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I. INTRODUCTION

La transformation industrielle des fruits donne lieu a une production importante de déchets
ayant une incidence sur 1’environnement. En région méditerranéenne, le secteur de 1’industrie
de transformation de ces fruits qui ne cesse de se développer, permet la récupération d’une
quantité importante de sous produits potentiellement utilisables soit comme matiéres
premieres en d’autres secteurs de I’industrie agroalimentaire soit en alimentation animale ou
en pharmacie, ou autres.

Un sous produit issu du processus de fabrication sans étre 1’objet principal de 1’activité, peut
d’abord étre valoris¢é comme un co-produit avant d’étre considéré comme déchet,
certains déchets deviennent alors de véritables matiéres premiéres. Parmi les différentes
especes agricoles transformées industriellement, les agrumes et les pommes occupent une
place importante, dont La composition chimique a été étudiée par plusieurs auteurs en
région méditerranéenne (Baississe., 2009 ; Kumar et al., 2003). Les déchets issus d’agrumes
et des marcs de pommes constituent une matiere de choix pour toute une gamme de sous
produits, Les composes extractibles (pectines, acide citrique, flavonoides), entre autres
(Baississe., 2009 ; Kumar et al., 2003 ; Lanoisellé ., 2007 ; Aubree., 2002).

L’Algérie compte parmi les importateurs de pectines, malgré qu’elle dispose des ressources
fruitieres importantes, offrant des possibilités de transformation trés larges, aux industries
de la filiére. Ces industries rejettent annuellement des tonnages énormes de sous produits,
qui sur le plan économique, peuvent constituer une source intéressante de produits nobles
(pour la récupération des pectines). Yeoh et al (2008) rapportent que la demande en pectines
sur le marché mondial est au dessus de 30.000 tonnes annuellement et se développe d’environ

4-5 % an (Baississe., 2009).

Sur le plan écologique, ces sous produits rejetés dans les oueds, les cours d’eau, ou laissés a
I’air libre sans aucune valorisation, sont classés parmi les déchets fermentescibles et sources
d’une forte pollution microbienne et de produits dont la décomposition biologique est
beaucoup plus lente (hémicellulose, cellulose et lignine), d’aprés Baississe (2009). C’est
pourquoi, il s’avere judicieux sur le plan économique et environnemental de valoriser ces sous
produits en co-produits utilisables en d’autres secteurs de 1’industrie agroalimentaires telles

que les pectines, ajoute |’auteur.



Ces substances ont fait I’objet de nombreuses recherches portant notamment sur leur carac-

térisation en tant qu’additifs (Comme agents de texture, gélifiants, stabilisants et

épaississants). (Thakur et al., 1997 ; Mesbahi et al., 2005 ; Diligent., 2010 ; Lanoisellé.,

2007 ; Aubree., 2002).

Dans ce contexte, le présent travail de recherche aborde les aspects suivants :

» la réalisation d’une étude bibliographique pouvant guider le choix des sources
veégétales.

» la mise au point des procédures expéerimentales (protocoles), responsables a la
récupération des molécules d’intérét (pectines), a partir des sous-produits désignés.

» L’exploitation pratique du potentiel hydrocolloidal des fractions extraites, de leurs

propriétés gélifiantes, dans la conception des milieux de culture exemptes d’Agar-agar.

Ce travail n’est qu'une modeste contribution a 1’élaboration d’une banque de données
ayant pour but, la mise en valeur des substances (sous- produits) de 1’alimentation dans la

synthese des milieux de culture in vitro.



Synthese
bibliographique



1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. 1. LES FRUITS DANS L’ALIMENTATION HUMAINE

Les fruits représentent un des éléments essentiels pour une alimentationéquilibrée et sont
connus pour leur role dans I’entretien des fonctions vitales de 1’organisme humain. La valeur
alimentaire, diététique et thérapeutique des fruits est unanimement acceptée. Ils sont souvent
considérés comme des « aliments fonctionnels » grace au contenu riche en divers
micronutriments tels que les composés phénoliques (reconnus notamment pour leur fort
pouvoir antioxydant), les minéraux, les vitamines etc.

Conformémentaux données statistiques de 1’Organisation des Nations Unies pour
I’ Alimentation et 1’Agriculture, en 2010, plus de 600 millions de tonnes de fruits ont été
obtenues au niveau mondial (Figure 1), dont plus de 67 millions de tonnes en Europe. Parmi
les fruits obtenus dans les plus importantes quantités les 5 premiéres positions sont

occupées par les raisins, les pommes, les agrumes, les fruits rouges et les péches.

52,86 67,25

318,79

Figure.l. Production mondiale de fruits en 2010 (millions de tonnes) (FAOSTAT., 2012).

Méme si la production totale des fruits peut satisfaire les besoins de la population (surtout
grace aux multiples échanges commerciaux qui se déroulent entre les producteurs des
différentes régions et pays du monde), de nos jours,le défi alimentaire n’est plus seulement

d’ordre quantitatif mais aussi d’ordre qualitatif.



De nombreuses études épidémiologiques ont montré un lien entre la consommation de
fruits et I’évolution de diverses maladies. Elles montrent qu'une alimentation riche en fruits
peut diminuer le risque d’apparition et améliorer les effets de maladies telles que celles
cardio-vasculaires (Mirmiran et al., 2009 ; Hoekstra et al. 2009 ; Zhu et al., 2011 ;
Soerjomataram et al., 2010) et cérébraux-vasculaires (Castaldoet Reedlii., 2008], le diabéte
(Aruoma et al.,, 2012 ; Fordet al., 2001), l'ostéoporose (Keen., 2007 ; Cech., 2012;
Lanham-New., 2006), la cataracte (Vinson., 2006), la dégénérescence maculaire (Ferrari, B
2007), les différents types de cancers (Skuladottir et al., 2006 ; Martin-Morenoet al 2008 ;
Collins., 2005., Steinmetz et al 1996) etc.

Cette évolution explique pourquoi lors de ces dernieres années, les chercheurs ont montré
un réel intérét pour 1’étude de différents composants de fruits (bénéfiques pour la santé
humaine) et notamment pour la compréhension de leur mode d'action afin de mieux connaitre
les avantages et les éventuels inconvénients conférés par la consommation des fruits sous

différentes formes.

I. 2. Valorisation des fruits
I. 2. 1. Fruits frais

Les effets bénéfiques des fruits sur la santé humaine ont été depuis toujours reconnus. A
partir de 1988 le programme « 5 a Day » (5 par jour) qui a débuté en Californie et s’est
répandue facilement autour du monde, incite la population a consommer minimum 5 fruits
quotidiennement.

L’immense diversit¢ des fruits permet une grande variété d’options, le choix des
consommateurs étant influencé notamment par les qualités organoleptiques (saveur, aréme,
couleur et consistance) mais aussi par la valeur nutritionnelle représentée par la teneur en eau,
sucres, acides organiques, lipides, protides et macro ou micronutriments.

Les fruits peuvent étre classés dans plusieurs catégories en fonction de différents criteres
tels que la région géographique de provenance, les aspects botaniques ou la composition.

Ainsi, selon le premier critére mentionné antérieurement nous pouvons distinguer :

e les fruits de région tempérée : pommes, poires, cerises, prunes ;
e les fruits sous tropicaux : figues, agrumes ;
e les fruits tropicaux : ananas, bananes, litchis, mangues.
Du point de vue botanique les fruits peuvent étre divisés en plusieurs classes :

e fruits a pépins : pommes, poires, coings ;



fruits @ noyau (drupes) : cerises, prunes, abricots, péches ;
baies simples : myrtilles, groseilles, raisins ;

baies multiloculaires (Hespérides) : agrumes ;

baies fausses : mares, framboise ;

infrutescences : ananas (Lozano., 2006).

Selon la teneur en sucres les fruits peuvent étre classés comme présenté dans le Tableau.l

Tableau 1. Classification des fruits frais (Vierling, 2008).

Classe de fruits

Caracteristiques Exemples

. clémentines
o - acidite titrable forte | _ pajes acides: groseilles, fraises,
Fruits acides | - teneur en sucre élevée framboises. mres. cassis

- agrumes : oranges, citrons,
pamplemousses,mandarines,

Fruits sucrés - teneur en sucre élevée

- fruits a noyau : prune, péches,

- acidité titrable faible . )
abricots, cerises

- fruit a pépins : pommes, poires

Fruits fortement
sucrés

- plus de 20%sucres - raisins, figues, bananes

Vu la grande diversité des fruits et étant donné qu’il est fortement conseillé qu’ils soient

consommeés surtout frais, un stockage plus ou moins long est nécessaire. Ce stockage dépend

des caractéristiques des fruits. Il peut étre realise, par exemple, sous atmosphere contrdlée

(Thompson., 2010) ou par traitement avec des radiations gamma ou ultraviolets (Lacroix., et

al 2003) dans des conditions strictement hygiéniques. Le choix de I’espace de stockage et des

méthodes de stockage appropriées est influencé par différents facteurs parmi lesquels nous

pouvons citer :

la température de stockage, I’humidité relative de 1’air de 1’espace de

stockage, la composition de I’atmosphere, la ventilation, la lumiére...etc.



