorétine
Anthocyanidine Delphinidine
Pétunidine
Malvidine
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Etant donné la diversité des composés phénoliques présents dans les tomates et le manque
de standards disponibles dans le commerce, leur quantification a généralement été réalisée grace
a des méthodes de dosage globales. Seuls les composés majoritaires, et pour lesquels des étalons
sont disponibles, ont pu étre quantifiés. Les teneurs en acide chlorogénique, rutine et naringénine

mesurées dans des tomates fraiches sont présentées dans le Tableau (1.4). (Chanforan C, 2010).

Tableau 1.4 : Teneurs de quelques composés phénoliques dans des tomates fraiches
(Capanoglu E. et al., 2008 ; Re R. et al. 2002).

Composé phénolique Composé phénolique Teneurs (mg/100gde matiere seche)
Acide Chlorogénique 3,67-21,0

Rutine 19,8 - 31,23

Naringénine 0-22,48

c- Les vitamines

La tomate est reconnue pour sa richesse en vitamine C. Par ailleurs, ce fruit contient aussi
des vitamines A, B, K et E. Parmi les vitamines B, sont principalement retrouvées la thiamine
(B1), la riboflavine (B2), la niacine (B3), l'acide panthoténique (B5), la vitamine B6 et les folates
(B9), dont les teneurs données par les tables de composition USDA sont présentées dans
I’annexe Al (Chanforan C, (2010)).

1.6. Importance de la tomate
1.6.1. Importance alimentaire

La tomate tient une place importante dans I’alimentation humaine. C’est un aliment
diététique, trés riche en eau et tres pauvre en colories, riche en éléments minéraux et en
vitamines (A.C.E), ces antioxydants en font un formidable rempart contre les infections
(Anonyme, 2009).

1.6.1.1. Propriétés nutritionnelles de la tomate

Contrairement a la plupart des fruits, elle est un aliment tres peu énergétique, car prise
crue, elle n’apporte qu’environ 15 kcal/100 g et 20 kcal/100 g a I’état cuit (Tableau 1.5). La
tomate comme la plupart des légumes, présente une bonne densité nutritionnelle avec : 94%
d’eau et 6% de matic¢re seche composée de 50% de sucres (fructose et glucose), 25% d’acides

organiques (acides citriques et maliques), 8% de minéraux, 2% d’acides aminés, de caroténoides
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et autres métabolites secondaires, c’est aussi une source de fibres (2 g /100g) soit le quart des

apports nutritionnels conseillés (Davies et Hobson, 1981).

Tableau 1.5 : Valeur nutritionnelle moyenne pour 100g de tomate crue (Anonyme, 2009).

L’élément La teneur /100g
Eau 94.5¢g
Energie 18Kcal
Fer 0.4mg
Calcium 9mg
Magnésium 11mg
Potassium 266mg
Sodium Smg
Glucides 2.8g
Lipides 0.2g
Protides 0.9g
Fibres 1.2¢g
Vit C 23mg

1.6.2. Importance économique de tomate
1.6.2.1. Au niveau mondial

La tomate est cultivée dans presque tous les pays du monde avec une production de plus de
140 millions de tonnes. Cette production est répartie dans toutes les zones climatiques, y compris
dans des régions relativement froides grace au développement des cultures sous abri. La tomate
est considérée comme la 2éme culture légumiére apres la pomme de terre de par son volume de
production. En effet, prés de cinq millions d’hectares (4,98 millions ha) sont réservés
annuellement a cette culture avec une production de 140millions de tonnes et un rendement

moyen de 28,3 tonnes a I’hectare (Fao Stat, 2011).

5256

6024 = Chine

mUSA

¥ Inde

o Turquie
m Egypte
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Iran

= Espagne

Figure 1.7: Principaux pays producteurs de la tomate (million de tonnes) (Fao stat, 2011).
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1.7. Superficies et production de la tomate en Algérie

En Algérie, la tomate ne cesse de gagner une place importante dans 1’économie du pays,
elle prend la deuxieme place en maraichage aprés la pomme de terre comme légume de base ou
la consommation des légumes frais a beaucoup augmenté a la suite du développement

démographique galopant.

Pour I’année 2010, la tomate fraiche est cultivée sur ’ensemble du territoire national en
vivriere. Quant a la tomate industrielle, elle n’est développée que dans dix-sept wilayas (Skikda,
Annaba, El Taraf, Guelma, Jijel, Batna, Souk Ahras, Bejaia, Boumerdés, Chlef, Alger, Blida,

Ain Defla, Tipaza, Mostaganem, Mascara et Sidi Bel-Abbés) (Madr, 2010).

Tableau 1.6 : Evolution des productions des tomates industrielles (Anonyme, 2007).

2000/2001 | 2001/2002 | 2002/2003 | 2004 2005 2006
Superficie (ha) 28 864 24 246 24 690 27307 21265 | 10569
Produits frais (t) |475643 | 296617 | 413977 | 580 078 | 509 665 | 247 226
Rendement (t/ha) | 16,5 12,2 16,8 21,24 | 2397 |23,39

Les principaux produits fabriqués sont le simple et double concentré, parfois le triple
concentré. Les principales entreprises intervenant dans ce domaine sont données ci-apres a titre

indicatif, en I’absence d’un recensement exhaustif.

Tableau 1.7: Les entreprises de transformation de tomates industrielle en Algérie

(Anonyme, 2009).

Entreprise Adresse Ville Production
(1) en 2008

COJEK Rie de la Gare BP15- El Kseur Béjaia 4 932

JUCoB RN N° :1 Boufarik 09400 Blida

NCA RN : N°5 Rouiba Alger

SICAM Ferme Tarzali centre Ferroukha Soumaa Blida

TRISTAR Sidi Abdelkader Rte de Zabana Ben Boulaid Blida

AMOUR Z.1 Amour Noureddine Mouzaia Blida

IZDIHAR Ain Nechma Annaba 40 000

SIPA 8= KM Rte de constantine Annaba

N'GAOUS Z.1 Route Barika BP 7-05600 Batna

SOUMAA Bd du 1¥ Novembre 54 Berrahal Annaba

CAB Bouati Mouhamed Boumahra Guelma

HIMANIA Z.1 de Sidi Bel Abess SBA 7 120

TELLOISE Z1BP 103 Chlef

Total en Algérie 52 052

13
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1.8. La conserve de tomate

Selon Appert N (1800) et Ball (1957); les conserves sont des denrées alimentaires
d’origine animale ou végétale périssables, dont la conservation est assurée par I’emploi combiné
de deux techniques, il s’agit :
> Du conditionnement dans un récipient étanche aux liquides, aux gaz et aux micro-
organismes.
> Du traitement par la chaleur ou par tout autre mode autorisé par la législation.

Le traitement doit avoir pour but de détruire ou d’inhiber totalement d’une part les

enzymes et d’autre part, les micro-organismes et leurs toxines.

1.8.1. Compositions physico-chimiques du concentré de tomate
1.8.1.1. Matiere premiere
Les tomates destinées a la préparation des purées doivent subir une sélection rigoureuse et
présenter les criteres suivant :
o Fraiches, Marchandes, rouges, et saines.

o Etat de maturité convenable (Anonyme, 1998).

1.8.1.2. Ingrédients
Les ingrédients qui peuvent étre ajoutés aux purées de tomates sont les suivants :
v Le sel de qualité alimentaire (chlorure de sodium).

v Les aromates, épices naturels ou leurs extrais (Fao/Oms, 1999).

1.8.1.3. Eau de préparation
L’eau est utilisée en grande quantité dans toutes les étapes de la transformation, donc doit

étre reconnue potable de ce fait, elle doit étre exempte de :

v Micro-organismes pathogenes.
v Produits chimiques en concentration toxique.
v Matieres ou composés pouvant modifier la coloration, le godt du produit ou ayant un

effet défavorable sur la qualité (Anonyme, 1998).

1.8.2. Nomenclature des différents produits a base de tomate

La tomate est utilisée dans I’industrie alimentaire pour la préparation des produits a base
de tomates tels que la pulpe, le jus, la sauce, la purée, le concentré et la poudre de tomate
(Goloubiev et Chebane, 1988).
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+ La purée de tomate
La purée de tomate concentrée est le produit obtenu par tamisage des fruits frais de tomate,

concentré par élimination de I’eau qu’il renferme.

+ Concentré de tomate
La tomate est concentrée en utilisant des évaporateurs a circulation forcée pour atteindre

des concentrations de 22%.

+ Double concentré de tomate

Les doubles concentrés de tomates sont les concentrés dont le ratio résidu sec/eau est égal
a 28 %.
+ Triple concentré de tomate

Les triples concentrés de tomates sont les concentrés dont le ratio résidu sec/eau est égal a
36 %.
+ La pulpe de tomate

Il s’agit de tomates écrasées avant ou apres €limination des peaux et des graines.
+ Transformation de tomate en confiture

En France, la confiture de tomates vertes est plus répandue tandis qu'en Amérique du Sud,
c'est la confiture de tomates rouges qui est plus populaire, notamment en Argentine ou elle est

parfumée avec des clous de girofle et du sucre roux.

1.8.3. Caractéristiques du concentré de tomate
1.8.3.1. Caractéres organoleptiques
Les caractéristiques organoleptiques concernant la couleur, la texture, la saveur et I’odeur

du concentré de tomates sont représentées dans le tableau (1.8).

Tableau 1.8: Caractéristiques organoleptiques (Rey Y et Castes C, 1965).

Couleur -Rouge caractéristique de tomate mures.

Texture -Sensiblement homogéne.

-pas de séparation en deux phases liquide et solide.

Saveur -absence de saveurs étrangéres

-Notamment le gout de brilé ou de caramel.

Odeur -absence d'odeurs étrangéres ou anormales.
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1.8.3.2. Caractéres physico-chimiques
Les caracteres physico-chimiques des teneurs en résidus secs des concentrés de tomates

sont rapportés dans le tableau (1.9).

Tableau 1.9 : Teneur en résidus sec (%) du concentré de tomate (Anonyme ,1998).

Caractere Teneur de résidus secs

Teneur minimum en sucres totaux. 45%

Acidité totale maximum (exprimé en acide | 10%
citrique hydrate).

Teneur maximum en impuretés minimales insolubles. | 0. 1%

Acidité totale maximum (acide acétique). 1%

Teneur en sel alimentaire, 3215%

1.8.3.3. Caractéristiques de la tomate destinée a la transformation

Les tomates utilisées pour la préparation de concentré doivent répondre a certains nombre
de criteres de qualité, les fruits doivent étre fermes, sains, résistants a 1’éclatement et
I’écrasement au moment de la récolte, durant le transport et le stockage. Cependant, d’autres

critéres sont a considérer:

v' Calibre de fruit
Le fruit doit étre de grand calibre, ce qui se traduit par une diminution de la main d’ceuvre

a la récolte et au triage (Miladi, 1970).

v pH
Le pH du produit a transformer doit étre inférieur a 4,5 de facon a limiter le temps de
stérilisation nécessaire pour préserver la qualité du produit fini.
v Couleur du fruit
La couleur doit étre d’un rouge caractéristique aussi bien pour la peau du fruit que pour la

pulpe (Miladi, 1970).

v' Extrait sec
L’extrait sec total du fruit de tomate est essentiel pour 1’élaboration du concentré, plus
I’indice réfractométrie est grand, moins il faut de kg de tomate fraiche pour fabriquer 1 kg de

double concentré a 28 %.
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v' Pectines
Le fruit doit avoir une teneur élevée en substances pectiques (1,2 a 1,5 %) afin

d’augmenter la consistance du produit fini (Miladi, 1970).

v L’acidité
Méme importance que le pH, la teneur en acide citrique dans la tomate ne doit pas étre
inférieure a 0,35 %.

Tableau 1.10 : Les valeurs nutritionnelles moyennes pour 100 g des concentrés de tomates.

Constituants Quantité
Protéines 230g
Lipides 05¢g
Glucides 555¢
Acide organique 1.04 g
Minéraux 1.70 g
Sodium 590 mg
Potassium l.16 g
Magnésium 32¢g
Calcium 60 g

Fer lg
Phosphore 34 mg
Equivalent rétinol 206.67ug
Caroténes totaux 1.24 mg
Vit B1 93 pg
Vit B2 58 g
Vit B6 180 mg
Nicotinamide 1.48 mg

E
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Dans ce chapitre, nous allons faire une vue d’ordre générale sur les composés phénoliques
et une présentation des deux plantes testées comme antioxydantes: la vigne et le Romarin, leurs
familles et leurs diverses espéces, leurs propriétés morphologique et chimique ainsi que leurs

usages.

2.1. Les composes phénoliques
Les composés phénoliques sont des composés chimiques caractérisés par la présence d’un
noyau benzénique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles, pouvant étre acylés ou

glucosylés.

Ce sont des molécules biologiquement actives, synthétisées par les plantes aussi bien au
cours du développement normale que dans les conditions de stress. Chez la plante, les polyphénols
contribuent dans le développement, la reproduction, la croissance cellulaire, I'organogenese, la

floraison et la lignification.

Cette famille de métabolites secondaires est la plus répandue parmi les végetaux. Certains
auteurs classent les polyphénols en 9 familles en se basant sur le squelette carboné des molecules
(C6-C1, C6-C3, C6-C4, C6-C1-C6, C6-C2-C6, C6-C3-C6) (Annexe Al) alors que d’autres
utilisent seulement 4 familles (les acides hydroxybenzoiques, les acides hydrox cinnamiques, les

stilbenes et les flavonoides).

Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve chez les
plantes, elles ont un réle principale a la vie de la plante, a la défense contre les pathogenes;
principalement, les moisissures et les bactéries phytopathogénes et la protection contre les
rayonnements UV; sachant que tous les composés phénoliques absorbent les rayonnements

solaires (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

2.1.1. Classification des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des formes
trés polymérisées), ensuite par le degré de modification de ce squelette (Degré d’oxydation,
d’hydroxylation, de méthylation...), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec

d’autres molécules (glucides, lipides, protéines...) (Harborne, 1989; Macheix et al, 1990).

Les polyphénols sont en général classés en flavonoides, non flavonoides et coumarines.
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Les composes non-flavonoides regroupent les acides phénoliques ainsi que les stilbénes. Ils
ne possedent pas de squelette « flavone ».

Les flavonoides sont caractérisés par une structure du type C6-C3-C6, soit deux cycles
aromatiques reliés par trois carbones. Ils sont responsables de la couleur variée des fleurs et des
fruits et représentent une source importante d'antioxydants dans notre alimentation.

Les coumarines ont été isolées pour la premiére fois en 1820 par Vogel, leur squelette de
base est constitué de deux cycles accolés de type C6-C3, avec neuf carbones.

Composeés non flavonoides
a- Les acides phénoliques
Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau
benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées et liees a
des sucres sous forme d'hétérosides, leur biosynthése dérive de l'acide benzoique et de l'acide
cinnamique (Wichtl et Anton, 2009).

(4 ] O

et @/X)\“H
HO -

Acide benzoique Acide cinnamique

Figure 2.1: Structure de base des acides benzoiques et cinnamique (Bruneton, 2009).

b- Les stilbenes

Les stilbenes sont des phytoalexines produites par les plantes (Figure 2.2), des composés
produits par les plantes en réponse a 1’attaque par les microbes pathogeénes fongiques, bactériens
et viraux. Ce sont des composés phénoliques naturels, contenant au minimum deux noyaux

aromatiques reliés par une double liaison, formant un systéeme conjugue.

Figure 2.2: Structures chimiques de quelques stilbenes.
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Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides. Les
sources principales des stilbénes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al.
2006).

Composés flavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le regne végétal et sont
couramment consommeés quotidiennement sous forme de fruits, Iégumes et boissons telles que
le vin et le thé, ils pourraient exercer une multitude d’activités biologiques, notamment des
propriétés antioxydantes, vasculoprotectrices, antihépatotoxiques,anti-inflammatoires, et méme
antitumorales significatives (https://link.springer.com/article/10.1007/s10298 -005-0096-8).

Les composés flavonoides sont formés d’un squelette de base a 15 carbones (C6-C3-C6),
correspondant & la structure de la 2-phényl-benzopyrone (Figure 2.3) (Bourzeix, 1986).

Figure 2.3 : Structure générale des flavonoides.

a. Anthocyanosides
Ce sont des pigments rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de la plupart des
fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). Ils sont caractérisés par ’engagement de I’hydroxyle en

position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides) (Figure 2.4).

