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Introduction

Introduction

Le piment est 'un des légumes les plus consommés dans le monde, appartenant a la
famille des solanaceae et au genre Capsicum (Toukam, 2010). Il représente une source riche en
caroténoides, composés phénoliques, capsaicinoides, chlorophylles (Alvarez-Parrilla et al,
2012) et vitamines (A, Bl, B2, B3, C, et E) (Soum Sanogo, 2003). Cependant, plusieurs facteurs
affectent la teneur du piment en ces antioxydants notamment le stade de maturation, les
conditions  agro-climatiques, les conditions de récolte, le stockage et le processus technologique
de transformation (lgbal et al, 2013).

Le piment rouge est fortement consommé dans le monde entier, sous forme fraiche,
cuite ou déshydratée (paprika, etc.) ou encore sous forme de purée de pulpe de piments
(conserve Harissa). En effet, la popularitt du piment est dérivée d’une combinaison de

differents critéres: la couleur, la flaveur et le golt brllant (Giuffrida etal, 2013).

Le piment, comme les autres léegumes est périssable. Les mauvaises conditions de
stockage et de conservation causent leurs pertes (Ozgur et al, 2011). Pour remédier a
ce probleme, les industries recourent au stockage ou a la transformation de la matiére premiere
(conserve, poudre, etc.). Cette transformation industrielle implique la production de sous-

produits, leur élimination doit étre gérée pour éviter tout dommage environnemental.




Introduction

Ce travail est réalisé dans cette optique, il a pour objectif d’optimiser les conditions
d’extraction des caroténoides dans le sous-produit industriel de Harissa sous effets de temps et

du types de solvants a fin d’obtenir le meilleur rendement en ces composés.

Le présent travail est scindé en trois parties :
La premiére partie est une synthese bibliographique sur le piment et les caroténoides.
La deuxieme partie présente le matériel et méthodes utilisés pour doser les caroténoides
apres leur extraction avec différentes méthodologies.
La troisieme partie est consacrée aux résultats et discussions. Cette partie est achevée par

une conclusion et perspective.




Synthese bibliographique

1. Généralités sur le piment

Les piments ou capsicum sont les fruits de plantes annuelles ou frutescentes de la famille de
solanacées, originaires des Antilles et I’Amérique de sud et vivant de préférence dans les pays
tropicaux et subtropicaux. A partir de XVI° siecle, ils se sont répandus dans les régions chaudes

et en Europe méridionale.
1.1. Historique

Les ancétres des piments rouges sont originaires d’Amérique centrale et d’Amérique du Sud au

tout debut. Les formes cultivées ont été domestiquées aux temps préhistorique (Gruben, 2004)

Le piment est largement cultive depuis le XVIII siecle, il a été déja utilisé au Mexique 7000 a
50000 av. J.-C. et introduit en Europe occidentale au XVe siécle par Christophe Colomb, des son
premier voyage en 1493, et en Afrique et Asie a la faveur des voyageurs vers les comptoirs
portugais et espagnols. Le bassin méditerranéen et I’Asie du Sud-Est ont constitué des centres
secondaires de diversification. En Europe de I'Ouest, ce nouveau produit fut rapidement adopté
en tant qu’épice appréciée par les marins grace a ses caractéristiques antiscorbutiques (Doré et
Varoquaux, 2006). En 1846, Tresh a réussi de cristalliser le composé actif du piment piquant, et il
a nomme la substance capsaicine, et sa structure a été déterminée au début de 20ieme siecle par
Nelson et Dowson (Barceloux, 2009). Aujourd’hui le piment est cultivé dans presque tous les

pays du monde entier (Del Medico, 2014).
1.2. Production de piments

Le piment est parmi les épices les plus anciens dans le monde (Giuffrida et al. 2013). Elle est
utilisée probablement par 20% de la population mondiale sous plusieurs formes (AnwarulHug et
Mohamed Arshad, 2010). Aujourd’hui, le piment est cultivé dans le monde entier et sa culture
présente une croissance moyenne de 7% par an durant les 10 dernieres anneées (Chales, 2013). En

2011, la production mondiale de piment était estimée a 27 277 149 tonnes, dont la Chine, le

3
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Mexique, la Turquie, I'Indonésie, les Etats-Unis d'Amérique, IEspagne, I'Egypte, le Nigeria,
I'Algérie et des Pays-Bas étant les 10 pays les plus producteurs du piment, I'Algérie a participé
avec 400 000 tonnes. Dans le cas du piment séché, la production mondiale était de 3 118 466
tonnes. L’Inde, la Chine, le Pakistan, le Pérou, la Thailande, le Myanmar, le Bangladesh, le Viet
Nam, le Ghana et le Nigeria représentent les 10 grands producteurs de piment seché (Téllez pérez,
2013).

1.3. Préparation etconsommation

Les fruits de Capsicum sont trés apprécies dans le monde entier. Le piment peut étre
consommé a I'état frais de maniere directe, il est souvent associé en melange avec divers autres

legumes.

A Tétat déshydraté, le piment est utilisé comme additif sous forme d’épice et sert dans les
assaisonnements des plats, des viandes braisées etc. (Kouassi Kouassi et Koffi-Nevry, 2012). 1l est

utilisé avec d’autres ingrédients pour produire des sauces a godt brilant (Sinha et Petersen,

2011) ou des sauces de piment comme la Harissa (Charles, 2013). Les piments peuvent aussi
étre mis en conserve, marinés, transformés en gelées et en condiments sécheés ou fumés (Sinha et
Petersen, 2011).

1.4. Etymologie et dénominations de piments

Le nom botanique du piment est Capsicum vient du latin capsa, indiquant boite ou étui. Cela
désigne le fruit du piment qui est une petite boite contenant le placenta sur lequel sont rangées les
précieuses graines. Il provient aussi du latin pigmentum, matiere colorante. Le sens actuel
proviendrait de lespagnol pimiento, de méme origine, indiquant ce vegétal comme fruits brilants
(Couplan, 2012). Les fruits du piment ou bien les plantes du genre Capsicum ont des noms
variables dépendant de la région et du type (Tiwari, 2010). Le nom générique piment désigne
bien les variétés a petits fruits brilants tout comme celles a gros fruits doux (Toukam, 2010).

D’aprés Palloix et al. (2003), trois dénominations sont utilisées en Frances :
-"Piment” est le plus commun et le plus genéral.

-"Poivron” est un terme utilisé dans le midi de la France pour caractériser des piments doux a tres

gros fruits.

-"Paprika” est un terme qui signifie en francais la poudre de piment déshydraté qui peut étre douce

ou piguante suivant les spécifications.




Partie bibliographique

1.5. Taxonomie et description botanique

Le piment est le fruit du genre Capsicum de la famille des Solanacées (Barceloux, 2009;
Tiwari, 2010) dont cette famille comprend aussi la tomate, I'aubergine et la pomme de terre
(Pickersgill, 2003).

Les fruits du piment sont considérés comme des légumes, mais botaniquement parlant, ils
sont des baies. En fait, ils sont généralement classés selon les caractéristiques de fruits (goQt
piquant, couleur, forme de fruits, etc.) (USDA, 2013).

La Classification botanique internationale de Cronquist pour le piment est la suivante
(Goetz et Le Jeune, 2012) :

Le piment est une plante annuelle, autogame préférentielle et multipliée par semences
(Doré et Varoquaux, 2006). Ses feuilles sont ovales, lancéolées, groupées par trois. Ses fleurs sont

de couleur blanche pale, a raison de cing a sept, disposées par paire ou solitaires.

Le fruit du piment est une baie peu charnue renfermant de nombreuses graines jaunatres
sur de tres gros placentas (Goetz et Le Jeune, 2012), de couleur différente selon les variétés
(rouge, jaune, orange ou brune), et de forme variée (conique, sphérique, carrée ou allongée). |l
est doux a fort. Il est vert puis prend sa couleur définitive en murissant (Renaud, 2003). La graine
du piment est assez petite, plate et lisse (FIG. 1). Sa longévité est de I'ordre de 5 ans. Pour les
formes cultivées, il faut environ 150 g de fruits pour obtenir 1 Kg de semences (Palloix et al.,
2003).