I. 2. 2. Transformation des fruits

Méme si la globalisation actuelle du marché assure la disponibilité des fruits frais tout au
long de I’année, une importante partie est soumise a différents processus de transformation
afin d’obtenir des nouveaux produits satisfaisant les différentes demandes actuelles des
consommateurs.

Dans la Figure 2, sont présentés schématiquement les principaux types de produits obtenus

a partir de fruits.

Fruits
(— _
Jusde Fruits Conserves
fruits g séchés de fruits

\—Jk_l_d

Jus
avec pulpe
de fruits

Jus
concentrés

Jus clairs Compotes Gelées Confitures

Figure 2 : Produits obtenus a partir de fruits

1.3. Valorisation des sous-produits issus de I’industrie des fruits

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

Ces sous-produits sont facilement dégradables. Leur stockage et leur utilisation sont

conditionnés par des restrictions lIégales.

L. 3. 1. Cadre réglementaire li¢ a ’utilisation de sous-produits de fruits

Vu la grande diversité d’appellations utilisées pour désigner les résidus obtenus apres la
transformation des fruits et les processus dans lesquels ils sont impliqués il est apparu
important de présenter quelques définitions.

Ainsi, conformément a ’article 3 (ci-dessous reporté) de la directive 2008/98/CE du
Parlement Européen et du Conseil du 19 novembre 2008 relative aux déchets (Parlement

Européen., 2008), on entend par:



Déchets : toute substance ou tout objet dont le détenteur se défait ou dont il a l'intention
ou l'obligation de se défaire.

Bio-déchets : les déchets biodégradables de jardin ou de parc, les déchets alimentaires ou
de cuisine issus des ménages,ainsi que les dechets comparables provenant des usines
de transformation de denrées alimentaires.

Gestion des déchets :la collecte, le transport, la valorisation et I'élimination des déchets,
y compris la surveillance de ces opérations ainsi que la surveillance des sites de décharge
apres leur fermeture et notamment les actions menées en tant que négociant ou courtier.
Traitement: toute opération de valorisation ou d'élimination, y compris la
préparation qui précede la valorisation ou I'élimination.

Valorisation : toute opération dont le résultat principal est que des déchets servent a des
fins utiles en remplacant d'autres matiéres qui auraient été utilisées a une fin particuliere,
ou que des déchets soient préparés pour étre utilisés a cette fin, dans I'usine ou dans
I'ensemble de I'économie.

Préparation: en vue du réemploi, toute opération de contrble, de nettoyage ou de
réparation en vue de la valorisation, par laquelle des produits ou des composants de
produits qui sont devenus des déchets sont préparés de maniére a étre réutilisés sans autre
opération de prétraitement.

Recyclage: toute opération de valorisation par laquelle les déchets sont retraités en
produits, matieres ou substances aux fins de leur fonction initiale ou a d'autres fins. Cela
inclut le retraitement des matiéres organiques, mais n'inclut pas la valorisation
énergétique, la conversion pour [l'utilisation comme combustible ou pour des
opérations de remblayage.

Elimination: toute opération qui n'est pas de la valorisation méme lorsque ladite
opération a comme conséquence secondaire la récupération de substances ou

d'énergie.



Les

termes correspondant aux  diverses définitions sont représentés de facon

schématique dans la Figure 3.
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Figure 3 : schéma illustrant la production des sous produits

2. Directions de valorisation de résidus de fruits

Pour répondre aux soucis environnementaux concernant la valorisation de sous-

produits, I’industrie de la transformation des fruits est souvent confrontée a plusieurs

solutions :

>
>

Alimentation animale :

elle est la plus ancienne direction d’utilisation des résidus de fruits ;

le plus souvent elle implique des investissements dans une technologie permettant de
fournir un sous-produit sain et de bonne valeur nutritionnelle ;

il faut toutefois remarquer qu’elle n’élimine pas totalement les rejets dans
I’environnement. Elle les diminue mais les reporte sur les déjections animales.
Epandage, compostage ;

Production d’énergie : par incinération ou par production de biogaz (en cogénération,
par exemple avec des déjections animales) ;

Récupération de différents constituants incorporables dans de nouveaux produits

agroalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.

Nous allons voir par la suite quelques exemples d’utilisation des sous-produits issus de la

transformation de fruits dans différents domaines.



I. 3. 2. 1. Valorisation dans I’alimentation animale

Les résidus de fruits constituent un produit éminemment instable qui doit étre traité
rapidement. Le traitement le plus simple est le sur-pressage qui a essentiellement le réle de
diminuer le volume et d'augmenter la densité de la matiére par diminution de la quantité de
liquide résiduel. Ceci facilite I'ensilage en amenant le taux de matiére seche a 30 — 40% ce qui
entraine aussi la réduction du co(t du transport.

En général, la valeur énergétique des résidus de fruits est assez élevée, grace aux pectines
digestibles et aux sucres.

Les ruminants sont les premiers utilisateurs des residus de fruits frais ou ensilés. Grace aux
microorganismes de leur rumen, ils peuvent utiliser les sous-produits riches en fibres ou
contenant certains facteurs antinutritionnels qui ne sont pas supportés par les monogastriques.
Compte tenu de I’appétence des animaux, mais aussi des teneurs en acides organiques et en
alcool des résidus de fruits, plus ou moins élevees, il est indispensable d'en limiter I'apport
quotidien dans une fourchette de 0,5 a 1,1 kg de matiere seche pour 100 kg de poids d’animal
vivant. Si I'ensilage est riche en alcool, il peut étre parfaitement toléré par les bovins, jusqu'a
des doses correspondant a 200 g d'alcool par jour. Afin d’atteindre 1'équilibre de la ration des
ruminants il est nécessaire d’ajuster les apports complémentaires en matiéres azotées et
minérales (Moletta., 2009).

Différentes études ont été réalisées afin de déterminer I’influence des ajouts de résidus de
fruits dans I’alimentation animale.

Chez les porcins, les résidus ensilés peuvent étre utilisés jusqu'a des quantités
correspondant a 15 % de la matiére séche, s'ils ne sont pas trop riches en alcool (risque de
cirrhose hépatique). Le plus souvent les résidus de fruits sont incorporés, sous forme séche,
dans un aliment complet. Dans ce cas la proportion est réduite, compte tenu de son prix plus
élevé et de la teneur en cellulose (Moletta., 2009).

Dans une autre étude (Pirmohammadi., et al 2006), la valeur nutritive de résidus de
pommes séchés pendant 2 heures a 80°C ou ensilés a eté comparée avec celle de I’ensilage de
mais. Une tonne de chaque type de résidus de pommes a été mélangée avec 100 kg de paille
humide et 5 kg d’urée. Aprés stockage dans un tank de 30 tonnes pendant 45 jours, différents

parametres ont été suivis pour chaque mélange (Tableau 2).



Tableau 2 : composition chimique moyenne des aliments pour
animaux (Pirmohammadi et al., 2006).

Résidusde- Résidusde-

Yy 1. Mais-ensilé
pommesséchés pommesensilés

Matiéreseche, gkg 749 284 429
Matiére organique, g/kg MS*- 029 925 936
Protéinesbrutes, g/kg MS 64 72 76
Fibre dedétergentacides, g/kg MS- 405 460 260
Fibre dedétergentneutre, g/kg MS- 473 567 463
Lignine, g/kg-MS 10 20 H
Azoteinsolubleendétergentacide, g/kg-MS 5.6 6.5 44

*MS—matiereséche

I. 3. 2. 2. Valorisation par épandage et compostage

L’épandage et le compostage reposent sur le recyclage en agriculture des éléments
fertilisants contenus dans les effluents ou les produits épandus.

Les plantes cultivées prélévent des éléments minéraux du sol pour élaborer leurs tissus.
Une partie de ces éléments est exportée par la récolte (ou par préléevement par les animaux
d’¢levage lors du paturage). Afin d’éviter toute baisse de fertilité, ces exportations d’éléments
minéraux doivent étre compensées par des apports minéraux au moins équivalents.

La minéralisation peut s’effectuer sous forme d’apports de minéraux ou a travers des
apports de matiére organique (Moletta., 2009).

Les résidus de fruits peuvent-étre utilisés directement comme fertilisants par épandage
mais il est nécessaire de remarquer que si cette pratique n’est pas suffisamment controlée elle
peut entrainer certains risques liés a un exces d’éléments minéraux qui peut provoquer :

e des fortes perturbations de la flore présente ;

e un déséquilibre des minéraux présents dans le sol ;

e une accumulation des minéraux et des métaux lourds dans le sol ;
e des fuites de ces minéeraux vers les milieux aqueux.