OGlucose

Figure 2.4: Structure des anthocyanosides.
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Leurs génines (Les anthocyanidols) sont des dérivés du cation flavylium. Ces pigments
représentent des signaux visuels qui attirent les animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux)
(Brouillard et al. 1997 in Bahorum, 1997).

b. Tanins

Tanin est un terme provenant d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes pour
tanner les peaux d'animaux (Hopkins, 2003). Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre
les tissus souples et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une brllure, elles rendent
les selles plus liquides, facilitant ainsi le transit intestinal (Figure 2.5) (Bruneton, 1993 ; Cowan,
1999 ; Iserin et al. 2001).

o]

HO, o
OH
o

QH Q

COOH

Figure 2.5 : Structure chimique des acides gallique et ellagique.

C. Les flavonols
Les flavonols sont des pigments jaunes caractérisés par la présence d’une fonction
carbonyle sur I’hétérocycle central. Ils peuvent étre liés a un sucre, le plus souvent le glucose.

Comme les anthocyanes, ils jouent un role de protection contre les UV et d’antioxydant.

Les coumarines
Sont considérées comme des phytoalexines, c'est-a-dire des métabolites que la plante
synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par

des bactéries.

5 4

R6 X

R7 (@) @)
R8

Figure 2.6 : Structures de coumarines (génines).

2.1.2. Effets biologiques des polyphénols
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Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique
(Crozier et al., 2010). De nombreux travaux suggerent que les polyphénols participent a la
prévention des maladies cardio-vasculaires (Manach et al., 2005). Leur consommation se traduit
par une augmentation transitoire de la capacité antioxydante du plasma dans les heures qui suivent
le repas. Parvenus au niveau des artéres, ils préviennent I'oxydation des lipoprotéines de faible
densité (LDL).

Les phénols possédent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques
(médicament d'aspirine dérivée de I'acide salicylique) (Iserin et al. 2001).

Ces composés montrent des activités antioxydantes (Gomez-Caravaca et al., 2006;
Xiuzhen et al.,2010), anticarcinogénes, antiinflammatoires, antiathérogénes, antithrombotiques,
analgésiques, antibactériennes, antiviraux (Babar Ali, et al.,2007), anti-allergenes, vasodilatateurs
(Falleh et al.,2008 ; Hodgson, 2010) (Figure 2.6).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

1

Détoxifiant <«—— - POLYPHENOLS<_———> Anti-inflammatoire
/ \ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 2.7: Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

2.2. Généralités sur Vitis vinifera
2.2.1. Definition

La vigne est une plante sarmenteuse, vivace, qui peut demeurer en place plusieurs dizaines
d’année, de 40 a 60 ans en moyenne, dans les conditions normales de culture. Elle appartient a la
famille des Vitacées (Ampélidacées), existe principalement dans les régions tropicales et

subtropicales du globe, ainsi que dans les climats tempérés (P. Galet, 1988).
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C’est une espéce cultivée depuis des temps immémoriaux en Europe, dans l'ouest de I'Asie

(Moyen-Orient, Caucase) et le nord de I'Afrique http://alger-roi.fr/Alger/agriculture algérienne

[textes/vigne-oflac.htm.

La viticulture en Algérie remonte a I'Antiquité et particulierement a la colonisation
romaine. A I'époque de la colonisation francaise le vignoble de I'Algérie a atteint 396000 hectares
pour une production annuelle de vin allant jusqu'a 18 millions d'hectolitres. L’Algérie reste
aujourd'hui le deuxiéme plus gros producteur de vin en Afrique aprés I'Afrique du Sud

http://fr.wikipidia.org/wiki/vitis-vinifera.

2.2.2. Historique

On admet que sa culture débuta, il y a quatre mille ans a partir des especes sauvages du
Proche- Orient (Caucase, Asie Mineure, Iran). La culture de la vigne, pratiquée en Palestine a
1’époque biblique, fut introduite dans le reste du bassin méditerranéen par les marins phéniciens.

Les Grecs cultivaient la vigne et cette plante fut plus tard adoptée par les Romains.

Pour I’Algérie spécialement et I’ Afrique du Nord généralement (les pays du Maghreb), le
raisin était consommé depuis la plus haute Antiquité, mais il s’agissait essentiellement de vignes
sauvages dont les petites grappes, aux grains compacts et au godt apre, qui étaient dégustées

fraiches ou séchées au soleil.

Apreés la conquéte de I'Afrique du Nord par les musulmans, auxquels leur livre saint interdit
la consommation du vin, les populations indigénes ne s'intéressent plus a la vigne que pour la

production du raisin frais, qu'elles apprécient particulierement.

A larrivée des francais en Algérie, en 1830, la vigne ne couvre que 2.000 ha. En 1861 la
vigne ne couvre encore que 6.500 ha. C'est grace aux découvertes de Pasteur sur les fermentations
alcooliques (1857) qui permettent dorénavant de vinifier en pays chauds; puis a partir de 1864 le
vignoble Algérien a pris son essor jusqu'a devenir I'un des éléments prépondérants de la mise en

valeur et de la richesse du pays.

Fin 1952, jusqu’a I’indépendance en 1962 la vigne couvre a nouveau prés de 400.000 ha du
territoire Algérien, mais 367.000 ha seulement sont en production, et il faudra attendre plusieurs
années encore pour que le potentiel de production 1968 soit complétement reconstitué et devint

alors la deuxieme source de revenus en devises pour le trésor public.

Dans les années 2000, des plantations reprennent, notamment dans la région d'Ain

Témouchent, qui tend a devenir le centre viticole de I'Algérie.

)
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Le vignoble mondial s’étend sur les cinq continents et sa surface est de 8 millions d’hectares,
la production annuelle mondiale de raisins est estimée a 692 millions de quintaux et 265 millions

d'hectolitres de vin.

2.2.3. Ampélographie (classification)

La vigne est un arbrisseau sarmenteux de la famille des Vitacées (Vitaceae), précédemment
appelée Ampélidacées largement cultivée pour ses fruits en grappes, le raisin, dont on tire le vin.
Il en existe d'innombrables variétés cultivées appelées cépages : Cabernet, Chardonnay, Merlot,
Pinot, Sauvignon, etc.

2.2.4. Les différentes especes de vigne

La vigne appartient a la famille des Vitacées. Les plantes de cette famille sont des
Arbrisseaux grimpants, comme des lianes, a tige le plus souvent sarmenteuse mais parfois herbacée
(Figure 2.8).

La famille comprend dix-neuf genres, le genre Vitis, auquel appartiennent les vignes
cultivées :
v Les vignes américaines : Les principales especes utilisées ont €té V. riparia, V. labrusca,
V. berlandieri, V. rupestris, et secondairement V. candicans, V. cordifolia, V. longii, V. aestivalis
(Galet, 1993).
v Les vignes asiatiques: comprennent plus de vingt especes, Parmi ces especes, V. amurensis
a eté utilisé dans certains pays comme géniteur pour l'obtention de nouvelles variétés en raison de
sa resistance au froid hivernal (Reynier, 2007).
v La vigne européenne ne comprend que I’espece Vitis vinifera cultivée (sativa) et sauvage
(silvestris). La vigne cultivée comprend des milliers de variétés ou cépages (Huglin et Schneider,
1998). Ces cépages peuvent étre classés selon la destination du produit en cépages de table, utilisés
directement dans 1’alimentation (ex: Cardinal, Chasselas), cépages destinés au séchage, utilisés
pour la production de raisin sec (ex: Sultanine), cépages de cuve, utilisés dans 1’¢laboration du vin
(ex: Cabernet-Sauvignon, Chardonnay) et cépages de chaudiere, destinés a la production des

alcools (Cognac, Armagnac) (Galet, 1993).

2.2.5. Morphologie de la vigne et description
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La vigne est un arbrisseau dont une espéce cultivée produit le raisin que I'on consomme
fruit au dont le mout fermenté fournit le vin. Les raisins sont des baies de forme et de couleur
variables contenant des catéchines, du resvératrol et des anthocyanes, dont la consommation

pourrait améliorer la santé cardiovasculaire et les fonctions cognitives.

Les tiges aottées portent le nom de sarment, les tiges de 1’année encore vertes, non aoQtée
portent le nom de rameau (Viticulture Morphologie et anatomie de la vigne, Ecole du vin

Muscadelle, www.ecole-muscadelle.fr muscadelle24@orange.fr).

Figure 2.8: Vitis vinifera.

2.2.6. Utilisations de la vigne
> Production de boissons

- Pétillant de raisin.
- Jus de raisin.

- Vinaigre.

> Autres dérivés alimentaires
- huile de pépins de raisin.
- le pépin torréfié fournit un succédané (substitut) de café.
- gelées et confitures.
- conserves au sirop et a l'alcool.
- Production de raisin frais (raisin de table).

- Production de raisins secs.

> Pharmacopée

- Partie utilisée : séve, feuille.
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- Propriété : Astringent, anti inflammatoire.

- Mode d'emploi : Décoction.

2.2.7. La composition chimique de la vigne

Le raisin, fruit de la vigne, contient a sa maturité principalement de 1’eau et des sucres
(glucose, fructose, pectine et polysaccharides). Il posséde aussi d’autres composés comme, des
terpenes (citrol, geraniol...), des flavones, des aldéhydes (éthanal, propanal, vanilline...), des

anthocyanes (responsables de la couleur) et des tanins.

2.2.7.1. Les compositions phénoliques de la vigne
Le raisin est une source riche en polyphénols. Ces derniers sont une classe de molécules trés
riches en composés caractérisés par la présence d’un ou plusieurs cycles aromatiques. Aujourd’hui,

plus de 8000 structures sont connues.

Dans le raisin et le vin, les polyphénols sont en général classés en flavonoides et non
flavonoides, les flavonoides sont principalement des flavones, flavonols, flavan-3-ol et des
anthocyanes. Les composés non flavonoides principaux retrouves dans le raisin et le vin sont les

tanins, les acides phénols et les stilbénes.

Les composés non-flavonoides

Les stilbenes les plus abondants dans le raisin sont le trans-resvératrol (Frémont, 2000 ;
amira, 2006) et son dérivé glucosyleé : le picéide (Jeandet et al, 1991; Waterhouse & Lamuela-
Raventos, 1994), ainsi que les diméres: le resvératrol trans-déhydrodimere et 1’e-viniférine
(Figure 2.8) (Sarni & Cheynier et al, 2006). Ces composes sont stockés dans la vacuole et
pourraient étre présents dans le noyau et la membrane plasmique (Peer et al. 2001).

La quercétine, le kaempférol, la myricétine, I’apigénine et la lutéoline sont présents sous
forme aglycone ou glycosylée dans les feuilles (Hmamouchi et al. 1996 ; Guidoni et al. 1997 ;
Monagas et al. 2006).

La lutéoline, la quercétine-3-O-glucoside et la dihydroquercétine, sont aussi mentionnées
dans les sarments (Pussa et al. 2006; Cetin et al. 2011). La Figure (2.8) présente la structure de

la quercétine et du kaempférol.
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OH O

R = H, kaempférol
R = OH, quercétine

Figure 2.9: Structure de deux flavonols de la vigne.

2.2.8. Les propriétés curatives de la vigne
Les propriétés curatives de la vigne sont largement associées aux activités biologiques du

resveratrol. A ce jour, les principales activités biologiques du resvératrol répertoriées sont:

a. Activité anti-oxydante
Les principales activités biologiques attribuées au resvératrol présent dans la vigne sont

essentiellement dues a son activité antioxydante (Orallo, 2006). Cette capacité antioxydante
évaluée par piégeage des radicaux libres et par chélation ce qui permet de piéger 1’anion

superoxyde qui est une espéce souvent a 1’origine des dégats oxydatifs (Holvoet, 2004).

b. Le domaine cardiovasculaire
En inhibant I’oxydation lipidique, le resvératrol réduit les dépots de cholestérol dans les

arteres et diminue ainsi les accidents cardio-vasculaires (Holvoet, 2004).

c. L’activité anticancéreuse
C’est dans ce domaine que les travaux effectués ont été les plus nombreux. Le resvératrol
présente des propriétés anticancéreuses, grace a sa capacité de supprimer la prolifération d'une
grande variété de cellules tumorales, y compris les cancers lymphoides et myéloides; cancers du
sein, prostate, estomac, codlon, pancréas, et thyroide; mélanome; carcinome de cellules de téte et

de cou; carcinome ovarien et carcinome cervical (Jang, 1997).

2.3. Généralités sur le Romarin
2.3.1. Définition

Le Romarin ou Rosmarinus officinalis est une plante des coteaux arides garrigues et lieux
rocheux de la région Méditerranéenne (Figure 2.10) et méme un peu plus au sud jusqu’aux confins

sahariens depuis D’antiquité, il est employé pour améliorer et stimuler la mémoire encore

e
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aujourd’hui en Gréce, les étudiants en font brdler dans leur chambres en période d’examens

(Boulard., 2010).

Figure 2.10: Rosmarinus officinalis L.

Le nom « Rosmarinus » dérive du latin « Rose » = rosée et « Marinus »= marin. Il en existe

plusieurs espéces, tous sont remarquables par leur odeur forte et aromatique.

2.3.2. Historique et origine

Le Romarin est un symbole des fétes, funéraire, il était abondamment utilisé pour

confectionner des couronnes. Tout d’abord destinées a parer les jeunes épouses lors de la

cérémonie, ces feuilles ont par la suite orné les tétes des étudiants en Grece, car le romarin était

reconnu pour avoir une action stimulante sur les fonctions mentales. C’est grace a 1’énigmatique

reine Donna Isabella de Hongrie qu’il a véritablement pris ses lettres de noblesse (Bellakhder
Jamal, 2006).

2.3.3. Nomenclature de la plante

Nom arabe : Juall LK)

Noms francais : Romarin, Encensier, Herbe aux couronnes, Herbe des troubadours
Noms locaux (vernaculaire arabes): Iklil aljabel, Hatssa louban, Hassalbab et Klil
Noms targui (ou berberes) : Lazir, Azir, Ouzbir, Touzala

Nom anglais : Rosmary

Nom scientifique : Rosmarinus officinalis L.

2.3.4. Description botanique, répartition géographique et habitats

Le Romarin est cultivé pour ses feuilles aromatiques et pour son huile volatile, présente

dans les poils glanduleux. C’est un arbrisseau touffu toujours vert de 0,5 & 1,5 m de hauteur. Ses

28
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tiges ligneuses sont pourvues de feuilles persistantes, sessiles, coriaces, étroites, de 2 a 3 cm de
long, (Quezel P., et al., 1963; Perrot et Paris R., 1971 ; Benezra C. et Guerin B., 2002).

2.3.5. Récolte

Le Romarin fleurit de janvier jusqu’a 1’automne, c’est presque toute I’année que 1’on peut
en faire la cueillette, toutefois la meilleure époque en vue de la distillation s’étend de Mai a juillet
et méme jusqu’a septembre. La parfumerie demande toute la plante fleurie, coupée par un temps

chaud et sec (Perrot et Paris R., 1971).

2.3.6. Classification
2.3.6.1. Classification classique
La classification des lamiacées selon Quezel et Santa
- Régne Plante
- Embranchement Spermaphytes

- Sous embranchement ~ Angiospermes

- Classe Dicotylédones

- Ordre Tubiflorales

- Sous ordre Lamiales

- Famille Lamiaceées

- Genre Rosmarinus

- Espéce Rosmarinus officinalis

2.3.7. Propriétés du Romarin
v Activité antibactérienne

Les effets des extraits aqueux et méthanoiques du Romarin, sur I’activité extracellulaire de
I’enzyme glucosyltransferase ont été étudiés et les résultats ont suggéré que les extraits du Romarin
peuvent empécher la Iésion de la carie en inhibant la croissance du Streptococcus Sobrinus (Tsali
et al., 2007).

L’extrait obtenu par le dioxyde de carbone (CO2) supercritique du Romarin, a présenté un
large spectre antimicrobien. La croissance de 28 sur 29 germes a été empéchée par cet extrait

d’acide carnosique (Weckesser et al., 2007).

v Activité antifongique
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La biosynthése de I’aflatoxine a été inhibée totalement par I’huile essentielle du Romarin
a une concentration de 450 ppm. Selon les résultats indiqués, le potentiel de cette huile essentielle
est en tant que préservatif naturel contre 1’ Aspergillus parasiticus. (Rasooli et al., 2008).

Les résultats d’analyse ont montré également que I’huile de Romarin a une activité
inhibitrice modérée sur les cing levures (Candida albicans, Rhodotorulaglutinis,
Schizosaccharomycespombe, accharomycescerevisiae, Yarrowialypolitica) examinées (Sacchetti
et al 2005).

v Activite antivirale

Selon Parnham et Kesselring (1985) I’acide rosmarinique et 1’acide Carnosique
possedent des propriétés antivirales incluant le virus type 1(HIV-1); par ailleurs, I’extrait de
romarin (2-100 mg/ml) inhibe in vitro la formation du virus de I’'Herpes simplex type 2.
(Parnham, M.J., Kesselring, 1985).

v Activité ovicide
Gillj (2007) et Prajapati (2005) Ont trouvé que 1’huile de Romarin présente une activité

répulsive contre les moustiques (Aedesazgypti).

v Activité anti-oxydante
L’activité anti-oxydante du Romarin est connue depuis environ 30 années. En raison de ses
propriétés anti-oxydantes, le Romarin est largement accepté en tant qu’épice dont I’activité anti-

oxydante est la plus élevée (Wang et al., 2008).