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Super division Spermatophyta
Division Magniolophyta
Classe Magniolopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Solanales
Famille Solanaceae
Genre Capsicum
Espéce Capsicum annuum
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Pédoncule

Placenta
Graines ¢—

Endocarp
Mésocarpe (péricarpe)
Exocarpe

Apex

FIG. 1 - Coupe longitudinale d’un piment, A : piment vert frais
B : piment rouge séché (Tellez Perez, 2013).
1.6. Variétés de piments

Il existe 25 espéces sauvages et 5 domestiquées dans Le genre Capsicum (C. annuum L, C.
frutescens L, C. chinense Jacq, C. baccatum Jacq, et C. pubescens L.), qui incluent plus de 200
varigtés, mais peu de variétés ont été étudiees en détail (Pugliese et al, 2013). Le Capsicum
annuum est I'espece la plus répandue et la plus cultivée dans les pays tempérées et subtropicales
(Kothari et al, 2010).

TAB. 1 - Differences morphologiques entres les principales especes de piments (Krishna

De, 2004).
Espéces Couleur des Nombre Couleur des | Constriction
fleurs Nceuds/fleurs graines des calices
C.annum Blanche 1 Jaunatre Absent
C.frutescents Verdatre 2-5 Jaunétre Absent
C.chinense | Blanche/verdéatre 2-5 Jaunétre Absent
C.baccatum Blanche avec 1-2 Jaunétre Absent
taches jaune
C.pubescens Pourpre 1-2 Noir Absent
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1.7. Composition biochimique de piments

Le piment représente une source importante en nutriments dans la consommation humaine
(Shaha et al, 2013). Il est tres riche en eau (83%) (Sinha et Petersen, 2011), et pauvre en calories
(25 Kcal pour 100g) (Samira et al, 2013). La valeur nutritionnelle du piment rouge est donnée
dans le TAB.02. Le piment est largement utilisé partout dans le monde pour ses caractéristiques
sensorielles : couleur, ardbme, godt piquant et flaveur (Siddiqui et al, 2013). Les fruits murs du
piment sont riches en pigments tels que les caroténoides et les xanthophylles (Grubben et Denton,
2004) dont la couleur rouge est due principalement aux capsanthine et capsorubine qui
appartiennent au groupe des caroténoides (Topuz et Ozdemir, 2007). La source principale du goQt
piquant dans le piment est due a un complexe d’alcaloides appelé capsaicinoides. Le capsicum
contient plus de 1,5% des principaux composés piquants, qui sont la capsaicine, la
dihydrocapsaicine et autres. La composition du piment en capsaicinoides differe selon les variétés
(Charles, 2013). Le goit et la saveur des piments dépendent d’autres composés. Le glucose et le
fructose donnent le golt doux au poivron. Un composé volatile, le 2-méthoxy-3-isobutyl
pyrazine, donne la saveur et I'odeur spécifiques du poivron. Les fruits du piment contiennent plus
de 100 composés qui contribuent a sa saveur et a son arome (Grubben et Denton, 2004). Le
piment contient une faible quantit¢ en huiles essentielles mais avec plus que 125 composés
(Charles, 2013). Les piments sont riches en polyphénols, en particulier les flavonoides(quercétine
et lutéokine) (MeyChuah et al, 2008), et représentent une source excellente en vitamine
C, vitamine A et la plupart des vitamines du groupe B (en particulier B6) dont la teneur est plus
élevée lorsque le fruit est mdr. Le piment piquant contient aussi une quantité considérable en
potassium, magnésium et en fer (Sinha et Petersen, 2011). La composition du piment en
composés photochimiques est influencée par plusieurs facteurs tels que les conditions
climatiques, periode de récolte, génotype et technique de culture (Menichini et al, 2009), ainsi

que la durée de stockage et la  transformation (Igbal et al, 2013).
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TAB. 2- Composition nutritionnelle du piment rouge (Charles, 2013).

Nutriments Unité Valeur pour 100 g
Eau 8.05
Energie kecal 318
Proteine g 12.01
Lipides totaux g 17.27
Carbohydrate g 56.63
Fibre g 27.2
Sucres totaux g 10.34
Calcium, Ca mg 148
Vitamine C mg 76.4
Vitamine B mg 2450
Vitamine B.1» ug 0.00
Vitamine A Ul 41,610
Vitamine D Ul 0
Vitamine E (alpha tocopherol) mg 29.83
Acides gras saturés g 3260
Acides gras monoinsaturés g 2750
Acides gras polyinsaturés g 8 370
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2. Les caroténoides

2.1. Généralités

Parmis les métabolites secondaires des plantes, on trouve les caroténoides (Arscott, 2013)
qui représentent les deuxiemes pigments naturels les plus abondants sur terre, avec plus de 750
de membres (Nisar et al, 2015). Sont synthétisés par tous les organismes photosynthétiques, de
méme par certains organismes non photosynthétiques champignons et bactéries (Woodside et
al, 2015), les animaux sont incapables de synthétiser ces composés, une alimentation riche en
fruits et légumes colorés est la seule source de ces derniers (Arimboor et al, 2014). Centaines
des caroténoides végétaux ont eté identifiés, dont environ 50 présents dans les fruits et legumes
comestibles (Jamieson et Morehouse, 2013) et approximativement 20 ont été identifiés dans les
tissus humains et aussi dans le sang (Woodside et al, 2015).

Les caroténoides sont des pigments végéteaux naturels lipophiles de couleur jaune-orange-
rouge presents dans les plantes photosynthétiques, les micro-organismes et les algues. (Arimboor et
al, 2014) Lorsqu'ils sont liés a des protéines, ils acquierent des couleurs verte, bleue ou violette
(Machmudah et Goto, 2013).

Les caroténoides sont un sous-groupe de composés isoprénoides, comprennent

Récemment plus de 700 structures caractérisées. La plus part des caroténoides sont dérivés du
phytene linéaire tétraterbe (C40) (Arimboor et al, 2014). Parmi les caractéristiques des
caroténoides les plus importants, la présence d’un systeme de doubles liaisons conjuguées créant
un chromophore responsable des caractéristiques de variation de couleur (Arscott, 2013).

Les caroténoides sont une classe des hydrocarbures qui composent 8 unités isoprénoides
de nature liposolubles. Participent a divers processus biologiques chez les plantes, tels que la
photosynthese, le développement, la photoprotection et la photomorphogenese (Nisar et al,
2015). Les méthodes d’extraction de ces substances bioactifS sont divers telque I’extraction par
solvants (I'extraction liquide-liquide, liquide-solide), extraction au soxhlet, centrifugation et
méthodes d'extraction non conventionnelles telles que l'extraction assistée par micro-ondes, assistée
par ultrasons, enzymatiqgue et la technique innovante d'extraction audioxyde de carbone
supercritique (Singh et al, 2015).

Le principal avantage des caroténoides est leur potentiel antioxydant, qui sont des
composes qui protegent les cellules du corps contre les dommages causés par les radicaux libres
(Jamieson, 2013). lls possédent une activitt de provitamine A (Kiokias et al, 2007). lls sont
largement utilisés dans les industries agro-alimentaires comme colorant. La consommation de
caroténoides a un effet sur la diminution des risques de cancer et offrent une protection contre

les maladies cardio-vasculaires (Voutilainen et al, 2006 ) ils réduisent
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Le stress oxydatif (Edge et al, 1997 ) et aussi la dégénérescence maculaire et la cataracte (Gale
et al, 2003).

A

Isoprene groupe (ip)

Caroténoides C40 (8 unités des isoprénes)

ip ip ip ip pi pi pi pi

IIVCH;W LIACH;] CHa CH3 1 ’{ I R R

A 8 A 4 b A 4 4
'/ 3 (, 5 ~ A} '. —’ S

Centre de la molécule

Lycopéne

FIG.2 - Structure des caroténoides (Delgado -Vargas et Paredes-Lopez
2002 ; Socaciu, 2007).