Par rapport a I’épandage, le compostage est un processus aérobie qui implique
plusieurs etapes (Figure 4) au cours desquelles des microorganismes thermophiles
(température optimale de développement autour de 50°C) transforment le matériel organique
dans un produit stable ressemblant au sol.Le matériel végétal utilisé pour compostage doit
étre soumis a une étape préliminaire de réduction du contenu d’eau (de 80-90% jusqu’a 50-
60%) par pressage ou par séchage naturel. La neutralisation du pH qui est, en général, acide
est également nécessaire (Schaub., et al 1996).
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I. 3. 2. 3. Valorisation sous forme de biomasse et d’agro carburants

e obtention de la biomasse

Certains types de microorganismes, en particulier, les levures, peuvent utiliser les
sucres solubles et les acides organiques pour produire de la biomasse ayant un
contenu élevé en protéines. Les levures sont des microorganismes communs qui se

développent facilement sur des résidus végétaux (Stabnikova., et al 2005).

e Obtention des agro carburants

La forte industrialisation au niveau mondial a conduit a I’augmentation de la
demande de combustibles a base de pétrole. De nos jours 80% des combustibles
utilisés sont d’origine fossile et plus de 50% ont comme destination le transport. Les
combustibles fossiles sont épuisables et contribuent a I’augmentation des émissions
de gaz a effet de serre ce qui entraine des effets négatifs incluant les changements
climatiques, le recul des glaciers, 1’¢lévation du niveau de la mer, la perte en
biodiversité etc. Ces facteurs conduisent a rechercher de nouvelles sources d’énergie
alternative (Nigam et al.,, 2011) dont les agro combustibles. Ceux-ci peuvent étre
classés selon différents criteres. Une des classifications existantes les divise en
primaires et secondaires. Ceux primaires sont utilisés pour chauffage, pour la
production d’électricité¢ alors que ceux secondaires (obtenus par la valorisation de la
biomasse e.g. éthanol, biodiesel etc.) peuvent étre utilisés dans différents processus
industriels et selon les matiéres premicres et la technologie d’obtention se classent
en agro combustibles de premiére, deuxiéme et troisieme génération.

e Obtention du bioéthanol

Une alternative reconnue pour les combustibles pétroliers est représentée par le bioéthanol
dont la production obtenue entre 2005 et 2010 et une estimation de celle pour 1’année 2011

sont présentées dans la Figure 5.
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Figure 5 : Production mondiale de bioéthanol (Crop Energies., 2011).

Généralement, le bioéthanol est produit a partir de matiéres premieres telles que celles riches
en saccharose (betterave, canne a sucre) ou fécule (blé, mais, orge) ou a partir de la biomasse
lignocellulosique qui est un matériau constitué de macromolécules oxygénées de nature
glucidique (bois, pailles, bagasses). Le processus de production implique plusieurs étapes
capables d’assurer la transformation des matieéres premieres en bioéthanol dont I’hydrolyse
(acide et / ou enzymatique) et la fermentation sont les plus importantes (Balat., et al 2008).

e Obtention du biogaz

Plusieurs études ont été réalisées sur la génération du méthane utilisant la fermentation
anaérobie des résidus végétaux. L’effet de la température sur la digestion de ces résidus a été
exploré dans des conditions psychrophiles (20°C), mésophiles (35°C) et thermophiles (55°C)
en réacteurs tubulaires conduisant a un rendement élevé en biogaz. La digestion anaérobie des
résidus issus de la transformation des pommes, de 1’ananas et de la betterave ont conduit a un
rendement de 0,429-0,568 L biogaz / g de charge totale de solide volatil avec un contenu en
méthane de 50-60%. La fermentation d’un mélange de résidus d’ananas, de mangues et
d’oranges a conduit a 0,6 m3 biogaz / kg charge de solide volatil aprés une rétention
hydraulique de 20 jours. Par digestion anaérobie des résidus végétaux utilisant des réacteurs
thermophiles avec liquéfaction en deux étapes et filtre anaérobie mésophile
420 L méthane / kg solide volatil ont été obtenus. Les résultats ont montré qu’a pH 6,5 tant la
liquéfaction que I’acidogene thermophile et mésophile ont ét¢ maximales dans la production

du méthane (Vijayaraghavan., et al 2007).



I. 3. 2. 4. Valorisation dans I’industrie alimentaire

e Obtention de la gelée

Une valorisation possible des résidus de fruits et notamment de ceux de pommes consiste a
utiliser leurs propriétés gélifiantes. Royer et al., (2006) ont étudié I’optimisation de la
production de la gelée a partir de résidus de pommes (Braeburn, Gala, Golden Delicious,
Granny Smith en proportion égales) non traités enzymatiquement et de coings broyés. Ainsi,
aprés 1’ajout d’eau (25 mL eau pour 100 g résidus de pommes), le mélange a été cuit pendant
15 minutes. Un sirop de sucre en eau (25 mL eau pour 100 g sucre) a été ajouté ensuite. Une
nouvelle période de cuisson a 100°C a été suivie par un séchage a température ambiante
pendant 48 heures. La formulation a été réalisée par un plan d’expériences et les résultats
obtenus ont révélé que utilisation de la combinaison résidus de pommes : coings conduit a
une gelée ayant des propriétés sensorielles agréables.

e Obtention de I’huile végétale

L’huile végétale peut étre obtenue par pressage ou par extraction par solvants a partir d’un
matériel végétal huileux tel que les pépins des fruits. Ceux-ci doivent étre écrasés dans des
moulins et ensuite chauffés a la vapeur d’eau jusqu’a une température de 100°C. Le but du
chauffage est de faciliter 1’élimination ultérieure de 1’huile, par la dénaturation et la

coagulation partielle des substances protéiques et par la diminution de la viscosi



L’huile obtenue doit étre raffinée. Pour ce faire, dans un premier temps, il est nécessaire de
neutraliser I’acidité de I’huile avec de I’hydroxyde ou du carbonate de sodium. Le passage de
I’huile sur du charbon actif suivi par un chauffage sous vide et dégazage dans un courant de
dioxyde de carbone ou sous un jet de vapeur d’cau assurent la décoloration et la
désodorisation.

L’huile raffinée obtenue a partir de pépins de fruits est composée principalement d’acide
oléique, d’acide palmitique, d’acide stéarique etc. présente une odeur et un golt agréables et

peut-étre utilisée dans 1’industrie cosmétique, pharmaceutique et alimentaire.

Obtention du vinaigre et de I’alcool alimentaire

Tous les résidus de fruits peuvent-étre utilisés pour I’obtention de vinaigre et del’alcool
alimentaire par fermentation a condition d’avoir une teneur minimale de 8% sucres.Les
résidus qui ne sont pas valorisés immédiatement peuvent étre conservés par séchage ou pas
fermentation alcoolique avec des levures sélectionnées tout en évitant le contact avec ’air par
le remplissage total des bassins de fermentation.

Dans le premier cas I’élimination de ’air se fait par tassage du matériel, les levures étant
ajoutées sous forme de culture liquide. La fermentation se déroule pendant 6-7 jours, la
conservation étant assurée pendant 2-3 mois. Dans le second cas, la conservation est assurée
par I’alcool et par le dioxyde decarbone issu du processus de fermentation des sucres par les
levures.

Le résidu obtenu par ce processus peut-étre utilisé comme fourrage pour les animaux tel

quel ou apres séchage dans un séchoir a tambour rotatif (Cojocaru., et al 1965).



I1.1. Localisation des pectines : la paroi cellulaire végétale
11.1.1. Organisation anatomique et fonctions

Parmi les cellules eucaryotes, la paroi cellulaire est 1’une des caractéristique sanatomiques
qui différencie la cellule végetale de la cellule animale. Compartiment original de la structure
cellulaire végétale, la paroi est aussi considérée aujourd’hui comme un organite a part enticre.
Sa composition unique ainsi que 1’ensemble des liens physiques et chimiques qui la structure
lui permette d’assurer un véritable continuum a I’interface du symplasme et de I’apoplasme
(Mollet., 2006). La paroi cellulaire fournit également a la cellule végétale une résistance
mécanique importante et explique souvent sa forme caractéristique. Sa structure varie en
fonction des especes végétales, de 1’age et de la nature des tissus considérés rendant ainsi
difficile son étude. C’est une structure rigide micro fibrillaire enrobée d’une matrice
hydrosoluble et gélifiante. Différents niveaux d’organisation vont lui conférer son aspect
dynamique et rigide. En effet elle doit étre modelable au rythme de la croissance chez les
jeunes cellules, tout en restant ferme afin d’assurer son role de barriere protectrice et de
permettre la cohésion des cellules. Elle doit s’opposer aux chocs osmotiques, a la
dessiccation, aux rayons ultraviolets, tout en permettant les échanges intercellulaires et le
passage des substances nécessaires au métabolisme cellulaire. Ces exigences, a la fois
antagonistes et complémentaires, sont a 1’origine de la complexité de la paroi cellulaire
végétale.

Du point de vue anatomique, certaines caractéristiques permettent de définir un modéle
général de la paroi végétale (figures 6 et 7), se décomposant en trois zones distinctes, de
I’extérieur vers I’intérieur de la cellule :

La lamelle moyenne : partie commune située entre deux cellules voisines dont le rdle est
d’assurer la cohésion entre les cellules. Son épaisseur varie de 0,2 & 1 um. La lamelle
moyenne est riche en pectine et dépourvue de cellulose.

La paroi primaire : la plus mince (0,1-0,2 um), constituent la seule enveloppe fibrillaire
des cellules en croissance et montre une grande plasticité. Elle présente une structure
biphasique, ou les microfibrilles de cellulose sont dispersées dans une matrice amorphe
fortement hydratée composée de substances pectiques, d’hémicelluloses et de protéines. La
paroi cellulaire primaire est composée de 9-25% de cellulose, de 25-50%d’hémicellulose, 10-
35% de pectines et 10% de protéines (Bidlack et al., 1992 ).