Plusieurs auteurs ont étudi¢ 1’utilisation des extraits du Romarin comme antioxydant pour
conserver les produits a base de viande (Balentine et al., 2006 ; Fernadez-Lopez et al., 2005;
Sebrotynek et al., 2005).

D’autres extraits de romarin ont montré une activité antioxydante dans le saindoux, le colza
et le tournesol a 100°C a 0.005% (Marinova E et al., 1991).

En outre, ’extrait de romarin, a des concentrations de I’ordre de 2500 ppm, a montré une
plus grande capacité antioxydante que le BHT et BHA, dans les saucisses de porc fraiches et
congelées. Dans certaines études, 1’extrait de romarin a aussi montré une activité antioxydante plus

¢levée que le carnosol et ’acide rosmarinique. (Edwin N. et al., 1996 ; Basga H. et al., 1997).

v Activité antimicrobienne
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Il a été rapporté que certains composés de I’extrait de romarin ont des propriétés
antimicrobiennes (Cuvelier, M.E., 1996 ; Del Campo, J., 2000; Djenane, D., 2002 ;
Fernandez-Lopez, J., et al., 2005). Les composés responsables de cette activité sont des
diterpénes phénoliques: le Carnosol et 1’acide Carnosique, 1’a-pinéne, 1’acétate de bornyl, le

camphore et le 1,8-cineole (Daferera, D. J., 2003).

v Activité anti-tumorale

Il a été bien prouvé que les antioxydants présentent des activités anticancéreuses non
seulement en piégeant des ERO, mais aussi en augmentant la réponse immunitaire. Shklar
G.(1998) et Singletary (1991) rapportent que ’administration de 1% d’extrait de Romarin a des
femelles de rats (Sporague-Dawley) réduit 1’incidence des tumeurs des glandes mammaires de
47% apres 16 semaines de la date de I’inoculation du produit. Parallélement (Barnes, J., 2007)
affirme que I’extrait de romarin a une concentration de 50 p g/ml inhibe jusqu’a 87% les cellules
cancéreuses KB, et que ses huiles volatiles (1.2-300 mg/ml) sont toxiques vis a vis des cellules

leucémiques L-1210.

v Activité anti-inflammatoire.
Il a été montré que I’application locale de I’extrait méthanolique du romarin (3,6 mg/ml)
sur des souris deux fois par jour pendant quatre jours, inhibe l'inflammation de la peau et

I’hyperplasie (Barnes, J., 2007).

v Activité anti- hyperglycémique.

Le Rosmarinus officinalis est utilisé en médecine traditionnelle populaire turque pour le
traitement de I’hyperglycémie; Une étude portant sur I’effet des différentes doses d’extrait de
romarin (50, 100, 200 mg/kg) administrées a deux lots de lapin, I’'un hyperglycémique et ’autre
normal, a révélé que la dose de 200 mg/kg a un effet hypoglycémique optimal chez tous les lapins

et que cette activité est indépendante de I’effet de I’insuline (Bakirel, T., 2008).

Le Romarin possede également une activité anti-hépatotoxique (Setelo-Felix et al., 2002),
une activité —neurodégénérative (Fawcett et al., 2002) et une activité anti-cancérogéne puisqu’il

est considéré comme une thérapie contre le cancer (Atik Bekkara., et al., 2007).
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2.3.8. Formes d’utilisation
Il est utilisé sous diverses formes:
v Décoction : le faire bouillir dans I’cau.
v Infusion : le mettre dans un liquide initialement bouillant et le laisser refroidir afin qu’il
libére tous les éléments actifs.
v Autres : sous forme d’huile essentielle (en distillant les feuilles), épice, gélules ou bains.

2.3.9. Composition chimique du Romarin

D’apres Xiao et al. (2008) le métabolisme de Rosmarinus officinalis est dominé par 33
métabolites incluant les sucres, les acides aminés, les acides organiques, les acides et les diterpénes
phénoliques. En comparant avec 1’extrait aqueux, ces auteurs ont remarqué que |’extrait
méthanolique contenait un taux élevé en acides phénoliques, mais un niveau bas en Fructose,
Glucose et Citrate. Récemment I’existence d’une quantité significative (2883 pg/g tissus) d’a-
tocophérol dans les feuilles de romarin a été rapportée par plusieurs chercheurs. (Horvath et al.,
2006).

Les feuilles de Rosmarinus officinalis contiennent environ 50% d’une essence spéciale a
odeur aromatique, composée de pinéne, de camphéne, de bornéol, d’acétate, de valérianate de

bornyle, de cineole et de camphre ordinaire. (Beloued, 2001).

Dans la région de Murcia (Espagne), Viuda-Martos et al. (2007), ont pu identifier trente-
neuf composés distincts dans 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis: les composes majeurs
sont le a- pinéne (36.42%), le camphore (15.65%), le 1,8-cineole (12.02%) et le camphene
(11.08%). Dellacassa et al. (1999) ont investi dans la composition chimique de I’huile essentielle
des feuilles d’un cultivar de Rosmarinus officinalis ayant poussé dans différentes régions de
I’Uruguay et dans le sud du Brésil, ou ils ont trouvé que 1’huile d’Uruguay était riche en o -pinéne
(37.8-46.2%) et le 1,8- cineole (13.4-13.8%), alors que celui cultivé au Brésil contenait 32.2%

d’a- pinéne et 14.7% de 1,8-cineole.

Soliman et al. (1994) ont pu identifier au moyen de la GCMS, 43 et 37 composés dans
I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles fraiches de Rosmarinus officinalis

collectées dans les régions de Sinai et Guiza (Egypte).

Boutekedjiret et al (1998) ont analysé I'huile essentielle obtenue a partir des fleurs de
romarin d’Algérie, dans laquelle plus de 90% des composants ont été identifiés, dont 52,4% de

1,8-cinéole et 12,6% de camphore.
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2.3.9.1. Les diterpénes phénoliques

Les principaux antioxydants dans Rosmarinus officinalis sont les diterpénes phénoliques:
’acide Carnosique et le Carnosol dont 90% de I’activité antioxydante leur est attribuée (Lo et al.,
2002). L’extrait du romarin d’Espagne par exemple contient entre 20 et 30 % d'acide Carnosique
et seulement 1 % d’acide Rosmarinique et 0,5 & 1,5% de Rosmanol (Frutos et Hermandez —
Herrero, 2005).

L'acide Carnosique est un puissant antioxydant. Son activité antiradicalaire est due surtout
a la présence, dans sa molécule, de deux groupements hydroxyles au niveau du carbone C 11 et C
12 (Richheimer et al., 1999). Il joue un rdle important dans des conditions de sécheresse et de
forte luminosité qui favorisent la formation d'oxygéne actif (Munné-Bosch et al., 1999) (Tableau
2.1).

Selon plusieurs auteurs, le Carnosol provient de la dégradation oxydative de I’acide
Carnosique (Schwarz et al., 1992; Chan et al., 1995). En effet, des recherches ont démontré
'instabilité de I’acide Carnosique en présence de I'oxygene, (Inatani et al., 1983 ; Schwarz et
al., 1992 ;Almela et al., 2006). Plusieurs travaux de recherches ont d'ailleurs montré que les
feuilles de romarin fraichement coupées ne contenaient pas le Carnosol ; ce n’est que lorsque ces
feuilles sont soumises a des opérations d'extraction aux solvants ou que les extraits eux-mémes
sont soumis aux opérations classiques de fractionnement, d'enrichissement et de purification

qu’elles en contiennent (Wenkert, 1965).

Tableau 2.1: principaux composés identifiés dans 1’extrait de Rosmarinus officinalis
(Almela et al. 2006).




Etude bibliographique sur les deux plantes antioxydantes

Type of compound Chemical structure Related compounds

(common name)
OH OH
0K
Phenolic "::@/‘/Lo
acids H Rosmarinic acid
Methyl carnosate (C: COOCH,)

P s Camosol (5-lactone bridge: C,-C,)

Y Epiisorosmanol (5-lactone bridge C..-C,; C.:-OH)

Rosmanol (y-lactone bridge C.-C,. C,.-OH)

Epirosmanol (y-lactone bridge C,,-C,: C,-OH)
Epirosmanol-methylether (y-lactone bridge C,.-C,: C,-OCH,)
Rosmadial (lactone bridge C,-C,,: C,=C,=CHO)

Diterpenes

6-Hydroxyluteolin 7-glucoside

Genkwanin (7-methyl ether)
4'-Methoxytectochrysin (4',7-dimethyl ether)
Homoplantaginin (6-methyl ether, 7-glucoside)
Scuteliarein (6-hydroxy)

04 O Apigenin 4' 5.7 B-Telrahydroxyflavone (8-hydroxyapigenin)
Cirsimaritin (6,7-dimethyl ether)

Flavones <

Le Carnosol se dégrade par la suite pour donner naissance a d’autres diterpenes phénoliques
(Tableau 2.1) possédant la structure é-lactone ou y-lactone comme le Rosmanol, I’Epirosmanol,
I’Epiisorosmanol, le Rosmadial et le Methyl carnosate mais présentant toujours une activité

antioxydante (Schwarz et al., 1992 ; Almela et al., 2006 ; Doolaege et al., 2007) Figure (2.11).

Selon Ibanez (2005) le type et le nombre des produits de décomposition dépendent de
I’origine, de la méthode d’extraction et des techniques d’analyses utilisées pour I’identification.
Cependant les conditions d’extraction comme le solvant, la température, la verrerie influencent

¢galement la stabilité de ’acide Carnosique et celle des produits de décomposition (Thorsen et

Hildebrandt, 2003).

o
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Figure 2.11: structure chimique des différents composés antioxydants identifier dans I’extrait de
romarin (Almela et al, 2006) 1-Epiisorosmanol, 2-Carnosol, 3-Acide Carnosique, 4-Acidel, 2-

Methoxy-Carnosique, 5-Carnosaldehyde, 6-Méthyle Ether Epirosmanol.

2.3.9.2. Les acides phénoliques.

Les principaux acides phénoliques trouveés dans les extraits de Rosmarinus officinalis sont
I’acide Vanillique, I’acide Caf€ique, I’acide Chlorogénique, 1’acide Rosmarinique, 1’acide
Quinique et I’acide Syringique (Xiao et al., 2008).

L’un des principaux acides phénoliques du romarin est l'acide Rosmarinique; d’ailleurs
Regnault-Roger et al (2004) avaient enregistré 5.67 mg d’acide Rosmarinique/g de matiére séche
(43,6%) et seulement 0.87mg d’acide Caféique et ses dériveés /g de matiere seche (6,7%) dans les
feuilles séchées de romarin.

Scarpati et Oriente (1958), isolait pour la premiére fois 1’acide Rosmarinique pur a partir
de Rosmarinus officinalis d’ou son appellation; ils ont défini sa structure comme étant un ester de
I’acide Caféique et du 3,4 acide Dihydroxyphenyllactique.

Actuellement il est défini comme étant un Phenylpropanoide provenant de la
Phénylalanine et de la Tyrosine (Petersen et Simmond, 2003).
Une multitude de fonctions biologiques sont attribuées a ce composé ; son principal role

biologique chez les plantes est un réle de défense contre les herbivores (Bult et al., 1995). C’est
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aussi un anti-inflammatoire et un antithrombotique (Zou et al., 1993), un antimutagene et
antioxydant (Parnham et Kesselring, 1985), ce composé induit 1’apoptose en générant les espéces
réactives a I’oxygene d’ou son effet antimicrobien et antiviral (Hooker, 2001; Mazumder et al.
1997 ; Parnham et Kesselring., 1985).

2.3.9.3 Les Flavonoides

Frutos et al(2005) et Almela et al (2006) avaient trouvé que les Flavonoides sont présents
naturellement dans le Rosmarinus officinalis, principalement des Flavones de type Apégénine
comme la Genkoanine et ses dérivés et le Cirsimariten. Le type Lutéoline et ses dérivés, ont été
également trouvés en abondance dans cette espece (Tableau 1). En plus de leur activité
antioxydante, ces Flavonoides, possédent plusieurs fonctions biologiques ; anti-mutagenése,
anticarcinogenése, anticarcinogenése, anti-vieillissement (Choi et al, 2001).

2.3.9.4. Les sels minéraux.

Cette espece s’avere étre tres riche en minéraux, notamment le Zn, le Mn, le Cu, et le Ca.
Ozcan (2004) rapporte que le contenu en eléments minéraux en (mg/kg) dans le Romarin se
présente comme suit : Al (486), B (37.78), Ba (95.5), Ca (10899), Cr (8.93), Cu (6.66), Fe (547),
K (9356), Li (0.69), Mg (3868), Mn (41.2), Ni (9.45), P (418), Sr (39.6), V (3.88) et le Zn (15.6).
Alors qu’une autre étude révélait un contenu en Ca (7791.80), Fe (330.16), K (14916.23), Mg
(1634.55), Na (2711.87), P (1074.60) et Zn (22.65) (Arslan et Musa Ozcan, 2008).
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Nous avons effectué notre stage au sein de la Conserverie Amor Ben amor (CAB) d’EL-
Fedjouj pendant la période s’étalant entre le 17 Février 2019 et le 17 Mars 2019. Dans ce chapitre
nous allons faire une présentation exhaustive de tous les aspects techniques que nous avons pu
apprendre ou approfondir durant notre stage. La présentation de la conserverie Ben Amor est
donnée dans 1’Annexe A2 alors que les différentes étapes de transformation de la tomate en
conserve, son traitement et son emballage jusqu’a devenir préte a étre administrée par le citoyen
sont détaillées dans ce chapitre. Signalons que chaque étape vécue expérimentalement a été
soutenue et renforcée par les références bibliographiques adéquates obtenues suite a une recherche

théorique confirmant I’intérét de cette étape.

Dans cette partie, nous allons évoquer aussi des généralités sur les différentes étapes mises
en place pour I’extraction de polyphénols a partir de plantes naturelles, ces polyphénols jouant le

role d’antioxydant naturel.

3.1. Description des produits finis de CAB
La conserverie Amor Ben amor (CAB) fabrique le concentré de tomate a base de la tomate

fraiche. Les produits, soigneusement développés, se présentent sous les formes suivantes (Figure

3.1).
[ Produits finis }

l l

Double [ Simple concentrée (CT) }

concentrée(DCT) 28 %

|

a
-

l l
- -

Figure 3.1: Produits de la conserverie.
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3.2. Technologie de fabrication du concentré de tomate
Les tomates parvenues a maturité sont cueillies a la main, placées dans des caisses ou des
billots.

3.2.1. Réception et décharge

La tomate fraiche peut étre recue en caisse, en bains ou en vrac sur camions. Un pont bascule
situé a ’entrée permet la pesée avant le déchargement (Figure 3.2). Dans le cas des camions le
déchargement se fait a I’aide de I’eau (transport hydraulique). Dans le cas des caisses le
déchargement de fait manuellement en plus il y a un systéme d’élimination des grands corps

étrangers.

Un triage préalable doit s’effectuer, les lots contenant les fruits présentant une teinte jaune
et des zones vertes sont mis de coté jusqu’a ce qu’ils aient atteint une couleur rouge plus uniforme.

Les fruits rouges entrent immédiatement en fabrication.

Figure 3.2: Pont bascule.

3.2.2. Stockage des matieres premieres
Il s'agit de stocker la tomate fraiche pendant un temps avant son entrée dans la chaine de
transformation. Ce temps doit étre bien approprié car il permet le mdrissement de la tomate. Il

suffit de laisser la tomate dans un local bien aéré (Sadok D., et al 2016).

3.2.3. Lavage et triage

Cette opération commune a tous les végétaux, consiste a éliminer toutes les souillures qui
peuvent étre a l'origine d'une éventuelle contamination. Les tomates sont lavées avec de l'eau tiede
et chlorée a 5 ou 10 ppm dans des tanks ou dans des bacs sous pression ou sous agitation
permanente, suivie d'un ringage par aspersion d'eau a haute pression pour éliminer les résidus, les

microorganismes, les insectes, les larves et les saletés adhérent aux fruits (Goose et al.,1973).
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Le groupe est équipé d’un systéme racleur pour vidanger automatiqguement les pierres, la
boue et les corps étrangers. Le traitement du produit se réalise en deux phases (Figure 3.3):

o le plant de rouleaux est incliné et le produit est séparé de 1’eau et des corps étrangers.
o dans la deuxiéme phase, le triage manuel du produit est réalisé sur un plan de rouleaux

horizontal par des personnes qualifiées ou s’effectue un dernier controle manuel (Kangni, 1991).