2. 2. Classification
La classification des caroténoides est basée sur plusieurs criteres, la plus répondue est celle
basée sur leur structure chimique, dont les caroténoides ont été classés en deux groupes: les
caroténes (ne possédant aucun atome d'oxygene) et les xanthophylles (contiennent de l'oxygeéne)
(Woodside et al, 2015).
lls peuvent étre classés selon leurs sources en deux classes : les Zoocaroténoides (chez les
animaux) et les Phytocaroténoides (chez les plantes) (Agarwal, 2006).
lIs sont classés en caroténoides primaires (B-carotene, Iutéine, zeaxanthine, antheraxanthin,
néoxanthine et violaxanthine) et en caroténoides secondaires (a-caroténe, lycopéne,
capsanthine, bixine, astaxanthine et canthzxantine) selon leurs fonctionnalités (Delgado-Vargas
et Paredes-Lopez, 2002).
En fonction de la nature cyclique ou ouverte des groupes terminaux, les caroténoides sont
classés comme acycliqgues (les deux groupes terminaux sont ouverts exemple : lycopéne),
monocycliques (un groupe terminal est fermé exemple : y caroténe) et bicycliques (les deux

groupes terminaux sont fermés, exemple: B-carotene) (Arimboor et al, 2014).
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lls peuvent étre classés aussi selon leur distribution entre deux solvants non miscibles
(Le méthanol aqueux 90 % et le pétrole léger) en caroténoides hypophasiques (caroténoides
contient deux ou plus d’un groupement hydroxyle) et caroténoides épiphasiques (hydrocarbures

et xanthophylles estérifiés) (Agarwal, 2006).

2.3. Biosynthése des caroténoides

Les caroténoides représentent Iun des groupes importants de pigments naturels, en
particulier dans le régne végétal (Brittonet Goodwin, 1971). Au cours de la derniere décennie,
les génes codant de la majorité des enzymes de la biosynthese des caroténoides chez les plantes
sont identifiés et leurs activités enzymatiques est caractérisees (Cunningham et Gantt, 1998).
Les principales étapes de la voie de biosynthese sont presque les mémes pour toutes les especes
des plantes (Nisar et al, 2015), et peuvent étre résumé comme suit : Les caroténoides issus de
la voie de biosynthése des isoprénoides  (Rambour, 2003), dont ils sont dérivés de deux
isoprenes  isomeres, le  isopentenyldiphosphate  (IPP) et son allylique isomere e
dimethylallyldiphosphate (DMAPP). 1l existe deux voies pour la production de IIPP dans les
plantes soit par la voic de I’acide mévalonique cytosolique (AMV) ou par la wvoie de
methylerythritol 4-phosphate plastidique (MEP), dont cette derniere utilise le glycéraldéhyde
3-phosphate et le pyruvate comme des substrats initiaux. La biosynthese des carotenoides
commence avec la condensation de deux molécules de C20 gyranylgeranyldiphosphate (GGPP)
par le phytoéne synthase (PSY) pour former le phytoéne a 15-cis isomére. Le phytoéne est
converti en lycopéne grace a une série de désaturation et d’isomérisation. Ce composé a son
tour subit une cyclisation pour ses deux extrémités a fin de former les o et B-caroténes tous
dépondent du type de cycle introduit (B, € ou y) (Nisar et al, 2015).

Ensuite, les o et B-caroténes vont s’hydroxyler pour produire les xanthophylles, dont I'a-
caroténe est hydroxylé deux fois pour former la zeinoxanthine et la lutéine grace a la R- oxydase
et I'e-oxydase. La [-oxydase catalyse deux réactions d’hydroxylation convertissant ainsi le [3-
caroténe en zeaxanthine via R-cryptoxanthine. La zeaxanthine a son tour subit une hydroxylation
au niveau de B-cycle a fin de donner antheraxanthine puis la violaxanthine qui est converti en
neoxanthine, ce qui représente la derriere étape dans la biosynthése des caroténoides (Nisar et
al, 2015).

2.4. Propriéteé antioxydante

Les caroténoides sont des composés ubiquitaires qui remplissent plusieurs fonctions qui
les rendent spéciaux (Martinez et al, 2007). Ce sont des antioxydants efficaces qui piégent
loxygéne moléculaire singulet et pourraient capturer et désactiver les radicaux libres, agissant

ainsi comme antioxydants a la fois dans les systemes alimentaires (in vitro) et dans l'organisme

11


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0076687971180469#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0076687971180469#!
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-313X.2008.03447.x#b15

Partie bibliographique

Humain (in vivo) (Polyakov et al, 2001). La propriété des caroténoides a piéger les radicaux
Libres est basée sur quatre mécanismes principaux : oxydation, abstraction d’hydrogene, addition,
et réduction (Jomova et al, 2013).

Les espéces radicalaires oxydées ont un potentiel redox élevé ce qui rend capables
d’enlever un électron a partir de la molécule de caroténoide a fin de former un cation radical
caroténoide.

Les radicaux neutres de ces composés bioacrifs peuvent étre formés par plusieurs voies,
comportant I'abstraction d’une molécule d’hydrogéne I'addition d’un radical a la chaine
polyénique des caroténoides et la déprotonation des radicaux cations/anions de caroténoides. La
réduction des caroténoides induit la formation d’anion radical caroténoide. L’auto-oxydation est
une voie alternative inverse et possible dans un systéme contenant une concentration élevée en
oxygene, dont les caroténoides radicaux réagissent avec le dioxyde d’oxygene en formant le
radical pyroxyle caroténoide, ce dernier peut réagir comme un prooxydant, induisant a la
peroxydation des lipides ce qui augmente la détérioration oxydative des biomolécules (Jomova et
al, 2013).

2.5. Caroténoides de piment
2.5.1. Localisation

Les caroténoides sont des pigments naturels des plants, présents dans les membranes
thylakoidiennes des chromoplastes (Bosland et al, 2012), ils se trouvent généralement sous
forme libre dans les feuilles et sous forme estérifiée dans les autres tissus (Arimboor et al,
2014). Chez les plantes, les caroténoides sont synthétises dans les chloroplastes des tissues
photosynthétiques et les chromoplastes des fruits, fleurs, et racines (Bosland et al, 2012).

Les caroténoides ne sont pas répartis au hasard ou librement accessibles dans les
chromoplastes, mais environ 95% de ces pigments sont accumulés dans des substructures :
fibrilles. Ces fibrilles sont alignées le long des axes longitudinaux des chromoplastes. Les
fibrilles  purifiées possedent des phospholipides, galactolipides et protéines simples appelées
fibrilles de 32 kDa (Gomez-Garcia et Ochoa-Alejo, 2013).

2.5.2. Couleur du fruit
La brillance et la diversité de la couleur des piments sont a I'origine de la présence de
pigments caroténoides (Bosland et al, 2012). Cette variation de couleur est due a la
concentration et la composition de la gamme de caroténoides. Bien que pour certains cas, elle
peut étre influencée également par des concentrations en anthocyanes et en chlorophylles
(Skinner et Hunter, 2013). Ces pigments produits durant la maturation sont responsables de la
couleur verte, jaune, orange et rouge du fruit (Bosland et al, 2012). Le pigment rouge est

accompagné avec autres carotenes et xanthophylles tels que p-carotene la zeaxanthin,
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la violaxanthine, I'antheraxanthine (Schweiggert et al, 2007).

Dans les piments, les principales caroténoides des variétés rouges sont la
capsanthine et la capsorubine (Skinner et Hunter, 2013). Cette couleur est due a la présence
d’un groupement carbonyle conjugué avec la chaine polyénique (Giuffrida et al, 2013).

L'intensité de la couleur rouge et le degré de piquant sont des paramétres de qualité

primordiaux dans le commerce du paprika. La quantit¢ de capsaicine dans les piments forts varie

considérablement d'une variété a une autre (Arimboor et al, 2014).

2.5.3. Teneur en caroténoides

Dans le fruit de piments, plus de 30 caroténoides différents ont été identifiés (Russo,
2012) selon les différentes variétés (Terry, 2011). Les caroténoides des fruits mdrs de piment
sont sous forme libre, partiellement et totalement estérifiés représentent respectivement
(21,3%, 35,6% et 43,1% des caroténoides totaux (Gomez-Garcia et Ochoa-Alejo, 2013).
Dans les poivrons rouges, les principaux caroténoides sont la capsanthine (35%), le B-carotene
(11,6%) et la violaxanthine (10%) (Al curl, 1961). A la suite des travaux de (Arimboor et al,
2014), la teneur en caroténoides varie entre 0 - 3,2 ¢/ 100 g de poids sec avec des difféerences

significatives dans la composition.