La paroi secondaire : Tres épaisse (1 a 5 um) est ajoutée a la paroi primaire lorsque la

cellule a cessé de croitre. Elle est constituée d’un réseau fibrillaire de cellulose cristalline et



d’hémicellulose. En fonction de I’orientation des fibrilles de cellulose, trois régions distinctes
sont définies (S1, S2, S3). Ces fibrilles de cellulose ont une orientation déterminée qui change
rythmiquement et varie d’une strate a 1’autre.

La paroi cellulaire végétale est donc formée majoritairement de polysaccharides dont
lastructure et les relations intermoléculaires peuvent expliquer cing grandes fonctions (Perez
et al., 2003) : (1) elle assure I’extension du réseau intercellulaire, (2) elle contribue a
I’adhésion des cellules dans le lamelle moyenne, (3) elle limite la porosité de la paroi
cellulaire, (4) elle contribue au maintient de 1’équilibre physico-chimique du symplaste (eau et
ions) et (5) elle assure la transduction de signaux extracellulaires vers le milieu intra-cellulaire
au travers de la libération d’oligosaccharides bioactifs. Malgré sa localisation extracellulaire,
par dela la membrane plasmique, la paroi cellulaire est aujourd’hui considérée comme un
compartiment métabolique dynamique de la cellule la rapprochant ainsi davantage — en
référence a la cellule animale — d’une véritable matrice extracellulaire.

Les polysaccharides sont plus accessibles et plus faciles a extraire dans les parois
cellulaires peu ou pas lignifiéés, nous nous sommes plus particulierement intéressés aux

parois cellulaires non secondarisées.

M : lamelle moyenne
; P : paroi primaire ;
S1, S2, S3 : paroi

secondaire.

Figure 6 : Aspect de la paroi cellulaire végétale en microscopie électronique d’apres

Sjostrom et Westermark (1999).
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Figure 7 : Vue perspective d’une paroi ligneuse, d’aprés Roland (1980).

11.1.2. Les principaux constituants de la paroi végétale

Deux principaux types de polysaccharides entrent dans la composition de la paroi cellulaire :

Homogenes (homopolysaccharides) comportant un seul type de monosaccharide.
Lanomenlature systématique mentionne : le type de liaison, la configuration anomérique
ou, la forme énantiomérique de chaque glucosyl D ou L, le nom de I’'unit¢ mono
saccharidique, la forme furanosyl et pyranosyl de chaque résidu puis le suffixe —ane. (1
4)- -D-pyranoglucane correspond par exemple a la cellulose.

Hétérogenes (hétéropolysaccharides) résultant de la condensation de différents types de
monosaccharides. La nomenclature systématique mentionne rarement les configurations
anomériques. Le nom est formé des préfixes énantiomériques, des noms des sucres
classés par ordre alphabétique, précédant le nom de ['unit¢é monosaccharidique
constituant la chaine principale se terminant par le suffixe -ane. D- xylogalacturonane, la
chaine principale est composée d’acide galacturonique et la chaine latérale est composée

de xylose.

La paroi cellulaire est principalement composée de cellulose, d’hémicelluloses, de pectines et

de lignine, et dans une moindre proportion de protéines.



11.1.2.1. La cellulose

Directement issue de la photosynthése, la cellulose est la molécule organique la plus
abondante sur Terre ainsi que le matériau le plus important de la paroi des cellules végetales.
La quantité de cellulose biosynthétisée par les plantes terrestres est estimée a 100 milliards de
tonnes par an, constituant a elle seule 50% de la masse végétale (Robert et Roland., 1998).
La molécule de cellulose est un homopolymeére linéaire formé par un enchainement d’unités
cellobiose, motif composeé de deux D-glucopyranose en conformation 1C4 liés par une liaison
glucosidique R-(1—4). Le degré de polymérisation (DP) qui représente le nombre d’unités
glucosidiques par chaine de cellulose est compris entre quelques centaines et plusieurs
milliers selon sa provenance et sa situation au sein de la paroi cellulaire. La disposition des
hydroxyles libres des glucoses permet 1’¢tablissement de liaisons hydrogénes intra-chaines,
stabilisant la molécule dans son orientation linéaire ce qui lui confere une certaine rigidité, et
de liaisons inter-chaines qui relient plusieurs molécules de cellulose et les maintiennent

disposées parallelement (figure 8).

Ainsi, l'association de nombreuses molécules de cellulose permet la formation de micro-
fibrilles, qui elles-mémes s’assemblent en fibres et favorisent 1’établissement d’un état solide
ordonné, cristallin. La structure fibrillaire trés condensée de la cellulose explique sa résistance
aux attaques chimiques et enzymatiques, sa grande résistance mécanique a la traction, ainsi
que son caractére non-soluble dans 1’eau. La fraction cellulosique est considérée comme
étant le résidu insoluble apres I'extraction des autres polysaccharides de la paroi par des
agents chélateurs et des bases minérales.

La cellulose est peu soluble dans les solvants organiques usuels du fait de son fort degré de
cristallinité. Elle peut cependant étre solubilisée dans divers systemes comme les
complexes metal/amine (solutions d’hydroxyde de cuprammonium ou cupriéthylenediamine),
les oxydes d'amines tertiaires cycliques (N-méthylmorpholine-N-oxyde ou MMNO ;
Johnson., 1969) ; plus récemment, la cellulose a été solubilisée dans le systeme chlorure de
lithium / N,N-diméthylacétamide(McCormick et Shen., 1981).



Figure 8 : Liaisons hydrogéne intra- et intermoléculaires dans la cellulose.

11.1.2.2. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses représentent, apreés la cellulose, le polysaccharide le plus abondant dans
la nature. Contrairement a la cellulose, elles ne peuvent pas étre décrites de fagon succincte du
fait de leur importante diversité. De plus leur structure dépend de leur origine variétale, du
tissu ou du type cellulaire, de 1’age des cellules et de leur localisation dans la paroi végétale.
Elles différent de la cellulose de par I’hétérogénéité de leur composition monosaccharidique.
En général elles sont constituées de chaines moléculaires plus courtes avec un degré de
polymérisation souvent inférieur a 200. A ’origine, les hémicelluloses désignent des
polysaccharides pariétaux alcalinosolubles ; cependant certains polysaccharides, tels que les
arabinanes et les arabinogalactanes sont extraits par I’eau. Donc, par extension, les
hémicelluloses regroupent tous les polysaccharides qui ne sont ni cellulosiques, ni pectiques,
présents dans les parois cellulaires végétales.

A la linéarité et a la monotonie de constitution de la cellulose, s’opposent les multiples
facons selon lesquelles s’associent les unités glucidiques dans les hémicelluloses. Elles sont
formées d’une chaine de monosaccharides liés par des liaisons glycosidiques résultant de la
condensation d’un hydroxyle hémiacétalique d’un ose avec un hydroxyle alcoolique d’un
autre. Cet enchainement peut étre constitu¢ d’un seul type de monomeére
(homopolysaccharide) ou de plusieurs types différents (hétéropolysaccharide). Par hydrolyse
acide ou enzymatique, les hémicelluloses liberent des hexoses (glucose, mannose, galactose),
des pentoses (xylose, arabinose), des desoxyhexoses (fucose et rhamnose) et des acides
uroniques (acide glucuronique et son dérivé 4-O-méthyle, acide galacturonique). Les liaisons

qui unissent ces motifs sont elles-mémes variées. Les hémicelluloses sont constituées par un



axe osidique principal, le suffixe —ane désignant la nature de cet axe ; par exemple, les
xyloglucanes sont construits a partir d’une chaine de glucose, substitué par des unités xylose.
Cette chaine principale peut étre ramifiée par des chaines latérales, qui empéchent le

rapprochement des chaines et donc I’arrangement cristallin.

11.1.2.3. Les pectines

Ce sont les constituants essentiels de la lamelle moyenne a la base du « ciment » qui réunit
les cellules entre elles. La structure principale des pectines est formée de chaines linéaires
faiblement polymérisées d'acides galacturoniques liés en a-(1—4), appelé acide
polygalacturonique, sur lesquelles s'insérent des résidus de L-rhamnose. Cette zone est aussi
qualifiée de lisse (« smoothregion »). Chaque unité rhamnose introduit dans la chaine un
coude et confére donc a I’ensemble une configuration en zig-zag. Des chaines latérales de
natures diverses, arabinanes, galactanes et arabinogalactanes sont aussi greffées sur le
squelette rhamnogalacturonique, d'ou la grande diversité de ces polymeres. Cette structure
ramifiée est aussi appelée zone chevelue (« hairyregion »). Les fonctions acides sont souvent
estérifiées par des groupements méthyles ou salifiées par des ions monovalents ou divalents
tels que K+, Na+ et Ca2+.