Figure 3.3: Lavage et triage de la tomate.

3.2.4. Broyage et extraction de jus

Les fruits de tomates lavés sont comprimés entre 2 rouleaux de maniere a faire couler le
liquide des loges du fruit. Le mélange obtenu passe ensuite a travers un tamis rotatif pour séparer
le liquide des parties solides de la tomate. Les tomates débarrassées de leurs peaux et de leurs

graines sont alors envoyeées au broyeur (Figure 3.4) qui assure leur broyage (Goose et al., 1973).

THLE

Figure 3.4: Broyeur de tomate.

3.2.5. Préchauffage
A pour fonction d’¢lever la température de la tomate afin de faciliter I’extraction du jus,

et sert d’inactivation enzymatique. Il se fait dans un dispositif vertical appelé « cold break » il
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contient des faisceaux tubulaires dans lesquels circule la tomate émiettée. On assiste alors a un

échange de chaleur entre la tomate qui se chauffe et la vapeur qui se condense.

Le condensat formé est recueilli et recyclé dans les chaudiéres, tandis que la tomate passe a
la passoire, ce traitement thermique a pour but de diminuer la viscosité de la tomate, facilitant ainsi
la filtration et de permettre une inactivation qui préserve la pectine du produit (dont le r6le est de
garder la consistance de la tomate) (Figure 3.5). (Kangni, 1991).

Figure 3.5 : Préchauffage.

3.2.6. Filtration

Aprés le traitement thermique et I’inactivation enzymatique, le produit chaud est raffiné dans
les passoires qui séparent la partie solide (peaux et pépins) de la partie liquide (jus ou purée). Le
jus est collecté dans une cuve placée au-dessous, tandis que les peaux et les pépins grace au
mouvement hélicoidal de la série de palettes fixées sur le rotor, sont convoyes vers la partie

opposée a I’entrée de produit, pour étre évacués (Kangni, 1991).

3.2.7. Concentration

Elle se fait grace a une installation comportant trois principales parties de tailles différentes
mais de méme structure et de méme principe de fonctionnement (évapore au moins100 tonnes de
jus de tomate par jours). Grace a un groupe de distribution situé au sommet, on alimente la
troisieme partie avec le jus (brix = 2-6) de fagcon homogéne a travers les tubes de 1’échange de
chaleur. On assiste a I’échange thermique entre le jus et la vapeur, et une concentration progressive
due a I’évaporation de 1’eau du produit. Lorsqu’on atteint un brix de 10-12%, le produit passe dans
la deuxiéme partie puis la premiére, et y subit le méme traitement thermique. Des réfractométres
placés sur chaque partie permettent de voir 1’évolution du produit, lorsque ce dernier atteint la
valeur désirée on ferme la communication de la vapeur avec le reste de I’appareil, et le concentré

est déversé et envoyé vers la station de pasteurisation.
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Pendant la compagne, lorsque la matiére premiére (tomate fraiche) est en quantité assez
importante, 1’usine fait de réserves de produit semi fini, qui sera recyclé hors campagne et

commercialisé. Pour cela, le produit est condensé & un Brix de 36-38% (triple concentré).

Puis passe dans un stérilisateur serpentin, et subit un traitement thermique de 110°C. Aprés
le refroidissement a 40°C, rempli dans des sacs aseptique de 220 Kg de capacité, conditionnée
dans des futs métalliques de stockage dans les hangars. Apres la campagne, le produit semi fini est
dilué jusqu’a un Brix de 12,5 environ.

La purée formée est envoyée dans un Pasteurisateur et Desaérateur a Serpentin Rotatif
(PDSR), dans lequel on introduit du sel comme conservateur. Le PDSR agit comme un agitateur
thermique qui gréace a la vapeur permet une évaporation sous vide donnant du concentré (Figure
3.6) (Krimi S et al., 2014).

Figure 3.6: Concentration

3.2.8. Pasteurisation

Le but est de neutraliser entre 90 a 92°C pendant 15 a 30 secondes les micro- organismes
ayant résisté a la chaleur de la concentration. Des pompes assurent le passage du concentré de
I’évaporation vers des tubes de stockage avant d’alimenter les rotothermes. Le produit passe d’un

systéme a 1’autre, puis il est envoyé pour le remplissage des boites (Figure 3.7).

Figure 3.7 : Pasteurisation.

a0
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3.2.9. Remplissage

Les boites ont été retournées a plusieurs reprises et nettoyées par la vapeur a 90°C avant
d’étre remplies pour détruire les germes pouvant s’y trouver. Elles arrivent ensuite a la station de
remplissage; de méme que le concentré. La remplisseuse est un dispositif & 40 tétes environ,
tournant & une vitesse réglée selon les besoins et dont le maximum est de 300 boites par minute.

Un tour complet correspond au remplissage de la boite qui se fait a 82°C, les boites passent ensuite
au sertissage (Figure3.8).

’

Figure 3.8 : Remplissage de la tomate.

3.2.10. Sertissage
Consiste a la fermeture des boites hermeétiquement a la face inférieure apreés le remplissage
de concentré de tomate a 90°C. A la sortie de la sertisseuse, un dateur inscrit sur cette méme face

la date de fabrication, d’expiration, 1’heure de sortie du produit et le numéro du lot auquel
appartient la boite (Figure 3.9).

Figure 3.9: Sertisseuse.

a1
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3.2.11. Stérilisation et refroidissement

Les boites sont stérilisées a I’aide d’un grand stérilisateur rotatif qui donne au continu a la
boite un traitement thermique. Ensuite, les boites sont rapidement refroidies afin d’éviter que les
tomates ne continuent a cuire. La stérilisation dure huit minutes sur une longueur de six métres.
L’eau chaude utilisée est recueillie et recyclée. Dans la seconde partie du tunnel, de 1’eau froide
est injectée sur les boites pour le refroidissement a 40°C (choc thermique). 1l se fait en 40 minutes
sur une longueur de 20 métres (Figure 3.10).

Figure 3.10 : Tunnel de stérilisation et de refroidissement.

3.2.12. Séchage et conditionnement

A la sortie du tunnel, un sécheur injecte de I’air chaud sur les boites. Ces derniéres biens
séchées sont empaquetées de facon automatique dans des cartons de 12 pour les boites de 800g et
de 24 pour celles de 400g. Ces cartons sont scotchés et stockés dans les hangars avant d’étre livrés
a la commercialisation au moins 21 jours apres la date de fabrication; ce qui permet de terminer

les analyses du produit au laboratoire (Figure 3.11) (Krimi S et al., 2014).

Figure 3.11: Mise en carton.

3.2.13. Stockage
Les produits finis étiquetées seront stockés dans un endroit frais et a I’abri de la lumiére dans

un dépbt séparé de celui des matieres premiéres fraiches. Le produit fini doit étre mis en

47
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observation pendant 15 jours avant de sortir de 'usine, afin de s’assurer de sa capacité de
conservation. Nous récapitulons dans la figure (3.12) les différentes étapes de fabrication et de

conservation de concentré de tomate.

3.2.14. Les vérifications finales

Des controles importants sont enfin effectués pour garantir la qualité totale des produits
avant leur mise a disposition des consommateurs. Par exemple, les boites sont mises en étuve, a
des températures et pendant un temps déterminé par la législation, pour accélérer le vieillissement

du produit et contrdler sa stabilité bactériologique a long terme. (Kangni, 1991).

3.2.15. Emballage

L’emballage et le conditionnement sont les dernieres opérations de la fabrication des
produits alimentaires, ils sont indissociables du produit, et doivent contribuer a préserver les
qualités hygiéniques, sensorielles et nutritionnelles de I’aliment, répondre aux contraintes de la
logistique et de la distribution et satisfaire les attentes des consommateurs en maticre d’usage,

(Sadok D et al., 2016).

Pour la mise en boites métalliques, lI'acidité de la purée de tomate risque de provoquer la

corrosion ; pour éviter cela, on les protége souvent par un vernis intérieur.

Les vernis utilisés doivent presenter les critéres suivants :

> Ne pas apporter au produit conserve, ni godt ou ni odeur anormale ;
> Ne doivent contenir aucune substance toxique.

Encartonnage et Palettisation, c¢’est I’opération finale ayant pour but d’emballer les boites
dans des cartons et la palettisation, c'est le moyen de stoker le produit par palettes afin d'éviter les

chocs possibles sur les boites; et d'éviter aussi le contact des cartons avec le sol (Anonyme, 1998).

Figure 3.13 : Encartonnage et Palettisation
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Tomate
v
Réception + Lavage
v
Triage
v
Découpage
v
Broyage
L
Traitement thermique (75-80°c)
v
Filtration
v
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Jus Déchets
v
Concentration Stérilisation 110°C
v
Chauffage Pasteurisation
7y Y
Remplissage
* v
Sertissage Refroidissement (40°C)
v
Stérilisation
v
Refroidissement
v
Séchage
v
Encartonnage
v VL
Dilution < Stockaae Remplissage aseptique (fut)
v
Commercialisation

Figure 3.12 : diagramme de fabrication conserve de tomate.
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3.2.16. Toxicité

En cas de manque d'hygiene lors de la préparation, le contenu d'une boite de conserve peut
étre source de maladies comme le botulisme ou le saturnisme (qui découlait de I'emploi de plomb
dans les soudures de la boite métallique et d'attaque du métal par l'acidité). Il est essentiel aussi
qu’il n'existe aucune trace de substances indésirables, comme des métaux lourds, qui pourraient

migrer vers le produit (Lansing Prescott et al, 2003).

3.3. Les altérations des conserves
3.3.1. Les altérations d'origines microbiennes

Cette altération est due a une matiere premiére de mauvaise qualité microbiologique. Selon
les études de Léonie Belluci (1980), les espéces microbiennes contaminant naturels de la tomate
dans les produits acides a pH <4.5 sont les levures, moisissures, lactobacilles et les entérobacteries
et sont peu résistantes a la chaleur. Un traitement a une température d'environ 61-65°C est suffisant

pour eliminer 90% de toutes éventuelles contaminations microbiennes (Larousse et al., 1991).

3.3.2. Altération biochimique

Les traitements a haute température favorisent la destruction des micro-organismes, mais
aussi entraine des pertes excessives d’¢léments nutritifs. Surtout s’il s’agisse d’une matic¢re
premiére de mauvaise qualité ou on vise a détruire les bactéries sporulées pathogenes en adoptant

ainsi un traitement excessif (Raux, 1990).

3.4. Extraction des polyphénols
La famille des polyphénols devient le point de départ de toutes les recherches scientifiques

en particulier la découverte des molécules naturelles a trés forte activité antioxydante.

Notons que, les oxydants quelques soit leurs origines constituent un trés grave probléme non
seulement au niveau de la santé publique mais aussi au niveau de 1’industrie agro-alimentaire.

Generalement avant de subir une extraction, les plantes doivent étre broyées plus ou moins
finement afin d’augmenter la surface spécifique et par suite leur réactivité. Donc pour faciliter la
mise en solvant de notre matiére premiére et s’assurer d’un bon rendement cette derniére devrait

étre broyeée.

L’extraction des composés bioactifs peut étre décrite comme étant un phénomene de transfert
de masse ou, les solides solubles contenus dans des structures végétales, migrent dans le solvant

jusqu’a I’équilibre. Il existe plusieurs méthodes d’extraction des composés phénoliques a partir de

S
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plantes naturelles comme I’extraction conventionnelle par solvant, I’extraction par eau chaude,

I’extraction par fluide supercritique, etc.

3.4.1. L'extraction conventionnelle par solvant

L'extraction conventionnelle par solvant est la méthode la plus utilisée pour I'extraction des
composés phénoliques. De nombreux paramétres d’extraction doivent étre pris en compte pour
I'optimisation de cette méthode: le type et la concentration du solvant organique, la température,
le temps d'extraction et le rapport solvant/solide (ratio).

a. La nature du solvant

Plusieurs auteurs ont étudié I'effet de la nature du solvant sur le contenu phénolique, le choix
du solvant est une étape clé de I’extraction. Les substances phénoliques des plantes sont
généralement extraites en utilisant des solvants organiques tels que le méthanol, I'éthanol, l'acétone
et l'acétate d'éthyle, I'éther diéthylique, le n-butanol, I'isopropanol ou I'éther etc.
(https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9thanol).

b. La concentration du solvant

L'eau est généralement ajoutée au solvant d'extraction tel que I'éthanol ou le méthanol afin
d'améliorer I'extraction des composés phénoliques polaires. Une étude sur les valeurs théoriques
de I'hydrophobicité des composes phénoliques, ainsi que ceux de certains solvants organiques a
montré que le méthanol et I'éthanol mélangés avec de I'eau, sont les solvants les plus appropriés
pour I'extraction des composés phénoliques (http://docnum.univ-orraine.fr/public/DDOC T 2015 0183

M_HIRL.pdf).

c. Latempérature et le temps

La température est un accélérateur d'extraction, elle augmente la solubilité des composés
phénoliques dans le solvant. Toutefois, en raison de la sensibilité des composés phénoliques a la
chaleur, une température trop élevée peut conduire a leur décomposition et leur dégradation.
Egalement, le temps d’extraction joue un rdle capital sur le rendement de D’extrait.

(http://www.jnsciences.orq).

d. Le rapport solvant/solide (ratio)
Il définit le rapport de la masse de la plante en poudre qui sera mélangée a la quantité
(volume) du solvant utilisé pour la mise en ceuvre du procédé d’extraction. Ce rapport est un

facteur influent sur I’atteinte de 1’équilibre de transfert des solubles.

e
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3.4.2. La filtration

La filtration est une technique de séparation qui permet de séparer un constituant solide
mélangé a un constituant liquide. Cette opération est beaucoup plus rapide que la sédimentation:
elle est donc plus utilisée.

3.4.3. La distillation sous vide

Un évaporateur rotatif est un appareil de laboratoire utilisé généralement en chimie
organique pour évaporer rapidement des solvants aprés avoir été utilisés dans une extraction ou
dans un milieu réactionnel. Le plus souvent, I'évaporation du solvant est menée sous pression
réduite (afin d'accélérer I'étape) que I'on obtient au moyen d'une trompe a eau ou d'une pompe a
vide. L'évaporateur rotatif est souvent appelé, par abus de langage, Rotavapor ou "Bichi" (noms
de deux marques trés courantes) (Figure 3.14).

Il est composé de plusieurs parties :
v un réfrigérant en spirale, équipé d'une prise de vide et d'un robinet pour casser le vide,
v un ballon de recette pour le distillat, situé dans la partie basse du réfrigerant,
v un moteur, qui assure la rotation du ballon évaporateur (en forme de poire), par
I'intermédiaire d'un tube rotatif d'admission des vapeurs. Le ballon évaporateur contient la solution
dont on doit chasser le/les solvant(s),
v un bain marie, chargé de chauffer le ballon évaporateur (car I'évaporation est un

processusendothermique). (https://wiki.scienceamusante.net/index.php?title=% C3%89vaporateur)

Ballon de
récupération

www.lachimie f
I 1

Figure 3.14: Schéma d’un évaporateur rotatif.

3.4.4. La lyophilisation
C’est un procédé de déshydratation qui consiste a I’¢limination de I’eau par sublimation, le
principal avantage de cette technique est la qualité supérieure du produit final. Donc le produit

préalablement congelé a basse température et placé dans une enceinte sous vide (-53°C),

o
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I’abaissement de la pression du point d’équilibre sur la courbe de tension de vapeur de 1’eau
entraine une sublimation de la glace. c.a.d. I’eau a I’état glace s’¢élimine sous forme de vapeur sans
passer a I’état liquide.

Les étapes de lyophilisation:
. Congélation : le produit est congelé cela fournit une condition nécessaire pour un séchage
a basse températures (-53°C).
o Sublimation (dessiccation primaire) : le produit est placé sous vide et vaporisé sans passer
a I’état liquide.
. Dessiccation secondaire : qui consiste a soumettre le produit a la température la plus élevée
possible et la pression la plus basse pour arracher les molécules d’eau adsorbées. (Farzaneh

Shishehgarha, 1999).

3.5. La réfractométrie

La réfractométrie est une technique qui vise a déterminer la partie réelle de l'indice de
réfraction d'un matériau. L'instrument de laboratoire ou de terrain utilisé est le réfractométre. La
plupart des modeles courants effectuent une mesure de I'angle limite de réfraction et déduisent
ensuite l'indice de réfraction de I'échantillon. L'indice est calculé a partir de la loi de Snell-
Descartes et peut aussi étre estimé a partir de la composition de la matiere a l'aide de la loi de
Gladstone .https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9fractom%C3%A9trie.