2.5.4. Facteurs influencant la teneur en caroténoides

La concentration en caroténoides est influencée par de nombreuse facteurs internes et
externes, incluant les facteurs de maturation, génétiques, climatiques, procédés technologiques,
méthodes de culture, et méthodes de stockage (Arscott, 2013).

e Facteurs internes

Les facteurs génétiques affect la teneur en caroténoides (Russo, 2012). La différence dans
ces derniers est liee a I’expression des teneurs en genes responsables codant pour les enzymes
biosynthétiques telles que la capsanthine/capsorubine synthase, la phytoene synthase ou de la
protéine structurale (la fibrilline) (Kilcrease et al, 2015).

La teneur en caroténoides varie significativement a la cour de stade de développement
végetatif chez les fruits, la biosynthese de ces composés bioactifs augmente durant la
maturation, dont la concentration en caroténoides totaux peut atteindre 6 & 90 fois pour les
génotypes a fruits-rouges (Russo, 2012).

e Facteurs externes
» Facteurs environnementaux

Les conditions de croissance et les methodes de culture peuvent avoir des effets
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importants sur la teneur en caroténoides. La culture des piments dans les serres souvent donne
des teneurs typiquement élevées par rapport a la culture en plein champs, la luminosité a aussi
une influence sur la biosynthése des pigments, dont P’élévation de son intensité dans le champ
ou la serre stimule activement la synthése des caroténoides comme une défense contre la photo-
oxydation. Une faible fréquence d’irrigation influence positivement sur I'augmentation de la
teneur en caroténoides totaux ainsi que sur les caroténoides pro-vitaminiques A dans les fruits
rouges. La salinitt ne semble pas avoir d’effets sur la teneur en caroténoides dans les
piments, contrairement aux nutriments minéraux semblent avoir des effets variables dépendant
du génotype et du systeme de production (Russo, 2012).
» Impact des procédés technologiques

Les caroténoides sont assez stables dans leur environnement naturel (Schweiggert et al, 2007).

Lorsque ces composés bioactifs exposés aux facteurs néfastes sont susceptibles a
Poxydation et a Iisomérisation, dont les conséquences pratiques étant la perte de Iactivité
biologique et la couleur de fruits, et aussi la formation des composés volatiles désirables ou
indésirables dans certains aliments (Rodriguez-Amaya, 2001).

La biodisponibilit¢ potentielle des caroténoides est provoquée par les traitements
mécaniques, cela est di a Paltération de la matrice des structures cellulaires. Ils peuvent aussi
causer la perte des caroténoides et introduire la cis-trans isomérisation (Arscott, 2013). Les
traitements mécaniques comme: la découpe, le rapage et le hachage des fruits et légumes
augmentent la surface exposée a I'oxygene et enleve les barrieres physiques ce qui provoquent
I'oxydation enzymatique des caroténoides (Britton et Khachik, 2009).

La composition et la bioactivitt des pigments de piments peuvent altérer par les
traitements  thermiques, provoquent ainsi leur isomérisation et oxydation. Ces changements
dépendent du type de traitement thermique appliqué et de son intensit¢ (Cervantes-Paz et al,
2014). Durant le chauffage, les complexes caroténo-protéiques qui sont plus stables que les
caroténoides libres, sont détruits et les caroténoides sont libérés et rendus plus exposés a la
dégradation. En absence d’oxygéne, le seul effet du chauffage est la conversion des trans
isomeres naturels en cis isomeres, qui sont moins stables avec une activité vitaminique A réduite.
La diminution du temps de chauffage, la réduction de la présence d’oxygéne au minimum, et
'addition des antioxydants durant le traitement thermique provoque une oxydation minimale
des caroténoides (Gross, 1991). La congélation protége généralement les caroténoides, mais la
décongélation lente, dans le cas les produits qui ne subissent pas le blanchiment, peut étre
détruisant (Britton et Khachik, 2009).

Le conditionnement avec exclusion d’oxygéne (sous vide ou sous atmosphere modifi€) et la
protection contre la lumiere, et le stockage a une baisse température protégent la composition en
caroténoides (Britton et Khachik, 2000).
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. Matériel et méthodes

1. Matériel végétal
Pour la réalisation de notre étude, I'unit¢ d’ElFKseur de Pentreprise CEVITAL a été

choisie. La matiere végétale concernée est un sous-produit du piment rouge, utilisé pour la
fabrication industrielle de la conserve Harissa

Les étapes de fabrication sont présentées dans la figure suivante :

Lavage

Réception des piments Découpage des pédoncules

I
J.

(Deux consécutifs dans des

I
J.

frais
bacs)
I
\l/
Elimination des
Préchauffage

déchets (& I'aide
des passoires)

Concentration et cuisson +

I’ajout des additifs (sel, ail ...) T_] f (blanchiment)

\
A cette étape I’échantillon de

ll Sous-produit industriel I"Harissa est récupéré.
~

Stérilisation Produit fini

Flash pasteurisation ) Remplissage + sertissage _‘/

=/

Stoc kage S ——

FIG. 3- proces de fabrication de conserve de I’Harissa.
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Un échantillon de 5kg congelé du sous-produit est récupéré et transporté au laboratoire
de biochimie alimentaire (Université de Bejaia) dans une glaciere. Les analyses physico-
chimiques (Humidité, taux de cendres, pH, acidité) sont déterminées a partir de I’échantillon
frais (FIG. 4) et la détermination de la teneur en sucres ainsi que I'optimisation de I’extraction

des caroténoides sont effectuées sur le sous-produit séché.

FIG. 4- Echantillon du sous-produit industriel de la Harissa.

2. Préparation des échantillons
2.1. Séchage

L’étape de sechage a pour objectifs Iélimination de la principale partie d’eau et de
réduire le poids, le volume ainsi que Tactivit¢ des microorganismes de I’échantillon. Une
partie de I'échantillon est étalé en fine couche puis séchée dans une étuve ventilée réglée a

une température de 40°C pendant 24h.

2.2. Broyage et tamisage
La matiére séchée a subit un broyage a I'aide d’un broyeur électrique puis un tamisage
par un tamis de porosité de 500um. La poudre obtenue est conservée dans un flacon fumé a

Pabri de la lumiere.

3. Analyses physico-chimiques
3.1. Taux d’humidité

La détermination du taux d’humidité est faite a partir de sous-produit industriel. Deux
grammes de 1¥échantillon frais sont étalés sur une boite en verre qui est placée dans le
dessiccateur électrique sous une température de 120°C jusqu’a stabilisation du poids (10
minutes environ). Le dessiccateur indique directement en pourcentage le taux d’humidité sur

Iécran( Ognyanov et al., 2018).
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3.2. Détermination de la teneur en cendres

Les cendres constituent le résidu d’une denrée aprés I’élimination totale de substances
organiques par calcination et évaporation de I’eau.

Les échantillons a analyser récupérés du dessiccateur sont mis dans des creusets en
porcelaine résistants a la chaleur, puis placés dans le four a moufle réglé a 550°C pendant 4
heures jusqu’a obtention d’une poudre de couleur grisatre (Pizarro et al., 2004). Les creusets
sont retirés du four et placés dans le dessiccateur pour refroidissement et le résidu est ensuite
pesé. Le taux de cendre est calculé selon la formule suivante :

Taux de cendre (%) = [(P2 — Po) / P1] x 100. Dont, Py est le poids des creusets vides
avant l'incinération ; P; est la prise d’essai ; P, est le poids des creusets avec I’échantillon
apreés lincinération.

3.3. Détermination du pH etde P’acidité

Une aliquote de 10g de I’échantillon est additionnée de 90ml d’eau distillée, le mélange
est homogénéisé a lPaide d’un ultra-turrax pendant 5 min suivi d’une filtration.

Pour la détermination du pH, Pélectrode du pH-métre est directement trempée dans un
volume de 10ml du filtrat & une température de 20°C. Une fois le pH est mesuré, la solution
est utilisée pour la détermination de Pacidité par titration avec NaOH a 0,IN.  Le point
d’équilibre est considéré au pH de 8,2 (Mitcham et al, 1996). Le résultat est exprimé en

gramme équivalent acide citrique/100g MF et rapporté en pourcentage.