La solubilité des substances pectiques dépend de leur masse moléculaire, de la présence de
chaines latérales, mais aussi et surtout du degré de méthylestérification et de la distribution de
ces groupements méthyles. Les pectines sont classées suivant leur mode d'extraction, soit a
I'eau chaude pour les pectines hautement méthylestérifiées, soit par des agents chélateurs de
cations divalents (EDTA, oxalate d’ammonium) pour les pectines faiblement

méthylestérifiées et a ’acide dilué a chaud pour la protopectine (acide polygalacturonique).

11.1.2.4. Les lignines

Les lignines sont des polyphénols, macromolécules tridimensionnelles hydrophobes de
haut poids moléculaire. Leur structure résulte de la copolymérisation de trois
monomeres aromatiques de type phénylpropéne : 1’alcool coumarylique, 1’alcool
coniférylique et Il'alcool sinapylique, que l’on désigne sous le terme général de
monolignols (figure 9), leurs précurseurs, les acides hydroxycinnamiques (ou alcools
phénylpropénoiques), sont produits au niveau du réticulum endoplasmique des cellules en
voie de lignification, a partir de la phénylalanine, désaminée en cinnamate, hydroxylée,

méthylée et réduite en alcool au niveau de la fonction carboxyle. Au niveau de la paroi



cellulaire, les monolignols sont oxydés en radicaux libres sous I’influence d’enzymes
(laccases et peroxydases) ; ces radicaux polymérisent, plus ou moins au hasard et sans
intervention enzymatique, ce qui explique la variabilité importante dans la structure des
lignines. Cette polymérisation in situ s’accompagne de la formation de liaisons covalentes
avec les glycanes de la paroi. A la fin du développement cellulaire la lignine incruste ainsi la
cellulose et les hémicelluloses, ce qui assure la rigidité de la paroi, mais pose des problémes

lors de I’extraction des hémicelluloses.
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Figure 9 : Structure des monolignols et des acides hydroxycinnamiques précurseurs.

La proportion des trois monomeéres et les liaisons intramoléculaires sont trés variables,
dépendantes de 1’origine botanique, du tissu et de la localisation dans la paroi. Les lignines
sont difficilement dégradées, tres résistantes a de nombreux agents chimiques et
biochimiques ; seuls certaines bactéries et champignons, comme les polypores, sont capables
d’assurer la lignolyse. Elles sont trés réactives, parce qu’elles contiennent entre autres des
fonctions phénoliques et hydroxyles, et sont insolubles dans les solvants du fait qu’elles
constituent un réseau infini. Pour caractériser les lignines, des méthodes de dégradation
douces ont été mises au point, qui permettent de dépolymériser le réseau tridimensionnel du

polymere sans dégrader ni les noyaux aromatiques, ni la chaine propane. Cependant, du fait



des opérations d’extraction, les lignines isolées (lignines d’extraction) sont différentes des
lignines in situ (protolignines). Le terme de « klason lignine » est parfois employé et
correspond au résidu apres avoir débarrasse la paroi des extractibles hydrophiles et lipophiles,

et des polysaccharides par de 1’acide sulfurique fort.

11.1.2.5. Les autres constituants

En marge de ses constituants polysaccharidiques principaux, la paroi comporte d’autres
catégories de polysaccharides. C’est notamment le cas de la callose, un -(1,3)
glucane(Aspinall et Kessler., 1957). Cette derniere est souvent détectée en réponse a des
blessures ou des infections par des pathogenes. Par ailleurs, les arabinogalactanes protéines
(AGP) peuvent étre extraits d’un grand nombre de tissus. Elles sont composées de 10% de
protéines riches en hydroxyproline, serine, alanine et glycine et de 90% de polysaccharides
composés essentiellement d’Ara, Gal, Rha, Man, Gal A, Glc A (Tucker et Mitchell., 1993).

La paroi ne contient pas que des polysaccharides. Les substrats lignocellulosiques
renferment également des lipides, des protéines ainsi que des substances de faible poids
moléculaire, tels que les extraits et minéraux, spécifiques a chaque espéce végétale. La paroi
contient généralement entre 3 et 6% de protéines, souvent sous forme de glycoprotéines, dont

les extensines. Les autres sont des enzymes telles que la peroxydase ou diverses glycosidases.

11.2. Les pectines : une classe de polysaccharide pariétal typique des végétaux

11.2.1. Sources de pectines a usages industriels

Méme si les pectines sont tres largement répandues dans les tissus végétaux ou elles sont
un ciment intercellulaire dans la lamelle moyenne et un liant intermoléculaire dans la paroi
primaire, le nombre de sources naturelles qui peuvent étre utilisées pour des usages industriels
est limité. Les propriétés physico-chimiques des pectines - base de leur utilisation industrielle-
dépendent tres largement de leurs caractéristiques structurales qui elles-mémes sont
expliquées par la plante qui est a ’origine de leurs syntheses. C’est pourquoi, la détection de
grandes quantités de pectines dans une source végétale n’est pas un argument suffisant pour
que ces derniéres puissent étre valorisées a une échelle industrielle. Le cas des pectines de
betteraves dont ’acétylation des fonctions alcools secondaires des acides galacturoniques
s’oppose a la gélification en est une parfaite illustration. Le tableau 3, précise les sources

actuelles de pectines commerciales.



Tableau 3 : Principales sources de pectines d’intérét industriel d’aprés Thakur et al (1997).

Eruits % de pectines
(Yomassique)
Pomme (Malus spp.) 0.5-1.6
Marc de pomme 1.5-25
Banane (Musa acuminata L.) 0.7-1.2
Pulpe de betterave (Beta vulgaris L.) 1.0
Carambole (Averrhoa carambola L.) 0.66
Carotte (Daucus carota L.) 0.2-0.5
Goyave (Psidiumguajava L.) 0.77-0.99
Pulpe de citron (Citrus lemon L.) 2.5-4.0
Litchi (Litchi chinesis S.) 0.42
Mangue (Mangiferaindica L.) 0.26-0.42
Zeste d’orange (Citrus sinesis) 3.5-5.5
Papaye (Carciapapaya) 0.66-1.0
Fruit de la passion (Passifloraedulis S.) 0.5
Péricarpe de fruit de la passion 2.1-3.0
Péches (Prunus persica) 0.1-0.9
Ananas (Ananas sosmosus L.) 0.04-0.13
Fraise (Fragariaananassa) 0.6-0.7
Tamarin (Tamarindusindica L.) 1.71
Mdare (Rubus rosalfolius) 0.72
Tomate (Lycopersiconesculentum) 0.2-0.6




11.3. Propriétés chimiques des pectines

11.3.1. Solubilité des pectines :

Les pectines se comportent comme des poly-électrolytes grace a la présence de groupements

carboxyliques dans leur squelette (Lopes da Silva et Roa., 2006; Ralet et al., 2002;

Thibault et al., 2000).

Selon Lopes da Silva et Roa, (2006), la solubilité est déterminée par le PKa qui varie dans une
gamme de valeurs constantes (2,9 - 3,2). La solubilité des pectines dépend de divers
paramétres dont entre autres :

e Le solvant, sa nature et sa force ionique.

e La nature de la pectine et sa concentration.

e Le pH de la solution.

e Latempérature de la solution.

e Les contre- ions d’autres polymeéres existants dans la solution.

e Ledegré depolymeérisation.

e [’ionisation des groupements carboxyles et leur distribution.

Selon Lopes da Silva et Roa (2006), il faut ajouter a ceux-la : le degré d'amidation qui
entraine une forte rigidit¢ des macromolécules. Celle-ci est la conséquence d’une
individualisation, des molécules pectiques, favorisée par la dissociation des fonctions acides
carboxyliques en C-6, des résidus d’acides galacturonique et leur stabilisation par répulsion
électrostatique (Fishmanet al., 1993 cités par Yapo, 2007).

Par conséquent, tout solvant susceptible de favoriser la dissociation se présente comme un
bon agent de solubilisation des pectines.

En général les pectines sont solubles en milieux aqueux (eau, solutions tampons a faible force
ionigque) comme le formamide, le dimethyl-formamide, et le glycérol. (Voragen et al., 1996
cités par Visser et Voragen., 1996).

Dans un milieu aqueux il se produit d’abord un gonflement des chaines, puis celles-Ci
s’individualisent et la solubilisation proprement dite a lieu. Ce processus se traduit par une
augmentation de la viscosité du milieu.

A noter, les propriétés poly-électrolytiques des pectines influencent énormément son

utilisation comme ingrédient dans l'aliment.



11.3.2. Stabilité des pectines :

La stabilité maximale des pectines a lieu & pH 4 Sriamornsak, 2003; VVoragen et al., 1996
cités par Visser et Voragen., 1996). Pour des pH < 3 et a basse température, les groupements
acetyles et méthyles sont destabilisés et les sucres neutres sont hydroxylés. Si la température
est élevée I’hydrolyse est accélérée (Sriamornsak., 2003) .En milieu alcalin et a basse
température les groupements estéres sont saponifiés. En milieu neutre et a tempeérature
ambiante la saponification est accompagnée de la réaction de dépolymerisation, cette
dégradation a lieu uniquement dans les liaisons glycosides et dans les résidus méthylés de
I’acide galacturonique. A des températures > 60° C, cette dégradation a lieu qu’a pH
Iégerement acide (pH proche de 5) (Voragen et al., 1996 cités par Visser et Voragen, 1996).
11.3.3. Groupements fonctionnels des pectines :

11.3.3.1. Degré de méthylation :

Les pectines commerciales hautement méthylées présentent un degré de 60 a 70 % et les
pectines faiblement méthylées présentent un degré variant entre 20 a 40 % (Sriamornsak.,
2003). Pour cette raison on définit le DM comme étant le nombre de fonctions acides
estérifiées pour 100 monomeres d’acides galacturonique. Ainsi deux familles de pectines sont
distinguees:

= Pectines hautement méthylées ou HM (high méthoxy) qui possede un DM > 50 %.