3.6. Dosage des polyphénols totaux par réaction a base du Folin Ciocalteu
Les polyphénols totaux sont en général déterminés par utilisation de la méthode de Follin-
Ciocalteu, I’acide gallique est globalement utilise comme standard (Singleton-Rossi, 1965).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxyde bleu tungungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon, 1968).
La coloration produite, dont I’absorption maximum a 725 nm, est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits obtenus (Boizot et Charpentier, 2006).

3.7. Activité antioxydante
3.7.1. Stress antioxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de
production des espéces réactives de I’oxygene (ERO) et ceux qui sont responsables de leur contrdle

et élimination (Sayre et al., 2008 ; Bloomer et al., 2008 ; Browne et al., 2008 ;Power et al.,

]
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2010). Ce déséquilibre peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est surmené par
I’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport et/ou

de production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008).

Les radicaux libres et les espéces fortement réactives de I'oxygene sont présents dans des
systemes biologiques d'une large variété de sources. Ces radicaux libres peuvent oxyder les acides
nucléiques, les protéines, les lipides ou I'ADN et peuvent lancer la maladie dégénérative. Les
antioxydants sont des composés qui peuvent retarder, entraver ou empécher l'oxydation des
composeés sensibles par différents mécanismes comme les radicaux libres, les enzymes pro-
oxydantes ou chélation des ions métalliques actifs en fonction de la nature des agents oxydants
(Nordberg et Arner, 2001). D’origines diverses, ils peuvent étre produits dans I’organisme, ou

étre apportés par I’alimentation ou bien issus d’une synthése chimique (Tamimi et al., 2002).

Les Plantes sont des sources d’antioxydants naturels comme la vitamine C, la vitamine E,
les caroténoides et les acides phenoliques. Les antioxydants des plantes sont hydrosolubles
(Hayouni et al., 2007).

3.7.2. Actions des antioxydants

Les défenses antioxydants sont extrémement importantes et représentent I'élimination directe
des radicaux libres, fournissant ainsi une protection maximale aux sites biologiques. Un bon
antioxydant doit :
v Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres
v Chélater des ions de métaux de transition d’importance biologique capables de promouvoir
la production des radicaux libres par la réaction de Fenton
v Interagir avec d’autres antioxydants et dans la mesure du possible les régenérer
v Capable de stimuler la synthése des enzymes antioxydants et inhiber I’activité des enzymes
pro-oxydants
v Avoir un effet positif sur I’expression génique
v Etre rapidement absorbé

v Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les fluides

biologiques ;
v Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire (Valko et al.,
2006).




Présentation des aspects techniques acquis

3.7.3. Différents types des radicaux libres
Un radical libre est une espéce caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant fort,
il se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche électronique la plus

externe.

Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de

ces composés qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux
primaires a savoir : ’anion super oxyde (02 °-), le radical hydroxyle ("OH), le monoxyde d'azote

(NO"), le radical peroxyle (ROO") et le radical alkoxyle (RO").

3.7.4. Méthodes de tests des antioxydants

De nombreuses méthodes ont été développées pour évaluer I’activité antioxydante des
extraits naturels. Ces méthodes different entre elles en termes de meécanismes de réaction,
substrat et antioxydant, états des réactions et la forme dont sont exprimes les résultats (kholkhal,
2014 ; Chikhi, 2014). De nombreux facteurs entrent en jeux, en effet, la méthode choisie est
fortement liée aux parameétres réactionnels: le solvant, le temps de réaction et le pH, etc.
(Magalhaes et Coll., 2008).

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique
qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. Les plus répandues sont: Piégeage
du radical superoxyde (Oz--), Piégeage du peroxyde d’hydrogene (H20-, scavenging activity), de
I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle (OH), le test par DPPH, le test ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), le test mesurant I’activité¢ antioxydante au moyen de caroténoides,
piégeage du ABTS (2,2’-azynobis- [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), la réduction de fer:
FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), ....ect. Afin de choisir la bonne méthode, il faut savoir

ce que I’on va mesurer et évaluer.

3.7.4.1. Test de réduction du radical 1,1-diphényl 1-2-picrylhydrazyle (DPPH)

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut I'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure activité antioxydant des composes
phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995).

La réduction du radical DPPH (Figure 3.15) par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517nm provoquée

par la présence des extraits phénoliques. Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque

o
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I’électron célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des composés
phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.

Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de

différentes substances phénoliques des extraits (Molyneuxs, 2004).

NO,
Ph
ON N—N
Ph

NO,

Figure 3.15 : Structure du radical stable DPPH® (Molyneuxs, 2004).

Ce test, largement utilisé, est rapide et facile a réaliser; il permet de comparer un grand
nombre de composés. De plus, contrairement aux autres tests, les conditions utilisées (solvants
organiques et faible température) évitent 1’auto-oxydation des molécules testées. Les résultats
peuvent étre exprimés en pourcentage de réduction de DPPH, pour une concentration en

antioxydant donnée et en un temps donné.

L’EC50 (concentration en antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % la concentration
initiale en DPPH) calculée pour chaque antioxydant permet de les classer entre eux. Plus ’'EC50

est petite, plus la molécule est antioxydante (Portes, 2008).
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4.1. Matériel végetal
Le matériel végeétal utilisé est représenté par la flore Algérienne Rosmarinus Officinalis L.
et les sarments de la vigne, les deux plantes ont été récoltées en octobre 2018, dans la willaya de

Guelma.

Le séchage des plantes a été effectué naturellement a ’abri de la lumiere, du soleil et de

I’humidité pendant quatre mois. Aprés le séchage, les plantes ont été finement broyées puis

stockées dans des boites opaques jusqu'a leur utilisation au niveau de 1’université de Guelma 08

\

mai 1945 (Figure 4.1).

Figure 4.1: La poudre de romarin et de la vigne.

4.2. Broyage des deux plantes

Pour cela, nous avons utilise le broyeur POLYMIX PX-MFC 90D du centre LCA (Figure
4.2) dans lequel on a fait passer notre produit découpé auparavant en petits morceaux, la vitesse a
été réglée a 3000 tr/min pour obtenir une poudre pas trop fine afin de faciliter le procédé de

filtration par la suite.

Figure 4.2: Le Broyeur POLYMIX.
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La poudre ainsi obtenue est conservée dans une boite pour éventuelles extractions.

4.3. Procédé d’extraction de polyphénols a partir de poudres obtenues
4.3.1. Type de solvant

Pour le solvant d’extraction, notre choix s’est porté sur 1’éthanol pour sa disponibilité, sa
non toxicité et du fait qu’il soit toléré par notre organisme, vu que certains le consomment

comme boisson (alcool). Certains auteurs affirment qu’il donne en outre un bon rendement.

(Sadou S.1.2018) ;(Kribes O.,Larafa M .2018).

Vu I’importance de 1’eau dans ’extraction des produits polaires, un rapport eau/éthanol:
50%-50% a été pris pour chaque extraction. Afin d’aboutir a un rendement meilleur un travail
antérieur basé sur les facteurs: température, durée d’extraction et le paramétre ratio qui est le
rapport solvant-solide a été effectué et a abouti aux meilleures paramétres d’extraction de ces
deux plantes, qui sont les suivants: une température de 54°C, une durée d’extraction de 11

minutes et un ratio de 40 ml/g. (Sadou S.1.,2018) ;(Kribes O. et Larafa M .2018).

Dans cette étude, nous avons realisé deux extraits en respectant les parametres cités
précédemment (Tableau 4.1), le premier extrait concernent le romarin alors que le deuxieme

extrait concernent les sarments de la vigne.

Tableau 4.1: Paramétres d’extraction des 04 extraits réalisés.

Numéro de extrait | Quantité de poudre | Ratio en Température en (°C) | Temps en (min)
en (9) (ml/g)
01 4 40 54 11
02 4 40 54 11
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% Protocol
Nous avons proceéde comme suit :
- a I’aide d’une éprouvette graduée, prélever le volume d’eau distillée et d’éthanol qu’on
introduit dans un ballon,
- peser la quantité de chaque matiére (poudre) grace a la balance de précision, sachant que
le bain marie est en huile de silicone,
- ajuster le chauffage de la plaque pour atteindre la température voulue au sein du bain,
- raccorder grace a un support un systéme de refroidissement,
- régler I’agitation a 1000tr/min et lancer le chronometre,
- vérifier la température de temps a autre durant tout le procedé,
- une fois le temps €écoulé, arréter I’agitation et récupérer le mélange qui va passer a la

filtration.

4.3.2. La filtration

Le mélange récupére est filtré a travers un entonnoir a plaque filtrante en utilisant une fiole
a vide. Le filtrat (liquide) obtenu va ensuite passer a une distillation dans un évaporateur rotatif
(Figure 4.3).

Figure 4.3 : Le montage de filtration.

4.3.3. Ladistillation sous vide

Notre extrait est mis dans un ballon a rotavap (Figure 4.4), le ballon introduit dans un
bain ne dépassant pas une température de 40°C et en créant un vide prés de 20 mbar. Ainsi la
phase organique est évaporée, condensée au niveau du systeme de refroidissement et récupérée

dans le ballon de récupération. A la fin notre extrait est dépourvu d’éthanol.

j
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Figure 4.4 : Le montage de la distillation sous vide avec le rotavap.
4.3.4. La lyophilisation
C’est une technique qui consiste a extraire 1’eau contenue dans les substances organiques
ou minérales par interaction des techniques du vide et du froid. Le produit préalablement congelé
a basse température a été placé dans une enceinte sous vide (-20°C) et I’ecau a 1’état glace s’est

éliminée sous forme de vapeur sans passer a 1’état liquide.

La durée de lyophilisation a varié de 48h a 72h. La lyophilisation a été réalisée au
laboratoire de chimie appliquée avec le lyophilisateur alpha 2.5L MANIFOLD (Marque Christ)
(Figure 4.5).

Le produit est enfin récupéré sous forme de poudre généralement non homogene (Figure
4.6). Cette poudre a alors €té écrasee est pesée grace a la balance de précision (Figure 4.7) et

conservée au réfrigérateur pour éventuelles analyses.

Figure 4.5 : Lyophilisateur. Figure 4.6. Produits obtenus apres lyophilisation.

E
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Figure 4.7: La pesée du produit sur la balahe.

4.4. Dosage des composés phénoliques totaux: Le test TPC

Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de Folin—ciocatleu. Cette réaction
développe une coloration bleue qui est proportionnelle au taux des composés phénoliques qui
peut étre dosée par spectrophotométrie UV-VIS de type Shimatzu1800 (Annexe A3).

Pour s'assurer que les résultats soient fiables, la lecture de 1’absorbance de chaque composeé
phénolique a été réalisée en triplicata, la moyenne des trois densités optiques mesurées a été
déterminée. Ce dosage a été effectué au centre de recherche, laboratoire de chimie appliquée
(LCA) de Guelma.

4.4.1. Principe

Comme il a été évoqué préecédemment, le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur
jaune constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPMo12040). Cet essai est basé principalement sur la réduction du réactif
acide phosphotungstique phosphomolybdique (réaction de Folin) dans une solution alcaline
(Vuorela., 2005). La coloration produite, dont l'absorption maximum est a 725 nm, est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

Brievement, les extraits ont été ajoutées au réactif de Folin-Ciocalteu dilué, les solutions
ont été mélangées et incubées pendant quelques minutes. Aprés incubation, une solution de
Bicarbonate de Sodium Na,COs; a été ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé
pendant 2 heures dans I’obscurité a température ambiante. L.’absorbance de tous les extraits a été

mesurée par un spectrophotometre UV-Vis.
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4.4.2. Mode opératoire
Le contenu des composés phénoliques de nos extraits est estimé par la méthode de Folin -
Ciocalteu (Adesegun et al., 2007). Pour chaque extrait on a procédé de la sorte :
o 250ul d'extrait de I'échantillon,
o 500ul d'une solution de bicarbonate de sodium (0.01M),

. Ajouter 4ml d’eau distillée,
o 250ul du réactif de Folin Ciocalteu (dilu¢ 50% avec de 1’eau distillée)
o Incuber pendant 25 min a une température ambiante
o Lire I'absorbance a 725 nm,
o Le total des composés phénoliques est déterminé selon I'équation :
T=C.VIM 4.2)

T : Représente le total des composés phénoliques (g Equivalent Acide Gallique/100 g de matiere
séche de la plante).

C : Concentration d’extrait éthanolique équivalente a 1’acide gallique, obtenue a partir de la
courbe d'étalonnage (mg/ml).

V : le volume d'extrait éthanolique (ml).

M : poids de la matiere seche de la plante (g).

4.4.3. Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de
la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique et exprimée en
milligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec de la plante ou 100 g de la

matiére séche de la plante.

Figure 4.8 : La mise en solution des extraits.
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Figure 4.9 : La mise du Folin. Figure 4.10 : Aprés la mise du Folin.

4.5. Activité antioxydante des extraits hydro alcooliques

La capacité du composé phénolique a piéger les radicaux libres, en leur transférant son
atome d'hydrogene est le facteur clé de I’activité antioxydante de ce type de molécules. Selon les
connaissances actuelles, le mécanisme de transfert d’atome d’hydrogene (TAH) est le
mécanisme qui intervient principalement dans les réactions des radicaux avec les polyphénols.

Le mécanisme TAH correspond a la dissociation homolytique d'une liaison O-H.

4.5.1. Test DPPH

Le radical libre DPPH a permis I’estimation de ’activité antioxydante des composés isolés
et identifiés, c’est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune quand il est
capté par les produits polyphénoliques testés. L’intensité de la couleur jaune refléte la capacité
anti radicalaire de la molécule, et dépend de la nature, la concentration et la puissance de cette
molécule (Madi., 2010).

4.5.2. Principe

La réduction du radical liore DPPH’ (2,2'-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de I'absorbance a 517
nm provoquée par les antioxydants (Molyneux, 2004). En présence des piégeurs de radicaux
libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1
picryl hydrazine de couleur jaune (Maatouiet al., 2006), voir la (Figure 4.11).
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DPPH + AH DPPH-H + A
NO, NO,
. H
O;N N—N + A-H——> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure 4.11: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo, 2012).

4.5.3. Mode opératoire

L’activité antiradicalaire de cet extrait est mesurée selon la méthode décrite par (ES -
Safi et al., 2007).
. 2,5ml de I’extrait a tester
. 2,5ml d’une solution méthanolique de DPPH (0.004%)
. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a
517nm apres 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante.
o Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard; 1’acide
gallique dont 1’absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions que 1’échantillon et pour
chaque concentration, le test a été répété 3fois pour plus de fiabilite.

. L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

%d’activité antiradicalaire = [(Abs contréle — Abs échantillon)/Abs contréle] x 100 (4-2)

Abs: absorbance

J La valeur de ’EC50 est déterminée graphiquement par la régression linéaire.
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4.6. Méthodes d’analyses effectuées au niveau de la conserverie CAB
Pour assurer la qualité et la stabilit¢ du produit fini, des échantillons sont prélevés

régulierement le long de la chaine de production.

4.6.1. Analyse de la tomate
4.6.1.1. Le poids

La mesure du poids permet de vérifier si le remplissage a été fait convenablement. Elle
s’applique sur le produit fini, a ’aide d’une balance (Figure 4.12) préalablement tarée avec une

boite vide.

Figure 4.12 : Balance électrique.

4.6.1.2. La température

On mesure la température de tous les échantillons avec le thermométre (Figure 4.13) pour
le produit fini (boite apres refroidissement). On mesure la température de la boite remplie (a la
surface) et au centre de la boite. On nettoie la sonde de ’appareil, et on I’introduit dans le produit
a analyser, sans mouiller le corps de I’instrument ni le poignet de la sonde. On attend que la

valeur soit affichée et stabilisée sur 1’écran, c’est cette valeur qui sera prise en considération.

Figure 4.13 : Mesure de température.
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4.6.1.3. Le brix
Il se fait a P’aide du réfractometre, et il détermine le taux de matiere séche dans

I’échantillon (la concentration).

Le réfractomeétre digital LR-02 (Figure 4.14) est le fruit récent de la technologie dans le
domaine de 1’analyse de laboratoire, et il est destiné exclusivement a la mesure en continu de
I’indice de réfraction, et donc de la concentration des produits liquides.

Avant de prendre la mesure, il faut bien homogénéiser le produit, on étalonne avec de I’eau
distillée, et on laisse une a deux minutes. Avec une spatule propre et seche, on met une quantité
sur le prisme, puis on effectue plusieurs mesures, et on considére la valeur moyenne. On retire la
tomate, et on étalonne de nouveau avec 1’eau distillée.