3.4. Dosage des sucres

La teneur en sucres est déterminée selon la méthode de Dubois et al. (1956) dont le
principe repose sur la réaction suivante : lacide sulfurique concentré provoque, a chaud, le
départ de plusieurs molécules d’eau a partir des oses. Cette déshydratation s’accompagne par
la formation de I’hydroxy-méthylfurfural (HMF) dans le cas d’hexose et du furfural dans le
cas d’un pentose. Ces composes se condensent avec le phénol pour donner des complexes
colorés (jaune-orangé). L’intensité de la coloration est proportionnelle & la concentration des
0Ses.

Les sucres sont extrait a partir de 1g d’échantillon seché par 100ml d’eau pendant 1h
dans un bain marie a 95°C. Les sucres sont récupérer par centrifugation a 5000rpnv10min. Le
dosage est réalisé par mélange de 0,5ml de surnageant avec 0,3ml du phénol (5%) et de 1,5ml
d’acide sulfurique. Apres incubation & 105°C pendant 5 min, I'absorbance est mesurée a 490
nm. Les résultats sont exprimeés en g équivalent glucose par 100g de matiére séche en se

réferant a une courbe d’étalonnage réalisée avec du glucose (Annexe 1, FIG.a.).
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4. Optimisation d’extraction des caroténoides
4.1. Effet du type de solvant et du temps

Afin de tester I'effet du type de solvants sur Iextraction des carotlénoides du sous-
produit industriel, 15 solvants de polarités differentes sont utilisés (TAB. 3). L’extraction est
réalisée a partir de 1g de poudre de I'échantillon par 100 ml des différents solvants pendant
des temps variables (0, 2, 5, 10, 20 et 30 minutes). L’extrait de caroténoides est obtenu apres
centrifugation a 5000tpm pendants 10min.

TAB. 3 - Solvants utilisés pour I’extraction des caroténoides.

N° Solvants Polarité Type de solvant
1 Eau 10 Polaire protique
2 Ethanol 5,2
3 Meéthanol 51
4 1-Butanol 4 Alcools
5 1-Propanol 4
6 n-Pentanol 2,2
7 Diméthylsulfoxide 7,2
8 | Dimethylformamide 6,4

Aprotiques polaires
9 Acétonitrile 5,8
10 Acétone 51
11 Chloroforme 4,1 Organochlorés
12 Toluéne 2,4
13 Ether de pétrole 0,1 Aprotiques Apolaires
14 Heptane 0,1 (Hydrocarbures)
15 Hexane 0,1

4.2. Dosage des caroténoides

Pour le dosage des caroténoides, le surnageant obtenu aprés centrifugation est récuperé
et I'absorbance est mesurée a la longueur d’onde de 450nm (Solovchenko et Merzlyak, 2008).
Les concentrations en caroténoides sont obtenues suivant la courbe d’étalonnage tracée par
differentes concentration de B-caroténe (Annexe 1, FIG.b.) et les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent de p-carotene par un kilogramme de matiere seche (mg EB-C/kg MS)
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4.3. Plan de mélanges

Apres I'étude de la cinétique d’extraction des caroténoides pour les quinze solvants, les
trois solvants les plus efficaces (acétone, hexane et éther de pétrole) sont sélectionnés afin
d’étudier Peffet du mélange. Pour cela, un plan de mélange en réseaux est appliqué en
utilisant différentes combinaisons des trois niveaux (1/3, 2/3 et 3/3) des solvants choisis. Pour
le plan de mélange en question, les points de composition sont régulierement repartis dans
I'espace d’étude. Les points représentatifs des produits purs sont aux sommets du triangle
équilatéral avec les coordonnées de 0 et 1. Les combinaisons des trois solvants sont

représentées par les niveaux 1/3, 2/3 et 1/3-1/3-1/3 (FIG. 5) (Goupy et Creighton, 2006).

Acétone

03 @ 3/3

& L >

i Hexane
Ether de pétrole 0/3 1/3 2/3 3/3

FIG. 5 - Représentation des mélanges en réseau a trois constituants

Les dix differentes combinaisons de solvants sont déterminées par le logiciel JMP
(TAB. 4) 100ml de chaque mélange sont utilisés pour I’extraction des caroténoides a partir de
1g de poudre du sous-produit industriel sous agitation magnétique pendant une durée de
20min (temps de I'extraction optimal). Apreés centrifugation, les teneurs en caroténoides sont
Déterminées suivant la procédure indiquée en haut (section 4.2.).
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TAB. 4- Plan de mélange en réseau montrant les différentes combinaisons des trois niveaux
des trois solvants.

N° Acétone Ether pétrole Hexane
1 0,67 0,33 0,00
2 0,33 0,00 0,67
3 0,67 0,00 0,33
4 0,00 0,00 1,00
5 1,00 0,00 0,00
6 0,00 0,33 0,67
7 0,00 0,67 0,33
8 0,33 0,67 0,00
9 0,00 1,00 0,00

10 0,33 0,33 0,33

La réponse recherchée (teneurs en caroténoides) est exprimée selon T'équation
Suivante :
y = bixa + bpXo + bsXs + b1oXiXo + bisXiXs + bo3XoXs 0U Y est la teneur en caroténoides, by, by
et bs sont les termes linéaires de Iéquation, bio, b1z et bpz sont les termes d’interactions de

I’équation, Xi, X» et X3 sont les facteurs (acétone, hexane et éther de pétrole).

4.4. Etude de P’extraction a I’épuisement en fonction du ratio

Pour optimiser la quantité de caroténoides extraite, qui correspond a Iextraction de
maximum de caroténoides pour un minimum de solvant d’extraction, le ratio ainsi que le
nombre d’extraction a I'épuisement sont étudiés. Pour cela, différentes quantités de poudre du
sous-produit (15, 60, 150, 400 et 1000 mg) sont extraites par 15ml du mélange de solvant
optimal (acétone/éther de pétrole 60/40). Aprés une agitation pendant 20min, le surnageant est
récupéré par centrifugation a 5000tpm/10min et le culot est ré-extrait de la méme maniere
pour un nombre de cycles nécessaires a I'épuisement des caroténoides de la poudre (obtention
d’un surnagent claire). Les quantités en caroténoides extraites dans les extraits sont

quantifiées separément puis sont cumulées pour chaque ratio.

5. Analyse statistique
Les résultats représentent la moyenne des valeurs de trois essais + écart type a

L’exception du plan de mélange ou une seule extraction est suffisante. L’analyse de la
variance
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(Test LSD du logiciel de statistica 5.5) est appliquée pour déceler les différences entres les
moyennes. Le logiciel de JMP est utilisé pour construire le plan de mélange en réseaux ainsi
que l'étude statistique relative a cette partie. Microsoft Excel est exploité pour les calculs des

moyennes, les écarts types et les représentations graphiques.
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Résultats et discussion

I1. Résultats et discussion

1. Parametres physico-chimiques
Les résultats obtenus pour les paramétres physico-chimiques du sous-produit industriel
de I'Harissa analysé (humidité, pH, acidité, cendres et glucides) sont regroupés dans le
tableau suivant :
TAB. 5- Resultats des paramétres physico-chimiques

Parametres Valeurs
Humid ité 58,74 £2,73%
pH 6,2 + 0,04
Acidité 0,44 + 0,09%
Cendres 1,10 £ 0,15%
Glucides 3,89 £ 0,479/100g

1.1 Taux d’humidité

Le dessiccateur détermine la teneur en humidité dans les produits alimentaires d’une
maniere fiable, rapide et précise dans le cadre de la qualit¢ des produits. La teneur en
humidité est un parametre important pour les denrées alimentaires qui joue un réle clé dans le
secteur agro-alimentaire. 1l est essentiel pour la conservation et le stockage des aliments, en
effet, un taux élevé en eau induit une altération rapide des produits alimentaires par des
réactions chimiques et enzymatiques et développement microbien (Ribereau-Gayon, 1968).