= Pectines faiblement méthylées ou LM (lowméthoxy) qui posséde un DM < 50%.

Le substituant méthanol joue un réle majeur dans les propriétés physiques des pectines

(Guillotin., 2005).La répartition des groupements méthyles, le long de la chaine principale

joue un réle important dans les processus de gélification, elle peut étre regroupée ou aléatoire.

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour déterminer la teneur en méthanol des pectines :

= Meéthode titrimétrique Food (Chemical Codex., 1981).

= Méthode spectrométrique IR (Gnanasambandam et Proctor., 2000; Haas et Jager.,
1986, cités par Guillotin., 2005).

= Meéthode par spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) Grasdalen et
al.,1988, cités par Guillotin, 2005; Bedouet et al., 2003; Dennapa et al., 2006).

= Méthode colorimétrique aprés oxydation chimique ou enzymatique en formaldéhyde
(Thibault al., 2000).



D’autres méthodes sont également utilisées :

Apres saponification, par chromatographie en phase gazeuse, par chromatographie liquide
haute pression (Levigne et al., 2002).

La détermination du DM se fait aussi par électrophorése capillaire Jiang et al., 2002; Jiang
et al., 2001; Zhong et al., 1998, cités par Guillotin, 2005).

Chez certaines pectines LM, les fonctions acides sont neutralisées par de I’ammoniac(NH3) et
forment une fonction amide ce sont les pectines amides ou pectines LMA.

Les acides galacturoniqueamidés peuvent étre dosés en déterminant I’ammoniac libéré apres

distillation alcaline ou par une des variantes des méthodes de dosage d’azote total.

11.3.3.2. Degré d’acétylation (DAc):

Il est défini comme le pourcentage de résidus galacturosyles estérifiés par un groupement
acétyle. Ces groupements se localisent généralement au niveau des résidus
rhamnogalacturonanes(Sharma et al., 2006).

L’acide acétique est également dosé apres saponification par chromatographie en phase
gazeuse, par chromatographie liquide haute pression ou par des méthodes enzymatiques, ou
encore par titrimétrie apres distillation (Thibault et al., 2000; Levigne et al., 2002), ou par
spectrométrie RMN (Bedouet, 2003).

Les teneurs de DM et de Dac différent d’une pectine a une autre selon leur origine et les
conditions de leur extraction. Les pectines de pommes et d’agrumes sont théoriquement riches
en groupements méthyles et pauvres en groupements acétyles, alors que celles d’abricots et
de betteraves sont riches en groupements acetyles (tableau 5).

11.3.3.3. Degré ferulique (DF) :

L’acide ferulique peut étre dosé sous forme ester ou libre par spectrophotométrie et sous
forme libre, par chromatographie liquide haute pression ou apres dérivation par

chromatographie.



111.4. Propriétés fonctionnelles des pectines :

111.4.1. Propriétés gélifiantes des pectines :

En industrie alimentaire les pectines commerciales sont un additif alimentaire, dont le code
est : E440. La principale caractéristique physicochimique recherchée est leur pouvoir de
gélification. Les gels de pectines sont des gels physiques formés par association locale entre

les chaines macromoléculaires au niveau des zones de jonctions.

Tableau 5 : Teneurs en DM et DAC de certaines pectines.

ORIGINE DES
DM DAC METHODES REFERENCES
PECTINES
Thomas et Thibault
Pommes 73 5 HPLC
(2002)
Pommes 72.8 62.3 HPLC Constenla et al. (2002)
Pommes 68 - HPLC Ralet et al. (2001)
_ 80.5 32.3 Spectrométrie
Citrons Bedouet et al. (2003)
71 - RMN
Fraises 50 58 HPLC Levigne et al. (2002)
Fraises 88 - HPLC Fishman et al. (2006)
Betteraves 65.6 29.2 HPLC Yapo et al. (2006)




La nature exacte de la zone de jonction dépend de la structure chimique des pectines et doit
étre d’une longueur minimale pour étre stable compte tenu des caractéristiques du milieu
auxquels s’ajoutent les facteurs intrinséques (masse moléculaire, charge, degré de
substitution, teneur en acides galacturonique) et extrinseques (température, pH, force ionique,
nature des ions dans le milieu) (Plaschina et al., 1978; Ravanat et Rindauo., 1980; Rolin,
2002 cités par Guillotin., 2005).

Les gels se forment en plusieurs étapes durant le refroidissement. Tout d’abord les molécules
de pectines se réunissent en fibrilles puis celles-ci se rassemblent en paquets, ces derniers

s’agrégent en réseau; D’autres molécules de pectines viennent s’associer au réseau formé.

11.4.1.1. Gélification des pectines hautement méthylées (HM) :

Ces pectines a DM variant entre 53 a 77 %, forment des gels irréversibles en milieu acide pH
(2 a 3.8) et en présence de solubles de types polyols, et particulierement le saccharose
glucose et fructose a des teneurs > 60 % (May., 2000; Thibault et al., 2000 ; Multon.,
2002; Guillotin., 2005), a cela s'ajoute I’activit¢ de 1’eau (aw) faible Dea,1989 et la
température (May, 2000) ( figures 10 et 11).

La gelification résulte de la formation de zone de jonction entre les régions
homogalacturoniques (HG) des molécules pectiques, sous 1’action du sucre qui favorise la
diminution de I’activité de ’eau (aw) et de 1’acide qui réduit les répulsions électrostatiques
intermoléculaires (Thibault et al., 2000; Multon 2002; Herbstreith et Fox ,1998(a) ;
Sharma et al., 2006).

La stabilité de ces zones de jonctions serait assurée par la combinaison de liaisons de type
hydrogene et des interactions hydrophobes entre groupement méthyles.

Le rhamnose et les chaines latérales limitent 1’extension de ces zones de jonction et assurent
ainsi la formation d’un réseau tridimensionnel cohérent.

Selon Sharma et al., (2006), le processus de gélification et la force des gels obtenus vont
dépendre des caractéristiques moléculaires :

= Une masse moléculaire élevée permettra la formation de gel de force supérieure.



- Figure 10 : Modéle de gélification des pectines HM (Herbstreith et Fox., 1998).

a- Variation du gel en fonction de pH des pectines HM a 65 %

b- Variation du gel en fonction de pH et température

Figure 11 : Variations du gel en fonction des pH et des températures (May., 2000).




= Le temps de gélification augmente avec la diminution du DM. Plus le DM est éleve moins
il faut acidifier le milieu.- Les groupements acétyles et les chaines latérales d’oses neutres

ont des effets négatifs sur la formation du gel.

11.4.1.2. Gélification des pectines faiblement méthylées (LM)

Les pectines LM ont un champ d’application plus vaste que les pectines HM. Ces pectines de
faibles DM forment des gels alimentaires thermoréversibles en présence des ions divalents, en
I’occurrence le cation Ca++, le seul utilisé en industrie alimentaire (Yapo., 2007), mais dans
une gamme de pH plus large de 2,8 a 7 (Guillotin., 2005).

La gélification est due a la formation des zones de jonction entre les régions HG des deux
chaines pectiques via des ponts Ca++(Sriamornsak., 2003; Sharma et al., 2006) en formant
de cavités qui permettent I’association des chaines de pectines par la chélation des ions de
calcium, formant un réseau moléculaire sous la forme de "boite a ceufs " par analogie aux
alginates (Rizzotti., 1994; Charles et Guy., 1997; Grant et al., 1973 cités par
Sriamornsak., 2003)( figure 13).

La gélification du systeme se ferait en deux temps (figure 12) :

Une dimérisation des chaines polymériques et une agrégation des dimeéres formés qui a lieu
pour former le réseau gélifié avec une forte contribution des forces de Vander Waals et des
liaisons hydrogéne.Contrairement a un gel de pectine HM, le gel de pectine LM est
thermoreéversible (Rolin et De Vries., 1990 cités par Guillotin., 2005 ), et présente parfois
une thixotropie (transition gel-sol ou sol -gel ) tres marquée (Goycoolea et Cardenas., 2003;
Lopes da Silva et Rao., 2006; Yapo., 2007 ).

Divers facteurs extrinséques peuvent affecter la formation du gel et /ou sa texture:

La vitesse et la force (fermeté) du gel augmente avec 1’augmentation de la concentration en
Ca. La concentration nécessaire en cet ion est de I’ordre de 1 a 10mM (YYapo et Koffi., 2006).
Le pH influence également la nature du gel : a pH 2, les fonctions acides carboxyliques libres
ne se dissocient que faiblement, ce qui réduit les associations inter chaines via les ions Ca++,
au bénéfice des liaisons hydrogenes, ainsi le gel formé est plus ou moins rigide et par

conséquent peu thermoréversible.