Pour la continuité de nos analyses du brix au niveau du laboratoire pédagogique du

département de Génie des procédés, un autre type de refractometre a été utilisé (Figure 4.15).

Figure 4.14 : Réfractométre digital Figure 4.15 : Réfractometre.

46.1.4. Le pH
C’est le potentiel hydrogene de I’échantillon. 1l traduit, le caractére plus ou moins acide du

produit. Il est mesuré a la température de 20°C a 1’aide d’un pH métre (Figure 4.16) étalonné
avec étalons, et est appliqué sur tous les échantillons prélevés.

» On essuie la sonde avec du papier, et on I’introduit dans 1’échantillon.

» On appuie sur la touche ON/OFF et attend que la valeur qui s’affiche sur 1’écran se

stabilise avant de la relever.
» On éteint avec la méme touche, et on range la sonde dans la solution de conservation

apres 1’avoir nettoyée.
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Figure 4.16 : Mesure de pH.

4.6.1.5. La couleur

Préparation de I’échantillon

On dilue I’échantillon a 12,5 (le brix) avec I’eau distillé. Lorsque le brix de I’échantillon

est inférieur & 12,5, on ne le dilue pas.

Figure 4.17 : Colorimetre.

Prise de la couleur par colorimétrie

On fait les opérations suivantes :
» Remplir le bécher en verre, en contrdlant qu’il n’ya pas de bulles d’air dans la solution.
» Placer le bécher sur le porte d’échantillon.

> Lire les valeurs affichées.

4.6.1.6. La viscosité (Bostwick)
Le consistométre bostwick (Figure 4.18) est une tble en métal, pliée, tout au long de
laguelle une guillotine sépare la cellule port échantillon du parcours de mesure. Le parcours a

d’habitude une longueur de 24 cm.
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Figure 4.18: Consistometre.

La mesure se fait a une température ambiante de 20°C. On bloque la cellule porte
d’échantillon du viscosimeétre, et on remplit pleinement avec la tomate de brix 12,5. On débloque

brusquement. Ceci permet d’évaluer la consistance du produit qu’on est en train d’analyser.

4.6.1.7. L acidité

Le but de cette analyse est de mesurer approximativement la teneur totale du produit en
acides naturels par un dosage basique avec de 1’hydroxyde de sodium a 0.1M en présence de
phénolphtaléine.

Mode opératoire

On pése 10 g de produit dans un bécher en verre (Figure 4.19),

On ajoute 100 ml d’eau distillée,

On agite bien le mélange et on le transvase dans une fiole de 200 ml,

On ajuste a 200 ml avec de I’eau distillée,

On agite encore puis on filtre (Figure 4.20),

On préléve 50 ml du filtrat, on les met dans un bécher de 1 litre,

On dilue avec 300 ml d’eau distillée, et on met deux a trois gouttes de phénolphtaléine,

On titre avec la soude (NaOH) jusqu'a changement de la teinte rose persistant,

AN N NN Y U N NN

On met en marche I’agitateur, et on ajoute goutte a goutte de la soude a 1’aide d’une
burette, (Figure 4.21)

<

Lorsqu’il y’a un changement de couleur, on ajoute une goutte et on arréte,

<

On note le volume versé de la soude v,

v Grace a la formule ci-dessous on calcule 1’acidité.

Acidité= (1400*v)/ (50*brix) (4-3)
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Figure 4.20: Filtration. Figure 4.21 : Titrage avec NaOH.

4.6.1.8. Le test de stabilité

Le test de stabilité consiste a comparer les boites incubées dans une étuve avec un témoin.
S’il y a des variations de la couleur, de la consistance ou du pH d’au moins de 0,5, le produit
sera soumis a des analyses microbiologiques afin de déterminer la cause de ces modifications.

Dans le cas échéant, le lot peut étre livré a la commercialisation.

On met deux échantillons du produit fini dans une étuve durant 20 jours a une température
comprise dans I’intervalle de 30°C a 32°C. Un troisieme échantillon a la température ambiante
de 20 a 25 °C. On fait revenir la température des deux échantillons a la température ambiante de
20 a 25°C. On mesure le pH des trois échantillons.

4.6.2. Analyse de I’eau

Les parametres a contrbler dans 1’eau sont: pH, Conductivité, Dureté, Alcalinité,
Chlorures, Fer, Manganeése et le Chlore libre.

Ces différentes analyses sont effectuées dans un autre laboratoire au sein de la Conserverie
de Ben Amor, un laboratoire différent du laboratoire auquel on a été affecté, uniqguement les

résultats d’analyses nous sont délivrés.
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5.1. Introduction

A partir des tiges de Vitis vinifera et des feuilles de Rosmarinus officinalis, deux extraits
ont été obtenus, Les principales analyses effectuées sur ces extraits consistaient en la
détermination de la quantité de polyphénols totaux et de confirmer la bonne activité biologique
ciblée par notre étude qui est ’activité antioxydante de ces deux plantes. Pour cela, nous avons
déterminé une analyse quantitative des polyphénols totaux (TPC) présents dans les sarments de
la vigne et les feuilles de romarin et nous avons egalement effectué le test d’activité

antioxydante par DPPH pour les deux extraits obtenus.

5.2. Extraction des polyphénols

Les extractions des polyphénols a partir des tiges de Vitis vinifera et des feuilles de
Rosmarinus officinalis, ont été réalisées en mettant 4g de matiere seche de chaque plante dans
un ballon avec I’ajout de 1’éthanol (50%). Les mélanges ont été mis dans un bain d’huile avec
une vitesse d’agitation de 1000 tr/min.

Le procédé d’extraction a été réalisé en respectant les paramétres d’extraction mentionnes

sur le tableau (5.1):

Tableau 5.1: Les paramétres d’extraction.

Température (°C) Temps (min) Ratio (ml/mg)
54 11 40

5.3. Calcul du rendement d’extraction
Pour les deux plantes, le rendement d’extraction a été calculé a partir de 1’équation

(5-1) et les résultats obtenus sont donnés dans le tableau (5.2).

R% = (Poids de I’extrait obtenu) / (poids de la plante utilisée)*100. (5-1)
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Tableau 5.2: Poids des extraits obtenus aprés lyophilisation et leur rendement.

Essai Extrait Poids de I’extrait Rendement
Solide (g) (%)
1 Vitis vinifera 0,298 7,45
2 0,320 8
3 Rosmarinus 1,093 27,32
4 officinalis 1,028 25,7

5.4. Dosage des polyphénols totaux

L’estimation quantitative des polyphénols totaux en équivalent d’acide gallique, des
extraits hydro alcooliques des sarments de Vitis vinifera et des feuilles de Rosmarinus
officinalis, a été realisée par la méthode de Folin Ciocalteu (Adesegun et al., 2007). L’acide

gallique a été utilis¢ comme standard et ’absorbance a été lue a une longueur d’onde de 725 nm.

Les polyphénols, classe des métabolites secondaires, sont majoritairement extraits par des
solvants de moyenne a forte polarité. Parmi ces solvants, nous avons choisis celui qui présente
une polarité moyenne a savoir 1’éthanol ainsi que 1'eau dont la polarité est la plus ¢levée. L’acide
galligue a été utilisé comme standard pour tracer une courbe d’étalonnage a différentes
concentrations variant de 0 a 0,Amg/ml. Les quantités des polyphénols correspondantes ont été
rapportées en grammes équivalent de 1’étalon utilisé par gramme de matiére séche de la plante (g

Equivalent Acide Gallique /g de matiére seche de la plante) (mg EGA/ g MS).

5.4.1. Calcul des polyphénols totaux
Les gammes de concentration d’acide gallique utilisées pour le dosage des polyphénols et
les absorbances respectives a 725 nm, nous ont permis d’aboutir a I’équation (5-2) avec laquelle

on a pu determiner la teneur en polyphénols totaux des extraits:
y=0.005x + 0.0242 (5-2)

Ou: vy est I’absorbance,

X est la concentration d'acide gallique (mg/ml).

Le facteur de régression obtenu était de 0990 (Figure 5.1).
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Figure 5.1 : Courbe d’étalonnage en termes d’acide gallique.

5.4.2. Les résultats expérimentaux par TPC

La quantité de polyphénols totaux obtenue pour chaque plante est donnée dans le tableau

(5.4).

Tableau 5.4: Quantité de polyphenols en terme de TPC.

Romarin

Vigne

TPC (mg EGA/g) 266,22

779,29

5.5. Evaluation de Pactivité antioxydante des extraits de romarin et de sarments de vigne

Une fois les extraits obtenus, il fallait étudier leur activité biologique ciblée par notre étude

qui est l’activité antioxydante afin de mettre en exergue les considérations théoriques et

expérimentales publiées par d’autres auteurs.

5.5.1. Test de P’activité antiradicalaire

L’activité antioxydante des sarments de Vitis vinifera et des feuilles de Rosmarinus

officinalis, vis-a-vis du radical libore DPPH a été évaluée spectrophotométriquement a 517 nm

en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a

la couleur jaune autrement dit le suivi de sa cinétique de décoloration. Pour cela nos extraits ont

été préparés dans 1’éthanol a 96% de telle facon a obtenir une concentration de Img/ml. La

3
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solution mere de DPPH a subit une série de dilution pour obtenir une gamme de concentration
allant de 10 a 350 pg/mi

Un volume de 50 pl de nos extraits exprimes en mg/ml est ajouté a 1,950 ml de la solution
méthanoique du DPPH (0.025 g/l) fraichement préparée. La mesure de la décoloration a 517 nm

correspondante a la réduction des radicaux du DPPH dans le milieu réactionnel et dont

ou 0,01 & 0,35 mg/ml (cas des plantes médicinales).

I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que 1’échantillon testé.

5.5.2. Détermination de ’EC50

La valeur de ’EC50 exprimée en micro grammes/ml a été¢ déterminée graphiquement a
partir de la courbe de régression de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de

I’échantillon testé. Les résultats obtenus du test DPPH sont données sur les Figures (5.2) et (5.3).
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Figure 5.2 : Courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH pour I’extrait de romarin.
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Figure 5.3: Courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH pour I’extrait de la vigne.
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La figure (5.2) représente le pourcentage d’inhibition de DPPH pour I’extrait de romarin,
alors que la figure (5.3) représente le pourcentage d’inhibition de DPPH pour extrait des

sarments de Vitis vinifera.

Les résultats obtenus de ’EC50 sont présentés sur le tableau (5.5). La forte activité anti
radicalaire signalée pour les extraits étudiés peut étre attribuée aux fortes teneurs en composés
phénoliques, trés connus par leur capacité de piégeage des radicaux libres rapportant que les
polyphénols sont des donneurs efficaces d'atome d'hydrogene au radical DPPH en raison de leurs

structures chimiques idéales.

Tableau 5.5: Evaluation de I’activité antioxydante des 02 extraits en termes de DPPH.

Romarin Vigne

EC50 (ug/ml) 7,02 1,52

5.6. Etude chromatographique des 2 extraits
Pour avoir une idée sur les composés majoritaires présents dans nos deux extraits obtenus a
partir des deux plantes etudiées, ces extraits bruts ont été analysés par HPLC. Les analyses ont

été faites par appareil de type Agilent 1260 Infinity au niveau du laboratoire de CRAPC.

5.6.1. HPL C Analytique

Pour Analyse par HPLC une HPLC-DAD de type Agilent Infinity, série 1260 avec
Détecteur a barrettes de photodiodes a été utilisée (Annexe A4). La séparation
chromatographique a été effectuée sur une colonne Bischoff Prontosil C18 (250 x 8 mm, 5 um

diametre de particule) thermostatée a 25°C.

Les phases mobiles utilisées étaient 1’cau extra pure acidulée avec acide acétique a 0,5%
et le solvant organique était du méthanol grade HPLC. L’analyse a été effectuée avec un
gradient couramment utilise au niveau du CRAPC, étalé sur une durée de 60 minutes. Le volume

d'injection étant de 20 ul pour tous les échantillons préparés a une concentration de 1mg/ml,

Nous représentons dans la Figure (5.4) le chromatogramme HPLC de I’extrait du
romarin a 360 nm et dans la figure (5.5) le chromatogramme HPLC de 1’extrait des

sarments de vigne a 306 nm.

E
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Figure 5. 4: Chromatogramme HPLC de I’extrait de Romarin
a 360 nm Tr = 29,4 min pour le composé majoritaire.
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Figure 5.5 : Chromatogramme HPLC de I’extrait de sarment de vigne
a 306 nm ; Tr = 28,9 min pour le composé majoritaire.
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Apres comparaison avec la littérature, on pourra supposer que les 02 pics majoritaires sont
’acide rosmarinique pour I’extrait de romarin et le trans-resveratrol pour I’extrait de sarment de
vigne. Ca reste a confirmer une fois on aura les standards des deux composeés cités en vérifiant la
concordance entre leurs temps de rétention et leurs maximum d’absorption a 1’état pure et dans

I’extrait brut.

D’aprés les chromatogrammes obtenus, on remarque que cette extraction sélective nous

permettra de purifier ces deux composés et les utiliser comme standards ultérieurement.

5.7. Tentative de valorisation des deux extraits dans le domaine de conservation de produits
agro-alimentaires.

Premiére étape achevée (préparation des deux extraits et confirmation de leur bonne
activité biologique), il fallait penser a la valorisation de ces extraits obtenus en les utilisant
comme conservateurs dans n’importe quel produit agro-alimentaire. Nous avons alors réussi a
décrocher un stage au niveau de la conserverie de Amor Ben amor de Guelma (El Fedjoud))
CAB, et donc la proposition était d’utiliser les extraits de romarin et de la vigne élaborés comme

conservateurs dans la tomate concentrée et de les comparer avec ceux de synthése déja utilisés.

5.7.1. Analyse physico chimique de conserve de tomate: CAB

Dans un premier temps on a débuté notre stage par un suivi complet du procéedé de
fabrication de concentré de tomate dans la CAB, en commencant par la pesée des tomates
fraiches, leur triage, découpage, broyage, en passant ensuite a leur traitement thermique, la
concentration, la pasteurisation et enfin le remplissage et le stockage pour commercialisation,

tous les détails ont été indiqués dans le troisiéme chapitre.

On a effectué les différentes analyses physico-chimiques disponibles au niveau de la CAB
sur les pates de conserves de tomates aux trois concentrations connues: 22%, 28% et 36%,

successivement et les résultats obtenus sont présentés sur le tableau (5.6).

Tableau 5.6 : Les résultats d’analyses physico-chimiques des différents concentrés de tomate.

Echantillons Poids Brix T (°C) | Viscosité | Acidité L alb
(9)

CT 409 23.20 30.4 8.00 7.81 23.22 1.90

DCT (Zahra) 416 29.29 28.9 8.9 7.77 24.09 2.01

TCT (locale) / 36.35 / 6.90 6.52 24.14 2.01

TCT (chine) / 37.78 / 7.00 7.43 25.38 2.21
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L étant la luminosité et a/b le taux de rouge absorbé par rapport au jaune.

On a remarqué que les valeurs du Brix, de la viscosité, de I’acidité, de la luminosité et du
coefficient a/b sont bien comprises dans les normes requises pour la fabrication de concentré de
tomate (Annexe A5).

5.7.2. Analyse physico chimique de conserve de tomate: CAB avec ajout des 2 extraits

Dans le but de mettre en évidence le role antioxydant des deux extraits de plantes
élaborés dans le domaine agro-alimentaire, on devait les ajouter, au concentré de tomate double,
la plus consommée en Algérie. On a alors effectué les mémes analyses physico chimiques
mentionnées précédemment mais avec I’ajout de nos extraits a différentes concentrations, et les
résultats obtenus sont présentes dans le tableau (5.8) pour I’extrait du romarin et dans le tableau

(5.9) pour I’extrait de sarment de vigne.

Que Poids
I'extrait | d’extrait Brix | T(°C) | pH [|Acidité |Viscosité | a/b L
(mg) (9)
10 29,32 | 16,8 4,18 7,79 8,9 1,97 | 23,89
25 29,34 | 16,8 4,19 7,68 8,8 1,95 | 23,88
Romarin 75 416 | 29,37 17 4,15 7,59 8,9 1,92 23,8
100 29,39 | 17,05 | 4,18 7,74 8,8 1,96 23,6
200 29,39 | 17,1 4,18 7,6 8,8 1,94 | 23,75

Tableau 5.8: Résultats d’analyses physico-chimiques du DCT apres ajout de I’extrait de Romarin.

Tableau 5.9: Résultats d’analyses physico-chimiques du DCT aprés 1’ajout de ’extrait de vigne.