A la lumiére des résultats, on constate que le sous-produit de piment est moyennement
riche en eau, 58,74%. Ces résultats sont inférieurs a ceux indiqué par Samira et al. (2013)
(91,7% a 89,4%) et de Luitel et Kang (2013) (84.3% - 92.0%), cette détermination du taux de

I’humidité est réalise sur la pulpe de piment, contrairement a notre analyse faite sur le sous-
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produit contenant les graines et résidus de tégument, qui est moins riche en eau.
2. Teneur en cendre

La teneur en cendres de I'échantillon analysé est 1,10 %. Cette valeur est inférieur a
celle indiquée par Christine Emmanuel-lkpeme et al. (2014) 9.78+0.04 taux de cendre de
Capsicum annuum.

m Matiere
organique

,10
%

FIG. 6 - Représentation en secteurs des matf@s organique et minérale et du taux
d’humidité

1.3. pH etacidité
D’aprés les résultats obtenus on remarque que le pH du produit analysé est proche de la

Neutralit¢ (pH 6,2). En comparant le pH de I’échantillon testé a ceux des autres études.

Le Resultat obtenu se situe dans I'intervalle de pH du piment cité par Rico et al, 2010, les
valeurs enregistrées sont entre (4.85-6.25). Kumar Shaha et al, 2013 pH de 4,2 a 6.8 Et aussi
celle de Nunez-Ramirez et al,2011 (5.72-6.41). Mais sont légerement supérieurs par rapport a
ceux d’Ozgur et al, 2011 (5,21- 5,43)

Le produit testé présente un taux d’acidité de 0,44% indiquant une faible acidité ce qui

Confirme le résultat de la mesure de pH.

En Comparant a Pacidité des piments verts on trouve que les valeurs trouvées sont
inferieur par rapport a ceux de Zaulia et al,2006, les valeurs sont variées entre (1.23-1.65).

1.4 Sucres

La valeur moyenne de la teneur en sucres de sous-produit industriel de piment est de 3,89
+ 0,47¢/100g. Ces résultats concordent avec ceux trouvés dans I’étude faite par Naima ZAKI
et al. (2017) qui est baseée sur les Caractéristiques physicochimiques, nutritionnelles et
antioxydantes du paprika produit par procédé semi-industriel a partir de la Niora (Capsicum
annuum L.) cultivée dans trois régions Marocaines. Les résultats obtenus pour le dosage des
sucres totaux sont de 7,90 + 0,98 (g/100g PS) dans la région de El Gharb.
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2. Optimisation d’extraction des caroténoides

Les caroténoides représentent une classe de pigments responsables de diverses couleurs
de fruits et légumes (Mey Chuah et al., 2008). De nombreux paramétres sont importants pour
I'extraction dont le solvant utilisé, la durée d’extraction et le ratio échantillon/solvant. Le
choix approprié de ces paramétres est celui qui permet d’effectuer la meilleure extraction d’un
composé d’intérét en un temps le plus court possible.

L’influence de solvants et de temps sur le taux d’extraction est étudiée en réalisant des
extractions avec les quinze solvants a six différents temps (0, 2, 5, 10, 20 et 30min) a
température ambiante et sous agitation. Apres avoir choisi les trois meilleurs solvants, un plan
de mélange est établi afin d’avoir un mélange optimal pour I'extraction de ces composes
bioactifs. Afin de maximiser le recouvrement des caroténoides a partir du sous-produit

industriel, une série de cycles d’extraction selon le ratio est également étudié.
0 Effet du type de solvant etde temps
Le solvant et le temps sont des paramétres importants qui présentent des influences

significatives sur le rendement d’extraction des caroténoides. Les résultats de la cinétique
d’extraction de ces composés bioactifs sont regroupés les figures qui suit.

L’extraction des caroténoides par I'eau est faible, elle commence par une teneur
6,20mg/kg MS puis elle progresse lentement pour atteindre un taux de 9.88mg/kg MS vers
20min (FIG. 7). Cela est di au faible pouvoir de solvatation de I'eau (solvant trés polaire)

pour les caroténoides qui sont des molécules apolaires.
40
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FIG. 7 - Cinétique d’extraction des caroténoides par I’eau.

L’extraction des caroténoides par les alcools commence par un taux de 10,8 mg/kg
(FIG. 8). Cette quantité représente les molécules qui sont extraites directement par le premier

contact du solvant avec la poudre du sous-produit. Au cours de IPextraction, I’accumulation
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Des caroténoides dans le solvant augmente dans la premiere phase d’extraction (0-10min) puis
I’extraction est ralentie pour atteindre un plateau ou la majorité des caroténoides sont extraits
vers environ 20min. Les teneurs maximales sont atteintes a 10min pour le méthanol et le
pentanol avec une valeur de 26,27 et 20,28 mg/kg, a 20min pour I’éthanol et le butanol avec
une valeur de 24,24 mg/kg et 23,02mg/kg et a 30min pour propanol. Le pouvoir d’extraction
des caroténoides par les alcools varie selon I'ordre décroissant suivant : Méthanol

> 1-Butanol = 1-Propanol > Ethanol > n-Pentanol.

Plusieurs parametres comme la solubilit¢ des caroténoides dans le solvant d’extraction
affectent le pouvoir extractant des solvants, ainsi que le pouvoir de dissolution. Une viscosité
moindre du solvant favorise la diffusivité des solvants dans la matrice végétal, ainsi le
transfert de matiere dans la phase liquide Ramesh Kumar Saini, Young-Soo Keum, 2018
Le temps est un parametre important qui influence sur le taux d’extraction des antioxydants.
Au premier contact de I’échantillon avec les solvants, le taux des caroténoides évalué est

faible, et augmente considérablement quand le temps d’extraction augmente.

40 —o— Methanol  a
==+ Ethanol b
35 == + 1-Propanol b
- 1-Butanol p
30 | n-PgntanoI c
g’ 25 ’ i :_,1
[@)] p—
£20 e
(7¢]
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©
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o
S 5
0 T T T
0 10 20 30 40

Temps (min)

FIG. 8 - Cinétique d’extraction des caroténoides par les alcools.

Les hydrocarbures

Les résultats de I'extraction des caroténoides par les quatre solvants hydrocarbures sont
représentés dans la (FIG. 9). La teneur initiale en caroténoides obtenues par ce type de solvant
est évaluée a 17,60mg/kg MS et qui augmente au cours du temps pour se stabiliser vers 5min
pour éther de pétrole et heptane et pour hexane et toluene vers 10min pour atteindre les
valeurs de 27,02- 20,02 - 25,92 et 22,69 mg/kg MS, respectivement. L’étude statistique
montre que les quatre solvants ont des pouvoirs d’extraction significativement différents,

classés comme suit : éther de pétrole > hexane > toluene > heptane.
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FIG. 9 - Cinétique d’extraction des caroténoides par les hydrocarbures

La figure 10 regroupe les résultats de I’extraction par les solvants aprotiques
polaires en fonction du temps. L’acétone présente une forte apatite d’extraction des
caroténoides a partir de la poudre du sous-produit industriel, dés que le solvant est mis
en contact avec I’échantillon la majorité des composés (80%) sont extraits. Par la suite,
Pextraction continue de maniere linéaire pour se stabiliser a 10min vers une teneur 37,5mg/kg
MS. Cependant, les trois autres solvants sont relativement moins efficace dont une
concentration de seulement de 6,3mg/kg MS est obtenue. Les deux solvants acetonitrile et
diméthyle formamide suivent la, méme allure d’extraction et se stabilisent vers 20min a une
concentration de 19mg/kg MS alors que le dimethyl sulfoxide est le solvant aprotique

polaire le moins efficace et présente une extraction maximale seulement de 10,23mg/kg MS.
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FIG. 10 - Cinétique d’extraction des caroténoides par les solvants aprotiques polaires.
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Le dernier solvant d’extraction des caroténoides testé est le chloroforme (solvant organochlore)
qui débute par une extraction de 15,13mg/kg MS puis progresse pour se stabiliser rapidement vers
5 min a une valeur de 20,29mg/kg MS.
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FIG. 11 - Cinétique d’extraction des caroténoides par le chloroforme.