Figure 12 : Représentation schématique de la gélification des pectines LM selon le
modele de la boite a oeuf (Rizzotti., 1994; Ralet et al., 2002; Sharma et al., 2006).

Figure 13 : Etapes de formation des gels en présence de Ca++
(Herbstreith et Fox., 1998).



En revanche a pH > 3, un phénomene inverse se produit et le gel formé est tendre, ferme et
thermoréversible. Les gels de pectines LM sont trés sensibles a un certain nombre de facteurs
intrinséques, notamment le DM, la nature, la quantité et la distribution des substituants
méthyle et acétyle le long des résidus HG ainsi que la masse moléculaire Plus le DM est
faible, plus I’affinité des ions Ca ++ pour les chaines pectiques est grande, donnant ainsi des
gels plus rigides.Plus la masse moléculaire est grande plus les gels formés sont
rigides.L’acétylation réduit 1’affinité de la pectine LM pour les ions Cat++ (Souty et al., 1981;
Thibault et al., 2000; Sharma et al., 2006).

I1.5. Structures chimiques fines des pectines

11.5.1. Les différents domaines pectiques

Les pectines sont des hétéropolysaccharides caractérisés par une forte teneur en acide
galacturonique (GalA), monomeres liés entre eux par des liaisons a-(1-4)et partiellement
acetylés ou esteérifies par des groupements méthyles. Elles sont  composées de différents
Teneurs en substances pectiques de quelques  végétaux  (Thakur et al., 1997).
Polysaccharides associés : les homogalacturonanes, les xylogalacturonanes, les
rhamnogalacturonanes,

Les arabinanes, les galactanes et les arabinogalactanes. Cette association permet de décrire les
pectines comme étant constituées essentiellement de trois domaines distincts, asavoir
I’homogalacturonane et les rhamnogalacturonanesl et Il (RG-1 etRG-1l) (Perrone et al.,
2002).

11.5.2. Homogalacturonane

Les homogalacturonanes représentent 57 a 69 % de la pectine (Jackson et al., 2007). Ce sont
des polymeres linéaires constitués uniquement d’acides D-galacturonique reliés entre eux
par des liaisons a-(1-4) et dont les fonctions carboxyliques et alcools peuvent étre estérifiées
respectivement par du méthanol en position C6 et par 1’acide acétique en position C2 ou C3.
Elles forment la zone lisse des pectines. La méthylestérification des régions
homogalacturonanes détermine dans une large mesure 1’application Industrielle des
pectines et leur capacité d’interaction (Ralet et al., 2005). En effet, de nombreuses
propriétés et fonctions biologiques des pectines sont déterminées par une interaction

ionique entre régions homogalacturonanes (Ridley et al., 2001).



11.5.3. rhamnogalacturonane type |

Le RG-1 est une famille de polysaccharides pectiques qui représente 7a 14 % de la pectine
et environ 20 a 80 % des rhamnoses du RG-1 sont substitués (Ridley et al., 2001 ; Jackson
et al., 2007). Le RG-l d’un degré de polymérisation (DP) d’environ 1000 estConstitué
d’une alternance d’unités rhamnosiques et d’unités galacturoniques [— 4)-a-D-GalA-
(1-2)-a-L-Rha-(1—]. Comme dans [I’homogalacturonane, certains résidus d’acide
galacturonique de RG-1 sont acétylés (Dumville et al., 2000 ; Perrone etal., 2002).Différents
substituants polysaccharidiques neutres sont capables de se greffer ace squelette osidique au
niveau du carbone C4 du L-rhamnose (Figure 15). Parmi ces substituants, on peut citer le L-
arabinose, Le D-galactose, le arabinanes, les galactanes ou les arabinogalactanes (Bonnin et
al., 2002 ). Chez certains Végétaux (betterave, épinard, etc.), les chaines latérales peuvent étre
substituées  par des acides phénoliques (acide féruligue ou coumarique) estérifiant les
fonctions alcools en position 6 des résidus de galactose ou en position 2 des résidus
d’arabinose (Bonnin et al., 2002 ).

11.5.4. rhamnogalacturonane type I1

Le RG-II est un galacturonane substitué qui représente 10 a 11 % de la pectine et dont la
structure complexe est tres conservée au sein des especes végétales (Jackson et
al.,2007). Avec un DP d’environ 60 (Dumville et al., 2000), le RG-1I comprend au moins
Huit résidus d’acides galacturoniques liés en 1-4 constituant la chaine principale, sur
laguelle sont greffés quatre complexes glycosidiques différents (Figure 16). Ces complexes
glycosidiques sont Composés d’arabinofuranose, d’arabinopyranose, de glucopyranose, de
fucopyranose, d’apiofuranose et De galactopyranose et d’autres sucres inhabituels tels que le
Dha : acide 3-déoxy-D-lyxo-heptulosarique, le Kdo : acide3-déoxy-D-manno-octulosoniqueet
I’acide acérique. Il contient également des sucres méthylés rarement observeés comme le 2-O-
méthylxylose et le 2-O-méthylfucose (Ridley et al.,, 2001). Le RG-Il se présente
principalement sous la formed’un dimere dans la paroi cellulaire des plantes par
I’établissement de liaison covalente de diester de bore. Cette liaison est formée entre le OH-2
et le OH-3 des résidus B-Dapiofuranose de chaque sous-unité monomérique de RG-II. En
outre, il a été montré que seul le résidu apiofuranose de chaque chaine latérale A participe a
cette dimérisation (Ishii et al., 1999 ; Ridley et al.,2001).
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11.7. Application Potentielles des Fragments Pectiques

11.7.1. effetprébiotique des fragments pectiques

L’une des  caractéristiques les plus importantes des POS comme ingrédients
alimentaires est leur capacité a stimuler la croissance des bifidobactéries intestinales. Par
exemple, I’utilisation des POS comme source de carbone entraine une augmentation du
nombre de bifidobactéries, de Lactobacillus et d’Eubacterium rectale (Olano-Martin et al.,
2002 ; Manderson et al., 2005). Les oligosaccharides de faible poids moléculaire
(2-4 résidus) sont bifidogenes, toutefois ils ne sont pas aussi sélectifs que les FOS (Rastall
et al., 2002). De plus, le DM joue un role important dans les propriétés de fermentation des
fragments pectiques. Il a été montré que les POS faiblement méthylés sont de meilleurs
substrats pour la croissance des bactéries que ceux hautement méthylés(Dongowski et al.,
2002 ; Olano- Martin et al., 2002). Les perspectives d’utilisation des hydrolysats de
pectine dans les préparations pour nourrissons ont montré que ces derniers étaient
bien tolérés et présentaient des changements bénéfiques pour la microflore intestinale comme
I’abaissement du pH fécal (Fanaro et al., 2005). Ainsi, les oligosaccharides pectiques
peuvent étre intéressants pour imiter les effets bénéfiques des oligosaccharides du lait humain
en combinaison avec d’autres prébiotiques.

11.7.2. utilisation des fragments pectiques dans le domaine de la santé

Un grand nombre d’études in vivo et in vitro a ét¢ mené sur ’effet des NDO. Bien que
certains des effets ne soient pas clairement démontrés, certaines données indiquent des effets
cliniquement significatifs qui justifient ’ensemble des travaux actuels (Swennen et al.,
2006). Par exemple, les NDO sont connus pour avoir des effets sur le métabolisme
bactérien, la croissance des bactéries dans le colon, la diminution du risque de cancer, la
modulation du systeme immunitaire, la diminution du cholestérol (Mussatto et al., 2007 ;
Qiang et al.,, 2009). Les fragments pectiques font partie des NDO et peuvent présenter
des effets santé. Ainsi, il a été rapporté que les fragments pectiques pouvaient inhiber
I’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales et ainsi étre utilisés comme des agents
thérapeutiques. Par exemple, 1’acide digalacturonique empéche 1’adhésion d’Escherichia coli
sur les cellules uroépithéliales in vitro (Hotchkiss et al., 2003).0Olano- Martin et al. (2003)
ont montré que les POS exercaient un rdle protecteur en inhibant les shiga-toxines sécrétées
par Escherichia coli O157:H7. Par ailleurs, certains effets anti-cancérigenes ont été rapportés.
Les pectines et les POS sont capables d’induire une mort par apoptose des cellules

d’adénocarcinome HT-29 du colon (Olano-Martin et al., 2003). Des essais réalisés sur des



lignées de cellules myéloides (Chauhan et al., 2005) et sur des cellules cancéreuses de la
prostate (Jackson et al., 2007) ont montré les mémes effets. En outre, certains dérivés de la
pectine ont été utilisés pour la préparation de vaccins, mais aussi en tant que vecteurs dans

I’administration de produits pharmaceutiques (Souto-Maior et al., 2010).