Qtté

lextrait | dextrait | "2% | Brix |T(°C)| pH |Acidité |Viscosité | a/b L
(mg) (9)
10 2031 | 16,8 | 417 | 779 | 89 | 1,98 | 24,00
25 2030 | 16,8 | 419 | 7,68 | 88 | 1,95 | 23,88
Vigne 75 416 | 29,40 | 17 | 418 | 759 | 89 | 1,92 | 238
100 2039 | 17,05 | 420 | 7,74 | 88 | 196 | 23,6
200 2035 | 17,1 | 420 | 7.6 88 | 1,94 | 2375

D’apres les résultats d’analyse obtenus, on a remarqué que I’ajout de nos deux extraits a
différentes concentrations, n’avait aucun effet sur les propriétés physico-chimiques de la tomate
conserve, que le concentré de tomate était bien protégé et sans ’ajout d’additifs. Le plus

étonnant est que I’ajout de nos 2 extraits bien connus et confirmés par leur activité antioxydante
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n’avait pas vraiment effet sur le pH de tomate, critére clé pour conservation de tomate (Figures

5.6 et 5.7).
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Figures 5.6 : Histogramme de I’extrait de vigne.
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Figure 5.7 : Histogramme de I’extrait du romarin.

On a mesuré également les pH des divers concentrés de tomates, et les valeurs obtenues

sont données dans le tableau (5.10). Ces valeurs de PH étaient un peu contrariantes, en effet on a

trouvé que I’acidité de la tomate double concentré (Brix de 28% : pH= 4,15) était supérieur a
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celle du triple concentré (Brix de 32% : pH: 4,19) (Figure 5.8) et les 3 valeurs de PH trés
inférieures a celle de la tomate naturelle variant dans un intervalle de 4,5 - 4,6. (Tableau 5.10).

Tableau 5.10 : Variation du pH des différents concentrés de tomate.

d’échantillons pH
CT 4,16
DCT 4,15
TCT 4,19
Tomate naturelle 45-46
4.22
4.2 4719
4.18
4.116
%_ 4.16 475
4.14
412
4.1
CT DCT TCT

Type de tomate concentré

Figure 5 .8 : Courbe de pH des différents concentrés de tomate.

Les questions qui se posaient en elles méme alors: POURQUOI, COMMENT et avec quoi

Comme réponse au pourquoi, On a pu trouver qu’il ya forte relation entre la tomate et
I’acidité du fait que la plupart des microorganismes, ont besoin d’air pour vivre. La mise en
conserve (sous vide) inhibe tous ces microorganismes sauf une bactérie nommée Clostridium
botulinum. Pour cela, le pH de la tomate mis en conserve doit étre plus petit que 4,6 pour
que Clostridium botulinum, une dangereuse bactérie, cesse de croitre. C’est la valeur de

référence assurant des aliments sécuritaires.
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Egalement, pour répondre au comment, notre recherche n’était pas aussi difficile. En effet,
dans le cas des tomates, elles ont un pH d’environ 4,6 (tout dépend de la variété de la tomate). Il
vaut mieux leur rajouter un ingrédient acide, comme du jus de citron ou un autre agent acidifiant

de synthese pour assurer la conservation (inhibition de Clostridium botulinum).

Le tableau suivant indique la quantité d’acide a ajouter selon le volume du bocal avec deux
options d’ingrédient acide: jus de citron ou acide citrique (http://www.nospetitsmangeurs.

org/faire-ses- conserves-de-tomates).

Tableau 5.11 : Quantité d’acide a ajouter selon le volume du bocal avec deux acides.

Volume du bocal Quantité a ajouter
(L) Jus de citron (ml) Acide citrique (mg)
0,5 15 1
1 30 2
1,5 45 4

Le probleme est que rien n’est mentionné en termes d’additifs sur I’étiquetage de la tomate

Figure 5.9 : Double concentré du CAB.

Et ce qui confirme notre point d’interrogation est que méme en I’Italie qui est parmi les
premiers producteurs de tomate dans le monde, I’acide citrique est mentionné dans I’étiquetage
(Figures 5.10 et 5.11). Notre investigation s’est donc élargie pour mieux comprendre ce qui se

passe au niveau de la boite de la tomate de conserve.

Démarrant de ce point on a décidé d’effectuer une étude sur la composition de la tomate

conserve preparée naturellement et suivant le méme procédé industriel mais & 1’échelle

3
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laboratoire, par conséquence, notre theme se trouve completement dévié, un nouveau plan de

travail a été alors envisage.

i,
(1%, arboes . ¢ mflﬂ'm
Bt stnan acide mmnm i
Pt sl s 25

Figure 5.10 : L’acide citrique mentionné sur 1’étiquetage de la tomate fabriquée en Italie
avec emboitement métallique.

Nutrition Facts
Serving Size 1 tbsp. (15ml)
Servings Per Container About 32

Amount Per Serving

Calories 50

% Daily Value*

Tomato

Byler’s Relish House
18258 Leimbach Rd.
Saegertown, PA 16433
(814) 763-6510

Total Fat Og 0% Refrigera-te
Trans Fat Og 0% after opening
™
::::.u E,f,,";ﬁ,m,, i B REG. PENNA DEPT. OF AGR.
Sugars 129
Protein
Vitamin C 2%

“Percent Daily Values are
based on a 2,000 calorie diet.

Made in small quantities to conserve flavor. NET WT 1 PT.

8 |I51 046I 00197

Figure 5.11: L’acide citrique mentionné sur 1’étiquetage de la tomate fabriquée
en Italie avec emboitage en verre.

water, fruit pectl mrc acnd le on juice.
—0z.) (473ml) NO MSG

Nouveau Plan de travail:

- Préparation du concentré de tomate naturelle fraiche avec des Brix de 22, 28 et 32 %
successivement a 1’échelle laboratoire.

- Comparaison du pH, goQt, couleur et texture de la tomate préparée avec celle de

I’industrie (Ben amor).

- Tenter de valoriser ’ajout des extraits préparés sur la nouvelle tomate.

5.8. Préparation du concentré de tomate a I’échelle laboratoire

Comme indiqué dans le nouveau plan de travail, des concentrés de tomate avec divers Brix
(22, 28 et 32 %) ont été préparés. Les tomates fraiches, ont été triées, pesées, lavées, a 1’ecau
potable et broyées, le mélange a été concentré dans une marmite en inox, ensuite la purée de

tomates a été déshydratée a 3 différentes concentrations dans un rota-vapeur pour éviter la

)

dégradation des biomolécules de la tomate (Figure 5.12).
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i
S

Figure 5.12: Concentration de tomate par rota-vapeur.

La différence entre la purée de tomate préparée au laboratoire et celle de la CAB était
décelable a I’ ceil nu, en effet :

»  La couleur de la tomate de conserve était rouge tres foncé en comparant avec celle
préparée au laboratoire (Figure 5.13),

»  L’odeur et le gott des 2 concentrés de tomates étaient complétement différents,
e latomate de CAB donnait une mauvaise odeur en comparant avec celle préparée !!!
e Le godt de CAB est un peu loin de la tomate naturelle avec une saveur plus acide.

>  Latomate de conserve est plus visqueuse que celle préparée au laboratoire,

> La différence de prix est loin d’étre comparable méme, si ces conserves de tomate sont
préparees avec des tomates fraiches a la période de son bas prix.

Figure 5.13: Comparaison de la couleur et I’odeur entre le triple concentré de I’'usine
Chine (A), et le triple concentré préparé au laboratoire (B).
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5.9. L’empire de ’or rouge

Le plus grand point d’interrogation serait alors,,,,,,, que contiennent ces boites de conserve

Aprés récapitulation et suivi de plusieurs enquétes effectuées sur la tomate en conserve
appelée suivant plusieurs journalistes et enquéteurs: Empire de 1’Or rouge (Figure 5.14), il a été
confirmé que des grands producteurs européens et chinois vendent, a I’ Afrique, du concentré de
tomate avec 55% d’additifs et colorants et 45% de tomates, dans des emballages qui n’en font
pas indication. Les additifs rajoutés sont généralement des fibres de soja, de 1’amidon, de
dextrose et des colorants, les fibres de soja et amidon: matiéres premiéres vendues a trés bas prix

en chine, en plus, récoltées généralement par des enfants et des prisonniers.

JEAN-BAPTISTE MALET

—
 LEMPIRE L'EMPIRE

“L'OR ROUGE
*

Jean-Baptiste Malet

g

EBIUETE NONDIRLE 508
LR TOMATE D'INDUSTRIE

PRIX
ALBERT-LONDRES
2018

fayard

Figure 5.14: Résultats d’enquetes effectuées sur 1’or rouge

L'Afrique y apparait comme un marché «poubelle», qui recoit des produits de pietre qualité
masqués par des emballages mensongers, pourtant le continent africain représente un immense
marché pour ce produit. Notez qu’au Ghana, Nigeria, Cote d’ivoire et le Cameroun la tomate

conserve ne contient que 31% de tomate, les additifs mentionnés représentent 69% !!!

L’Italie exporte des produits finis vers les quatre coins du continent, mais c’est surtout la
Chine qui fournit 70% du marché africain. Le concentré est donc coupé avec de la fibre de soja,
de I’amidon, du dextrose et des colorants, avant d’étre réemballé. Les nouvelles boites et barils
exportées en Afrique ne mentionnent pas ces additifs. Sur les étiquettes, ne figurent que deux

ingrédients: de la tomate et du sel.
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5.10. Ajustement de la concentration du concentré de tomate préparé au laboratoire

Une autre étape clé s’est avérée indispensable dans notre nouveau plan de travail; C’est
bien I’ajustement de la concentration du concentré de tomate préparé au laboratoire avec 55%

d’additifs et 45% de tomates (Brix de 28%).

Apres beaucoup d’essais effectués au niveau du laboratoire LCA, ces essais basés sur
I’ajout de différentes quantités d’additifs mentionnés précédemment (Figures 5.15) au concentré
de tomate préparé, on est parvenu a avoir la méme consistance que celle des boites de conserve
CAB (Figures 5.16). On a pu détecter également le r6le de chaque additif, celui d’amidon était
d’augmenter la viscosité de la tomate, mais en méme temps, il diminuait le Brix. Le soja était le
composé majoritaire dans cette recette chinoise, sans oublier 1’ajout du sucre et bien

évidemment de I’acide citrique puisque le pH de la tomate a augmenté suite a I’ajout de I’'un

des additifs (pH=5,25), jusqu’a son ajustement au pH = 4,00.

Figure 5.16: Préparation de la tomate de conserve suivant la méthode chinoise !!!
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La figure 5.16 illustre les deux conserves de tomate en rouge foncé la tomate de CAB et
en couleur claire celle préparée au laboratoire aprés I’ajout des additifs, il est bien apparent
I’obtention de la méme consistance et viscosité, les deux couleurs sont différentes puisque le
soja et I’amidon sont de couleur claire, et |a apparait la nécessité d’ajout de colorant rouge pour

remédier a cette nouvelle coloration, chose qu’on n’a pas voulu faire au laboratoire.

On note que le goQt acide piquant de la tomate de conserve est d0 & I’addition de I’acide
acétique (ou citrique) car I’ajout du soja le change complétement.

5.11. Mesure du PH de conserve de tomate et comparaison des résultats

On a mesuré le PH des 2 conserves de tomate CAB (Figure 5.17) et celle préparée au
laboratoire (Figure 5.18) avant et apres I’ajout des différents additifs acides et les extraits des
deux plantes, les résultats sont donnés dans les tableaux (5.11) et (5.12) et représentés
graphiquement sur les figures (5.19) et (5.20) pour les deux différentes conserves de tomate
respectivement.

Figure 5.18: Mesure du pH du concentré de tomate préparé au niveau de laboratoire.
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Tableau 5.11 : Variation du pH de DCT (CAB) avant et aprés I’ajout des différents aditifs.

pH de tomate DCT(CAB) Les additifs pH DCT(CAB)
4.16 A. Citrique (pH =3,06) 4.16
- 4.17
A. Salicylique (pH= 3,60)
Jus de citron naturel 4.12
(pH 2,60)
. . 4.16
Extrait de romarin (50mg)
. . 4.17
Extrait de la vigne (50mg)
4.18
- 4.16
O
Q 4.14
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Figure 5.19: Variation du pH de DCT (CAB) aprés 1’ajout des différents additifs.

Tableau 5.12: Variation du pH de tomate préparée dans laboratoire avant et apres

ajout des additifs.
H de tomate . H de tomate avec
préF:)arée dans labo Les additifs i additifs
A. Citrique 4,1
A. Salicylique 4,14
4,32 jus de citron 4,11
romarin (50mg) 4,37
vigne (50mg) 4,43
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A.citrique  A.Salicylique Jusdecitron Extraitde  Extraitde la

naturel romarin vigne

Les additifs

pH de tomate préparée dans labo m pH de tomate avec additifs

Figure 5.20: Variation du pH de tomate préparée dans laboratoire aprés 1’ajout des différents
additifs.
5.12. Validation des résultats obtenus
5.12.1. Validation par analyse HPLC
Dans le but de confirmer et valider nos résultats une analyse qualitative et quantitative par
HPLC de la tomate de conserve de différentes sources s’est avérée indispensable, nous avons
alors préparé des extraits hydro-éthanoiques de:

- La tomate préparée au laboratoire avec le Brix de 28%.

- La tomate de conserve CAB Ben amor Brix de 28%.

- La tomate de conserve de la chine Brix de 28%.

- La tomate de conserve Teloise qui est généralement exportée vers I’ltalie.
- Soja broyée.

- Amidon.

Les extraits obtenus sont illustrés dans la figure (5.21). Apres quelques heures, on a
remarqué que Les extraits ont fait un dép6t jaune dans les cas de conserve de la chine et Ben
amor, ce dépbt est absent dans le concentré de la tomate naturelle que nous avons préparé au

laboratoire et absent également dans la Teloise (préparée dans la conserverie de Chlef) qui sera

o)
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Figure 5.21 : Extraits éthanoiques d’amidon, soja, TTC de la Chine, TDC Ben

amor, Préparé LCA, Teloise.

Figure 5.22 : Dép6t au niveau des conserves de la chine et de Ben amor. !!!

A premiére vue, ce dépbt est un indicateur d’un additif qui sera peut-étre le soja et
I’amidon !!!,  Notons que ce dép6t est totalement absent dans les extraits de tomate préparée au

laboratoire (avec ou sans additifs) et dans la Teloise qui sera exportée vers I'Italie.

La suivante étape de ce travail était de réaliser des analyses par HPLC des extraits
obtenus, et de quantifier I’acide citrique dans les conserves de tomates industrielles afin de
mettre en exergue notre investigation. Une fois les chromatogrammes obtenus, on pourra ainsi

déclarer les additifs présents en qualité et en quantité, et avoir une idée sur la quantité d’acide
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ajoutée et son effet sur la santé du consommateur Algérien. Malheureusement,,,,,,, et malgré que

5.12.2. Validation par détection via sel iodé

Ca ne nous a pas empéché comme méme de mettre en évidence la présence d’amidon dans
la tomate CAB par le test de détection d’amidon par un sel iodé qui est I’iodure de sodium
(Nal), puisque le polysaccharide réagit avec 1’iode en changeant de couleur, la détection de
I’amidon serait confirmée par le changement de couleur du mélange en violet foncé virant au

noir.

Le test consistait a saupoudrer via petite spatule des pincées de sel Nal sur les conserves de
tomates déja mises dans des montres en verre, attendre quelques secondes ou bien quelques
minutes (ca dépend de la quantité d’amidon présente dans les tomates) jusqu’a changement de

couleur vers le violet sombre. Les résultats obtenus sont visualisés sur la figure (5.23).

Par ce test on confirme la présence et en quantité considérable d’amidon dans la tomate de

CAB.

Tomate préparée | DCT (CAB)
dans labo |

a- Tomate conserve avant I’ajout de réactif (Nal).
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Tomate préparée
dans labo + Nal

b - Tomate conserve aprés I’ajout de réactif (Nal).

Figure 5. 23: Tomate avant et Photos de apres I’ajout de réactif (Nal)(3/7/2019).

5.13. Valorisation des polyphénols du romarin et de des sarments de la vigne dans la
conservation de la tomate

Apres notre investigation sur la tomate, il serait inutile de tester nos deux extraits dans la
tomate de conserve. Les tests de conservation ont été faits pour les conserves de tomate
préparées au laboratoire sans additifs a divers Brix (22, 28 et 32%) a I’aide de nos deux extraits
a diverses concentrations. L ’incubation a été effectuée a température ambiante loin de n’importe
quel refroidissement et pour une durée de 45 jours.

La durée terminée, une derniere mesure du PH a été faite pour voir I’influence de nos

extraits sur ’acidité de la conserve de tomate (Tableau 5.13).