L’analyse statistique montre toutes les types de solvants utilisés dans cette étude
présente des différences significatives et un pouvoir d’extraction des caroténoides variables
est qui sont classés comme suit : Hydrocarbures > Organochlorés > Alcools> polaires
aprotiques (a I’exception de I'acétone) > eau. Il resort de I'analyse statistique que le pouvoir
d’extraction varie fortement entre les solvants testés et qui sont donnée par I'ordre suivant :
Acetone > Ether de pétrole > n-Hexane > Methanol > Toluene = Chloroforme > Butanol =
Heptane = Propanol > Ethanol > n-Pentanol > Dimethyl formamide = Acetonitrile >

Dimethyl sulfoxide> Eau.
Les résultats obtenus pour les caroténoides totaux sont proches de ceux obtenus par
Guil-Guerrero et al. (2006) pour des piments rouges (179,6 mg/100g de matiere seche).

Les differences des teneurs entre les différents solvants sont dues & la difference de solubilité
du soluté (caroténoides) dans les solvants de differentes polarités.

L’accroissement des taux des caroténoides avec la prolongation du temps d’extraction
est observé, Les résultats montrés dans les figures précédentes témoignent a I’existence de
deux régimes cinétiques. D’abord, pendant la premiére étape, les courbes montent rapidement,

les teneurs en caroténoides sont faibles et augmentent avec le temps, jusqu’a 20 minutes,
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I'étude statistique a montré que 20min est Toptimum pour I'optimisation d’extraction
des caroténoides, qui correspond a Iextraction rapide des caroténoides se trouvant dans les
pores superficiels de la matrice végétale. Pendant la seconde étape la teneur en
caroténoides diminue légérement puis se stabilise, la courbe cinétigue change sa pente pour
prendre une position horizontale, correspondante peut étre a I'isomérisation et a la dégradation
des caroténoides solubilisés, se stabilise et cette stabilité peut étre expliqué par I’équilibre qui
se forme entre le soluté (caroténoides) et le solvant d’extraction NEDA AFLAKI, 2012.
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3. Plan de mélanges

Les valeurs des trois niveaux des mélanges de solvant et les valeurs mesurées et prédites
de teneurs en caroténoides du sous-produit sont regroupées dans le tableau 000. Les
concentrations obtenues varient entre 32,62 et 41,26 mg/kg. 1l est constaté que les valeurs
expérimentales et calculées sont proches et cela est soutenu par la courbe de corrélation tracée

entre les deux types de valeurs (FIG.7) qui montre un coefficient de détermination de 0,89.
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FIG. 12 - Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour les

concentrations en caroténoides.

3.1. Modéle globale d’ajustement
Le TAB. 6 résume lanalyse de la variance du modeéle d'extraction des caroténoides. Le
rapport de Fisher montre une valeur de 1071,59 correspondants & une probabilité inférieure a

0,0001 indiguant que le modéle est tres hautement significatif.

TAB. 6 - Analyse de la variance du modéle pour l'extraction des caroténoides

Source [Degrés de liberté [Somme des carrés| Carré des moyennes |Rapport F| Prob. > F

Modeéle 6 14141,67 2356,94 1071,59 | <0,0001*
Résidus 4 8,80 2,20
Total 10 14150,46

*indique une valeur significative.
3.2. Effet des facteurs

Les effets des trois solvants (Acétone, éther de pétrole et hexane) ainsi que leurs
interactions sur la réponse sont montré dans le TAB. 7. Plus la différence entre la valeur du
coefficient (estimation) et I'erreur standard est grande, plus le facteur est juge influent. Cela
peut se traduire par la comparaison du rapport de coefficient et de I’erreur standard indiqué

par le «Rapport t » La valeur de la probabilit¢ renseigne sur la significativité du parametre,
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elle est considérée statistiguement significative lors qu’elle est inférieur a 0,05. 1l ressort du
tableau que les trois solvants ont des effets tres significatifs sur I’extraction des caroténoides
ainsi qu’une interaction significative entre I’acétone et éther de pétrole. Cependant, les termes
d’interaction entre T'acétone-hexane et éther de pétrole-hexane n’ont pas d’effets sur

Pextraction des caroténoides.

TAB. 7 - 'Effet des facteurs et leurs interactions sur la réponse.

Terme Estimation | Erreur standard |Rapport t|Prob.>|t|

Acétone 38,68 1,39 27,75 [<0,0001*

Ether de pétrole 34,83 1,39 24,99 |<0,0001*

Hexane 35,15 1,39 25,22 [<0,0001*
Acétone*Ether de pétrole 19,20 6,22 3,09 0,0367*
Acétone*Hexane 10,40 6,22 1,67 0,1698
Ether de pétrole*Hexane -5,61 6,22 -0,90 0,4179

* indique une valeur significative.

Les modéles mathématiques du plan de mélange pour I’extraction des caroténoides
peut se présenter sous formes de polynbmes de premier ordre. Ce modéle englobe les effets
linéaires et d’interaction des facteurs et le modele mathématique la de réponse en considérant
les termes d’influences significatives est comme suit :

Y = 38,68x; + 34,83x2+ 35,15x3+19,20X1X, ou Y est la réponse (teneurs en caroténoides), X3
est 'acétone, x,est éther de pétrole, xzest I’hexane.
3.3. Détermination et validation expérimentales des conditions optimales d’extraction

Le mélange requis afin de maximiser I'extraction des caroténoides a partir du sous-
produit industriel étude déterminé a I'aide du module de Profileur de prévision (logiciel de
JMP) qui est estimé avec la combinaison de I'acétone et de I’éther de pétrole avec un rapport
0,6/0,4 (60/40%, viv) (FIG. 13). Ce mélange permet de prédire une extraction maximale
en caroténoides de 41,75mg/kg MS.
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FIG. 13 - Triangle équilatérale du plan de mélange en réseau montrant le mélange de

Hexane

solvants optimal pour I'extraction des caroténoides.

Afin de confirmer les valeurs théoriques optimales, une validation expérimentale est
réalisée. Pour cela, le mélange de solvant optimal pour Iextraction des caroténoides est testé.
Le résultat expérimental, qui est de 42,05+1,37, est tres proche de la valeur théorique,

indiquant ainsi la validitt du modele mathématique élaboré.

4. Etude de P’extraction a I’épuisement en fonction du ratio
Dans lobjectif de maximiser la quantit¢ de caroténoides extraite et de minimiser le
volume de solvant utilisé, une étude de cycles d’extraction a I'épuisement de la poudre du
sous-produit en fonction du ratio est réalisée. Cela permettra de réduire les pertes inutiles de
solvant et de rentabiliser les quantités des caroténoides récupérés. Les quantités de
caroténoides extraites pour les différents rations et cycles d’extraction sont présentées dans la
FIG.14. Les résultats montrent que la quantité de caroténoides extraite ainsi que le nombre de
cycles d’extraction augmente avec Iaugmentation du ratio. En effet, la quantité de
caroténoides cumulés par cycle d’extraction augmente pour chaque ration jusqu’a
stabilisation. Cette derniere indique [Pépuisement de la poudre en caroténoides et cet
épuisement nécessite un nombre de cycles de plus en plus considérable avec I’augmentation
du ratio.
C’est une méthode d'extraction des caroténoides a partir de la poudre de sous-produit de
Harissa industrielle jusqu'a son épuisement en substances d'intérét par le mélange optimal de

solvant
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o Effet du ratio sur la quantité extraite de caroténoides

100
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15/15 60/15 150/15 400/15  1000/15
Ratio poudre/solvant (mg/ml)

FIG. 3.9 - Effet du ratio sur la quantité extraite de caroténoides

Les résultats de l'effet du ratio sur la quantité des caroténoides extrait de I’échantillon
Etudié sont représentés dans La FIG.10.

La plus petite quantit¢ de caroténoide (1.61 g¢/l) est extraite dans le minimum
d’échantillon (le ratio 15/15 g/l). En augmentant le ratio & 60/15 le taux de caroténoide
indiqué est de (5.59 ¢/l), la quantité de caroténoides accroit, pareil pour le ratio 150/15 avec
une valeur de (15.05 g/l) et 400/15 avec une valeur de (35.84 g/l), et un optimum d’extraction
(92.59 g/l) estindiqué avec un ratio de 1000/15.

Le minimum du nombre de cycle d’extraction qui est de 2 extractions est fait dans
I’échantillon a faible ratio (15/15), une troisieme extraction est rajoutée pour le ratio 60/15, et
une quatrieme et cinquieme pour 150/15 et 400/15 respectivement. Aucune autre extraction
n’est rajoutée pour le ratio 1000/15.

A la lumiére des résultats obtenus, on constate que la quantité des caroténoides extraite
et le nombre de cycle d’extraction sont proportionnellement dépendants du ratio. Au-dela du
ratio 400/15 aucune autre extraction n’est nécessaire, cela est di a Iépuisement de la
substance d’intérét dans I’échantillon. La figure montre que le meilleur cycle d’extraction des

caroténoides de I’échantillon est le cinquieme cycle.

O Effet du nombre de cycle d’extraction sur le pourcentage d’extraction
La figure 15 montre les pourcentages de recouvrement des caroténoides pour chaque

Cycle d’extraction en fonction du ratio. La quantité de caroténoides cumulée pour chaque
Ration a la stabilisation est considérée comme le 100%. Le premier cycle d’extraction pour

les ratios 15/15 au 400/15 permet d’extraire la majorité des caroténoides avec des valeurs
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Similaires d’environ 85,6%. Cependant, pour le ratio 1000/15, le pourcentage d’extraction au
cours du premier cycle est inférieur comparativement aux précédents avec 78,59%. Cela
indique que le solvant d’extraction pour ce ratio a atteint la saturation. Le nombre d’extraction
pour chague ratio nécessaire pour aboutir a Pépuisement de la poudre en caroténoides
augmente avec le ratio, exceptés des deux derniers, ou 5 cycles d’extraction sont suffisants
pour I'extraction complete. Le taux de caroténoides extraits diminue au fur et a mesure que le
cycle d’extraction est répété. La quantitt de caroténoides récupérée lors de la premiere
extraction est élevée et cela est d0 au fait que les caroténoides qui se trouvent proche ou en
surfaces des graines de la poudre sont facilement extraits et sont récupérés des le premier
cycle d’extraction. Cependant, Iextraction des caroténoides qui se trouve au centre des
graines sont difficiles a la diffusion et a la solubilisation et cela expliqgue la diminution de

recouvrement des caroténoides dans les prochains cycles.
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40 A @ 3éme extraction
30 A m 4éme extraction
20 1 @ 5eme extraction
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0 - .

15/15 60/15 150/15 400/15  1000/15
Rario poudre/solvant (mg/ml)

Caroténoides (mg)

FIG. 3.15 - Effet du nombre de cycle d’extraction sur le pourcentage d’extraction.

L’extraction jusqu’a I’épuisement a lieu quand la teneur en caroténoides dans le solvant
Est de 100%

Pour le ratio 15/15 seulement deux extractions sont suffisantes. La premiere avec un
rendement de 86,21% et la deuxieme avec 13,79%.
Pour chaque ratio, un nombre de cycle d’extraction est nécessaire pour arriver a un

pourcentage d’extraction de 100%, c’est une extraction a I’épuisement.
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Conclusion

Nous rappelons que le but de cette étude est Ioptimisation des conditions d’extraction
et dosage des caroténoides, suivant une cinétique d’extraction, utilisant la méthodologie de
plan de melanges et de [I'extraction a [I’épuisement, contenus dans le sous-produit

industriel de I’Harissa.

Une cinétique d’extraction des caroténoides sur I’échantillon est réalisée avec quinze
solvants différents. Une étude statistique est effectuée avec le test LSD du logiciel de

statistica 5.5 pour le classement et le choix des trois meilleurs solvants d’extraction.

Le choix de types de solvants et de temps a une influence significative sur le taux
d’extraction des caroténoides. Au premier contact de la poudre avec le solvant, un taux de
caroténoide est extrait, il s’accumule et augmente dans la premiere phase jusqu’a un
optimum d’extraction. La valeur optimale enregistrée pour Pacétone est de 37,5 mg/kg
(taux d’extraction est enviro80%), 27,02 mg/kg pour Péther de pétrole et 25,92 mg/kg

pour I'hexane, puis ils se stabilisent au cours de la deuxiéme phase.

Un plan de mélange de ces trois meilleurs solvants (acétone, éther de pétrole et
hexane) est réalisé a IPaide du logiciel JMP pour objectif d’optimiser le rendement
d’extraction des caroténoides. Les trois solvants ont des effets tres significatifs sur
I’extraction des caroténoides ainsi qu’une interaction significative entre Pacétone et éther
de pétrole en proportion (0,6/0,4). Les concentrations en caroténoides obtenues varient
entre 32,62 et 41,26 mg/kg.

Une bonne extraction constitte d’un maximum de rendement d’extraction des
caroténoides et un minimum de solvant, pour cela une étude des cycles d’extraction et de
quantité de caroténoide a Iépuisement de la poudre de sous-produit est réalisee a
differents ratio. L’extraction maximal est obtenue par le ratio 1000/15 elle est d’ordre
92,59 g/l pour cing cycles d’extraction successifs. Les résultats montrent que la quantité¢ de
caroténoides extraite ainsi que le nombre de cycles d’extraction augmente avec
'augmentation du ratio.

Les perspectives :
+ Identification des caroténoides de sous-produit industriel de I'Harissa
+ Realisation des tests In Vivo en utilisant des caroténoides extraits ( Cancer, anti-
inflamatoires ).

++ Realisation des tests In vitro.
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Résumé

Le piment est considéré comme une bonne source des composés bioactifs tels que les
caroténoides. Actuellement, il y a un intérét considérable pour ce dernier en raison de ses
propriétés antioxydantes et ses effets bénéfiques sur la santé humaine.

Dans ce rapport, nous examinons le role du piment en tant que source de
caroténoides naturels. Dans un contexte de valorisation, La composition des caroténoides
dans le piment rouge et Papplication de différentes méthodologies pour I'optimisation de
leur extraction ont été proposes dans le présent rapport.

La cinétique d’extraction indique a l'aide d’une étude statistique que les solvants les
plus efficaces pour I'extraction des caroténoides sont I’acétone, éther de pétrole et I'hexane
a des temps de 10 min, 5 min et 10 minutes pour des concentrations de 37,5 mg/kg,
27 ,02 mg/kg et 25.92 mg/kg respectivement. Un meilleur plan de mélange (acétone-éther
de pétrole 0,6/0,4) donne un taux d’extraction de 41, 26 mg/kg quant a I’extraction a
I’épuisement, le maximum d’extraction (92,59 ¢/l) est révélé a cinqg cycles extraction au
ratio 1000/15. Les résultats obtenus pour le dosage des caroténoides montrent que le sous-
produit industriel de P'Harissa est une bonne source d’antioxydants capables de limiter
les phénoménes d’oxydation.

Mots clés : sous-produit industriel de I’Harissa, caroténoides, optimisation,
extraction, solvant, plan de mélange, épuisement, cinetique.

Abstract

Chili is considered a good source of bioactive compounds such as carotenoids.
Currently, there is considerable interest for the latter because of its antioxidant properties
and its beneficial effects on human health.

In this report, we examine the role of pepper as a source of natural carotenoids. In a
context of valuation, the composition of carotenoids in red pepper and the application of
different methodologies for the optimization of their extraction have been proposed in this
report.

The Kkinetics of extraction indicate with the aid of a statistical study that the most
effective solvents for the extraction of carotenoids are acetone, petroleum ether and hexane
at times of 10 min, 5 min and 10 min. minutes for concentrations of 37.5 mg / kg, 27.0 mg /
kg and 25.92 mg / kg respectively. A better mixing scheme (acetone-petroleum ether 0.6 /
0.4) gives an extraction rate of 41.26 mg / kg for extraction extraction, maximum extraction
(92, 59) is revealed at five extraction cycles at 1000/15 ratio. The results obtained for the
determination of carotenoids show that the Harissa industrial by-product is a good source of
antioxidants capable of limiting oxidation phenomena.

Key words: Harissa industrial by-product, carotenoids, optimization, extraction,
solvent, mixing plan, exhaustion, Kinetics.