5.13.1. Résultats de la conservation

Aprés 45 jours d’incubation les échantillons de tomate n’ont pas été contamines.

Figure 5.23 : Les échantillons de tomates n’ont pas été contaminés.

s
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Tableau 5.13 : Variation du pH aprés incubation.

Brix (%0) pH de tomate avant Antioxydant ajouté Qtté (mg) pH de tomate
incubation apres incubation
22 3.99 romarin 50 419
Vigne 25 4.24
28 3.96 Romarin 70 4.26
Romarin 2,5 4.23
34 3.93 Romarin 3.25 4.18
Vigne 50 4.29

On a noté également :

- L’augmentation du pH de 3,98 a 4,29,

-L’absence de dégagement de gaz dans tous les tubes non contaminés,

-L’absence de changement de texture et de la couleur dans tous les tubes non contaminés,

-L'absence de changement de I'odeur,

Notons que le changement de I’'un de ces parametres est considéré comme un indice de la

présence d’une charge microbienne.

Certains tubes ont montré contamination peu importe la concentration de 1’extrait ajouté,

on a pu expliguer ca par la mauvaise étanchéité de certains tubes (Figure 5.24).

Figure 5.24: Début de contamination de la tomate.
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Conclusion

Avec prés de 15 kg par an et par habitant, la tomate est devenue, cing siecles apres sa

découverte, le premier légume-fruit consommé dans le monde.

Le but de notre étude était la valorisation des polyphénols du Romarin et des sarments

de la vigne dans la conservation de la tomate.

Dans un premier lieu une estimation quantitative des polyphénols totaux en équivalent
d’acide gallique des extraits hydroalcooliques des sarments de Vitis vinifera et des feuilles de
Rosmarinus officinalis a été réalisée par la méthode de Folin Ciocalteu, I’acide gallique a été

utilisé comme standard.

Une fois les extrais des sarments de Vitis vinifera et de Rosmarinus officinalis obtenus,
leur activité antioxydante a été evaluée par le test antiradicalaire qui consistait a estimer la
capacite du DPPH a piéger les radicaux libres. L’étude a révélé que les deux extraits
possédaient une excellente activité antioxydante. Il est fort probable qu’ils contiennent des
composes qui, une fois purifiés, peuvent présenter une activité comparable a celle des

substances de références.

La proposition était d’utiliser les extraits de Romarin et de la vigne pour la conservation
de la tomate et les comparer avec celui de synthése déja utilisé. Pour la réalisation de cette
étape, Nous avons effectué un stage de un mois dans la conserverie de Amor Ben amor de
Guelma (EI Fedjoudj),

Notre étude sur la tomate était consacrée au suivi analytique du concentré de tomate.
Nous avons effectué les analyses du simple, double et triple concentré (locale, chine). Les

différentes analyses sont : Brix, pH, viscosité, Acidité, Couleur (a/b, L).

L'utilisation de nos extraits comme conservateurs dans les tomates conserves au niveau
de I'usine de Amor ben Amor Guelma, n’a donné aucun résultat a cause des additifs déja
ajoutés dans ces conserves sans étre mentionnés dans I’étiquetage, ce qui nous a encouragé a
dévier ’axe de notre sujet et & préparer du concentré de la tomate avec un Brix de 22, 28 et
32 % au niveau de laboratoire, et comparer les résultats du pH, goQt, couleur et texture de la

tomate préparée avec celle de 1’industrie (Ben amor).
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Conclusion

D’aprés les deux chromatogrammes des deux extraits obtenus par HPLC et en
comparant avec la littérature, on pourra supposer que les 02 pics majoritaires sont 1’acide
rosmarinique pour I’extrait de Romarin et le trans-resveratrol pour I’extrait de sarment de
vigne. Ca reste a confirmer par une étude analytique et quantitative par HPLC plus détaillée

une fois les standards acquis.

D’aprés les chromatogrammes obtenus, nous remarquons que cette extraction sélective
nous permettra dans des travaux prochains de purifier ces deux composés et méme de les

utiliser comme standards ultérieurement.

Au cours de ce stage, nous avons beaucoup appris; les rapports que nous avons tirés de
cette expérience professionnelle peuvent étre regroupés autour de trois idées principales: fes
compétences scientifiques acquises, les difficultés rencontrées et les

solutions apportées ainsi que la vie en société.
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Annexe Ai

Tableau A.1: Principales classes des composés phénoliques (Benkhedimalleh et Kismoun,

2014).
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Annexe A2

Présentation de Lunité

A2.1. Historique

En 1984, le Groupe Ben Amor nait a partir d’une petite unité de transformation de
concentré de tomates, la Conserverie Amor Ben amor (CAB). Deux décennies plus tard, le
chemin parcouru devint considérable. La filiale CAB est devenue le leader Algérien tant en
capacité de production (réception de 7 600 tonnes/jour pour produire 1 500 tonnes/jour) qu’en
parts de marché (50 %). Ses produits, conserves de tomates, harissa et confitures, sont largement

adoptés par les consommateurs Algériens.

La production totale de la Conserverie Amor Benamor a été multipliée par plus de 20

entre 1986 et 2011 passant de 3 000 a 67 000 tonnes. Elle est assurée par quatre unités situees a:

Bouati Mahmoud et El Fedjoudj (wilaya de Guelma), Boumaiza (wilaya de Skikda) et Khobana
(wilaya de Msila).

Le Groupe Benamor est situ¢ a I’est de I’Algérie dans la wilaya de Guelma il emploie

actuellement plus de 60 000 travailleurs, des deux grandes sociéetes qui le composent, a savoir:

»  Les moulins Amor Benamor, qui ont eu, pour activité principale la transformation du blé
dur en dives type de semoules, les pates alimentaires et couscous
»  Laconserverie Amor Benamor (CAB). Krimi S et al., 2014.

A2.2. Situation géographique

> La conserverie Benamor se trouve a 36° 27°57°°N latitude et 7° 26’2 E longitude dans la
région Nord-est Algerien, précisément a El- Fedjouj dans la willaya de Guelma, limité au Nord-
est par la willaya d’ Annaba Nord-ouest par la willaya de Skikda et au Sud-est par la willaya de
Souk-Ahras. Krimi S et al., 2014.

-
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Figure A2.1 : Emplacement de la conserverie de tomate. Krimi S et al., 2014.
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A.2.3. Produits de I’unité (CAB)
. Tomates

La production de concentré et double concentré de tomates en conserve est le fer de la
lance de la conserverie AMOR BENAMOR.
o Harissa

Elle est produite a partir de purée de piment rouge cultivé localement.
o Confitures de fruits

S’approvisionnant auprés de fournisseurs locaux, la conserverie produit de la confiture
d’abricot, la confiture d’orange, la confiture de péche et la confiture de pomme (Abdaoui M et
al,. 2016).

Le developpement récent du complexe BEN AMOR ainsi que la volonté de ses dirigeants
et leur détermination a préserver, voire améliorer la qualité de leurs produits ont incité ce groupe
a mettre en place toute une structure pour une distribution plus efficace et importante de leurs
marchandises avec les principaux points de vente suivant : Alger,

Annaba, Tizi Ouzou, Setif, Constantine, Bejaia, Oran, Tlemcen, El oued et Djelfa. La conserverie
Amor Ben amor est constituée d’un nombre de services entre autres le traitement et le recyclage

d’eau, le laboratoire. L’approvisionnement est assuré par:

> Les boites sont fabriquées a Skikda, Oran, Alger et a la Tunisie.

> Les sacs aseptiques sont italiens.

> Le gasoil fourni par SONELGAZ.

> L’eau est celle d’une riviére a quelques kilométres de I'usine.

> De la soude caustique, acide citrique, pectine, futs et sacs sont importés de France,

d’Angleterre et des USA
»  Les cartons sont fabriqués par TONIC Alger. Krimi S et al., 2014.

\%
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Annexe A3
Spectroscopie U V-visible

A3.1. Principe
Interactions entre les rayonnements électromagnétiques et les électrons des orbitales
moléculaires, et plus spécifiquement les électrons = et les paires libres.
On appelle « chromophore » les groupes fonctionnels insaturés porteurs de tels électrons.
Les longueurs d’onde étant plus faibles qu’en IR, donc les photons incidents sont plus

énergétiques, les modifications dans les édifices moléculaires vont étre plus importantes

Y

Figure A3.1 : L’absorption moléculaire dans I’UV visible dépend de la structure

électronique de la molécule.

Peu d’informations structurales, mais utile pour étudier les structures électroniques des
molécules insaturées, et pour mesurer 1’étendue de leur insaturation.

- Employée surtout en analyse quantitative, se révelent trés pratiques au niveau des dosages.

A3.2. Allure des spectres UV-visible

{ absorption : A

Caractéristiques d'une bande d'absorption

- La position
- L'intensité

Figure A3.2 : Absorbance en fonction de la longueur d’onde A.
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* En phase liquide les bandes d’absorption sont larges

* En phase gazeuse avec un appareil haute résolution les spectres présentent une structure fine de
raies. Les spectres UV-visibles sont continus et constitués de bandes larges présentent un ou
plusieurs maximum(s) d’absorbance, auquel correspond une longueur d’onde notée Amax,

caractéristique d un certain motif de délocalisation des électrons.
La spectrophotométrie UV- visible est largement appliquée a I’analyse quantitative.

L’absorbance UV-vis, dans certaines conditions, est fonction de la concentration suivant

la loi de Beer-Lambert :

Loi de Beer — Lambert: A=log (lo/l)=¢.l.c
Transmission: T = 1/l

Absorbance: A =logio 1/T =log lo/ |

€. est le coefficient d’extinction a une longueur d’onde donnée, pour une famille de composés
donnee.
| est le trajet optique.

C est la concentration de la solution étudiée.

1<l

Figure A3.2 : Cuve contenant I’échantillon a tester.

Quand une onde électromagnétique est absorbée par un échantillon, l'intensité de l'onde
absorbée est proportionnelle a I'épaisseur de I'échantillon, au nombre de molécules absorbantes

par unité de volume et a un coefficient propre a I'échantillon de matiere.
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Annexe A4
Présentation de CHPLC

A4.1. La chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP)

La chromatographie est une technique de séparation analytique et/ou préparatrice de
molécules présentes dans un mélange. Cela permet d'adapter les méthodes chromatographiques
usuelles.

https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromatographie en phase liguide %C3%A0 haute performance

Figure A4.1 : Un chromatographe en phase liquide a haute performance moderne (agilent 1260

infinity).

A4.2. Caracteéristiques de HPLC (agilent 1260 infinity)
L'échantillonneur automatique haute performance 1260 Infinity posséde une plus grande
plage de pression (jusqu'a 600 bars) permettant I'utilisation de la technologie de colonne actuelle

(colonnes de petit diametre sub-2-microniques) avec le Binary LC Agilent 1260 Infinity.

Vit


https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromatographie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromatographie_en_phase_liquide_%C3%A0_haute_performance
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A4.3. Principe de la HPLC

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera introduite
dans la phase mobile liquide (éluant). Grace a la répartition sélective des solutés entre la phase
mobile et la phase stationnaire, chaque soluté est donc soumis a une force de rétention exercée
par la phase stationnaire, et une force de mobilité due a la phase mobile. Suivant la nature des
molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé

colonne chromatographique.

La phase mobile, poussée par une pompe sous forte pression, parcourt le systéme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté a travers le systéeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la
phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne, grace a un détecteur approprié, les
différents solutés sont représentés par des pics. L’ensemble des pics enregistrés est appelé

chromatogramme.

Le mécanisme de la séparation chromatographique s’explique par les différences de
répartition des molécules des composés d’un mélange entre deux phases non-miscibles: 1'une

mobile et I’autre stationnaire. Ce principe est traduit par le schéma suivant :

Sy steme
Resevow de solvant d'inte gration et
Indic ateur de d'impression

pression et debit

Systeme d'ugection Ve

Detecteur BE 3 5 2 bt

Figure A4.2 : Principe de fonctionnement d’une chaine HPLC.
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A4.4. Appareillage
Les différentes composantes d’une chaine HPLC sont présentées sur le schéma suivant.

Tous les organes du systéme sont liés a un micro-ordinateur qui pilote tous les processus.

Phase mobeie
\
Pompes '/ ; \' Mw
sy <. L)
‘.?Mm':a\/ w‘ Colonne thermostates
Trattement des
sonnees B N
o
——
———— ———a
~——— —————

Figure A4.3: Les organes d’une chaine HPLC.

L’appareillage se compose d’un réservoir contenant la phase mobile, d’un systeme de
pompage, d’un injecteur, d’une colonne chromatographique (éventuellement thermostatée), d’un

détecteur et d’un systéme d’acquisition des données (avec un logiciel pour traiter les signaux).

a. Le réservoir de la phase mobile

Il contient la phase mobile en quantité¢ suffisante. Plusieurs flacons d’éluant (solvant de
polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir réaliser des gradients d’¢lution (mélange de
plusieurs solvants a des concentrations variables) a ’aide de la pompe qui réalise le mélange
demandé (J.Dgraeve, F.Berthou, Méthodes chromatographiques, 2éme édition, (1986),
p392).

b. La pompe

Elle doit fournir la phase mobile a un débit constant a une certaine pression pour atteindre
la colonne. Elle permet de travailler soit :
o En mode isocratique, c’est a dire avec 100% d’un méme ¢€luant tout au long de I’analyse.

J En mode gradient, c’est a dire avec une variation des constituants du mélange d’¢éluant.
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Les pompes actuelles ont un débit variable de quelques pL a plusieurs mL/min. La pression
a imposer dépend des facteurs suivants :

o débit de la phase mobile.

o viscosité du modificateur organique.

o taille des grains de la phase stationnaire.
o géométrie de la colonne.

C. L’injecteur

L’injection de I’échantillon se fait de deux manieres :
v Manuelle : I’injecteur comporte une vanne a plusieurs voies montée sur le parcours de la
phase mobile, juste avant la colonne. L’échantillon a analyser est introduit avec une micro-
seringue dans un petit volume tubulaire appelé boucle ; I’échantillon est ainsi inséré avec un flux
de phase mobile.
v Automatique : I’injection se fait automatiquement, 1’injecteur utilis€ comporte une vanne
a boucle d’échantillonnage d’une capacité fixe, cette boucle permet d’introduire I’échantillon

sans modifier la pression dans la colonne.

d. La colonne

La colonne est I’¢lément majeur de la chaine HPLC. Le choix d’une colonne HPLC est li¢ aux
parametres suivants :

v Type de la phase stationnaire

v Longueur

v Diametre des particules (dp)

v Débit de la phase mobile supportable

En chromatographie liquide a haute performance de phase inversée, la phase stationnaire
est apolaire et la phase mobile modérément polaire, I’efficacité de remplissage est fortement
affectée par la qualité du gel de silice de la phase stationnaire. On peut utiliser une colonne de
type C18, qui a plusieurs avantages et est fréiguemment utilisée pour les analyses des produits
pharmaceutiques par HPLC. La Phase stationnaire apolaire, est formée d’un gel de silice dans

lequel on a greffé des fonctions chimiques le plus souvent de chaines alkyles a 18 atomes de
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carbone, hydrophobes. La phase stationnaire est maintenue entre deux disques frittés, on
distingue deux types de phase stationnaire :

e La phase stationnaire normale

e La phase stationnaire inversée

e. Le détecteur

Le détecteur est relié a la sortie de la colonne. Les solutés en sortie de la colonne
chromatographique sont en solution trés diluée dans une phase éluant dont la nature et la
composition varient d’une analyse a l'autre, de ce fait un détecteur est nécessaire puisqu’il
permet de suivre en continu la séparation et de mesurer la concentration des solutés. Le choix
d’un détecteur dépend a la fois des caractéristiques physiques des composés a séparer et des
conditions opératoires. Le détecteur suit I’apparition des analytes. Le signal obtenu est enregistré
en fonction du temps. Il existe différents types de détecteurs :
v Détecteur UV-visible
v Réfractometre
v Détecteur a fluorescence
v Détecteur a barrette de diodes (DAD)

=h

L’enregistreur

L’enregistreur regoit un signal électrique proportionnel a la concentration de I’analyte qui
traverse le détecteur. Ce signal est traité, amplifié puis utilisé pour tracer le chromatogramme.
Pour qu’un pic soit exploitable, on considére généralement que le rapport signal / bruit doit étre
au moins de trois. Le bruit se traduit par des oscillations plus ou moins marquées autour de la

ligne de base, ce bruit de fond aléatoire provient de diverses causes :

o la variation de température
o de la pression
o I’instabilité électronique Par ailleurs on doit avoir une ligne de base aussi proche que

possible de 1’horizontale.
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Annexe As

Normes requises de la tomate conserve
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