11.7.3. Application des fragments pectiques dans le domaine agricole

Dans le domaine agricole, les POS peuvent induire des réponses biologiques chez certaines
plantes (molécules élicitrices). Les oligogalacturonides (OGA) sont impliqués dans les
réactions de défense, la croissance et le développement des végetaux (Messiaen et al.,1994 ;
Baldan et al., 2003). Ainsi, les essais réalisés sur des pousses de célosie (Celosiaargentea L.)
par Suzuki et al. (2002) ont montré que leur croissance était améliorée en présence d’acide
polygalacturonique de DP 8. Des OGA de DP supérieur a huit stimulent la croissance des
cellules de carotte en suspension (Daucus carota), mais aussi la croissance de plants de tomate
(Lycopersicumesculentum) (Van Cutsem et al.,2008).

11 a ét¢ également rapporté que les OGA sont capables d’induire la floraison sur des explants
de tabac. lls stimulent aussi la différenciation cellulaire

du péricycle et favorisent la maturation des tomates et d’autres fruits. Les OGA inhibent
cependant 1’¢longation de la tige du pois(Marfa et al., 1991 ; Dumville et al., 2000 ; Ridley
et al., 2001 ; Baldan et al., 2003). La plupart des réponses biologiques sont obtenues avec
des OGA de DP variant de 10 a 16, dont le plus actif est de ’ordre de 12 (Messiaen et al.,
1994 ; Ridley et al., 2001 ; Baldan et al., 2003). Plusieurs travaux indiquent cependant que
les OGA autres que ceux de DP 10 a 16 peuvent étre biologiquement actifs. Par exemple, les
OGA de DP 2 provoquent I’inhibition des protéases dans les plants de tomate. De plus, les DP
2 et 3 insaturés a I’extrémité non réductrice sont actifs. Les OGA de DP 2 a 6 induisent la
biosynthése de I’éthyléne dans les plants de tomate, le pentasaccharide (DP 5) étant le plus
actif. Au cours de la maturation de la tomate, le triacide galacturonique (DP 3) inhibe la

production de I’endopolygalacturonase (Ridley et al.,2001).
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I1l. MATERIELS ET METHODES

I. Objectif

Notre travail vise essentiellement a pousser [’exploitation des sous produits de
I’alimentation dans les usages industriels permettant ainsi un double bénéfice a savoir la
réduction de leur rejet dans la nature et par conséquent leurs effets écologiquement
indésirables ainsi que I’apport bénéfique qu’elles peuvent ajouter a ce domaine tout en
essayant de ralentir la consommation excessive des algues des quelles provient 1’agar-agar.

La présente expérimentation teste essentiellement le potentiel des déchets organiques , a
pouvoir remplacer une substance végétale d’intérét majeur dans la synthése des milieux de
culture in vitro a savoir 1’agar-agar en mettant en examen les répercussions de la substance de
substitution sur la croissance des germes et des organes visés, sur la gélification et la

consistance des milieux de culture en question.

Il. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé pour la courante étude consiste au zeste d’oranges (Citrus
sinesis) et marcs de pommes. Le choix des deux substances dépond de leur disponibilité au
cours de la période expérimentale ainsi que leur forte teneur en pectines 3.5 % — 5.5 % et
1.5 % - 2.5 % respectivement d’aprés AGNAN et al (2010), c’est la raison pour la quelle ces
deux substances font 1’objet de la source principale de pectines utilisée dans I’industrie
agroalimentaire (Diligent., 2010 ; Aubree., 2002 ; Agnan et al ., 2010).

I11. Méthodes

I11.1. Préparation et prélevement des échantillons

Les fruits sont triés lavés et désinfectés immédiatement aprés 1’achat, et les parties visées
sont séparés avec des dispositifs appropriés. Le zeste d’oranges (Zo) constitue la seule partie
retenue de I’orange, cependant la partie centrale et les pépins sont retenus avec les écorces
pour les marcs de pommes (Mc). 30 kg d’oranges et 50kg de pommes ont été utilisés dans la
présente étude dont Les parties retenues pour les deux fruits sont fractionnées en deux lots.

Chaque lot est soumis a une série de traitements afin d’extraire la fraction de pectines visee.



I11.2. Extraction des pectines

Deux procédures d’extraction distinctes ont été suivies a fin de séparer et purifier la
fraction de pectines contenue dans les échantillons étudiés :
111.2.1. Premiére procédure (figure 17)
111.2.1.1. Les prétraitements
Les échantillons sont soumis a une série de prétraitements ayant pour but d’amplifier la
stabilité des MP durant le stockage selon Baississe (2009), et qui sont décrit comme suite.

A- Blanchiment :
Cette opération sert a I’inactivation des enzymes encore presents apres le lavage, et dont le
but est d’assurer la stabilit¢ des matieres premieres (MP) durant le transport et le stockage
jusqu’a I’utilisation (Lopes da Silva., 2006). L’opération consiste a faire passer 1’échantillon
dans I’eau chaude a 90° C pendant 10 a 15 mn (Cheftel et Cheftel., 1978).

B- Lavage :
Aprés le blanchiment, les échantillons ont immédiatement été refroidis par des lavages
successifs avec de 1’eau courante. Rappelons que ces lavages permettent d’éviter la
dégradation des pectines pouvant avoir licu a des températures voisines a 60 ° C, d’éliminer
les sucres, les principes amers, les matieres colorantes et les composés solubles dans 1’eau.

C- Séchage :
Apres le lavage, les matiéres premiéres sont pressées manuellement au travers d'un tissu en
mousseline pour faciliter le séchage, celui-ci se fait dans une étuve expérimentale ventilée a
60° C jusqu’a ce que leur masse devienne constante. Pratiquement une durée de 48 semble

suffisante pour ce-si.
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Figure 17 : Etapes et conditions d’extraction expérimentale des pectines (Baississe., 2009).



Avant d’étre mises a I’extraction les MP séchées sont finement broyées pour augmenter le
contact avec de 1’eau chaude, et donc la quantit¢ de pectine extraite par conséquent. Le

résultat est donc, une poudre fine (planche 1).

Planche 1 : Les M.P apres prétraitements.

111.2.1.2. L’extraction
L’extraction des pectines des différents types d’échantillons (écorce, pulpe et marcs) se fait en

milieu acide a chaud, selon le protocole inspiré de Kratchanova et al (2004) décrit par

Baississe (2009).



A. Solubilisation :
Les parametres de solubilisation retenus sont ceux préconisés par Kratchanova et al (2004) :
v" Rapport : échantillon sec/eau = 1 kg/50 1 d’eau
v Température variable entre : 80 - 82 ° C
v' Temps : 01 heure
v pH=15
A 20 grammes de 1’échantillon on ajoute 1 litre d’eau distillée, le pH est ramené a 1.5 par de
I’acide chlorhydrique 0.5 N. Le mélange est chauffé pendant 01 heure a 80 — 82 ° C, sous

agitation continue au moyen d‘un agitateur électrique (Photo 1).

Photo 1 : Solubilisation des pectines.

B. Filtration :

A la fin de la solubilisation, le jus pectique est immédiatement filtré et refroidi pour éviter
I’éventuelle augmentation de la viscosité et la dégradation de la pectine. La filtration se fait a
travers un tissu de mousseline; Le dispositif de filtration baigne dans de la glace afin de
permettre 1’abaissement de la température.

Aprés la premiére filtration, les échantillons sont pressés manuellement et repris dans une
quantité d’eau équivalente au 1/5 de celle ayant servie a la solubilisation, puis sont soumis a

une seconde filtration, le jus pectique obtenu est conservé a 4° C pendant 24 heures.



C. Purification de lextrait :
Apreés les séjours de 24 heures au réfrigérateur, le jus pectique est filtré pour permettre
I’élimination des particules en suspension, encore présentes, malgré les series de filtrations

précédentes et, assurer une meilleure clarification (photo 2).

Matiéres en
susbension

Photo 2 : Purification de I’extrait pectique.

D. Précipitation :

L’agent de précipitation retenu dans notre étude est le sulfate d’aluminium. Les conditions de
précipitation des pectines par le sulfate d’aluminium sont données par Dennapa et al (2006).
A 1 litre de jus pectique, on ajoute 60 ml de chlorure d’aluminium (le volume peut aller de 0.4
al2%).

Les pectines sont précipitées aprés 1’ajustement du pH dans un intervalle de 3.5 a 4 par
I’addition d’ammoniac sous agitation continu. Le trouble est laissé se stabiliser pendant 30mn
a la température ambiante puis 01 heure a 4° C, ce qui permet la formation du gel pectine-

hydroxyde d’aluminium. Le gel obtenu est récupéré par filtration (planche 2).
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Planche 2 : Précipitation des pectines avec le sulfate d’aluminium.




E. Purification des pectines :
Les gels pectine- hydroxyde d’aluminium obtenus a partir de différentes MP (origines
végétales) subissent plusieurs lavages ayant pour but d’éliminer les impuretés précipitées avec
les pectines et I’exceés d’aluminium.
Selon Kratchanova al (2004) par exemple, les pectines subissent les lavages suivants :
V' Le premier lavage a I’éthanol 96 %
v Le deuxiéme lavage a I’alcool acidulé (éthanol 70 % a 0.5 % Hcl)
v" Le troisiéme lavage a I’alcool 70 % au pH neutre
v Le quatriéme lavage a ’acétone, permet d’éliminer les traces d’acide (Hcl) et d’alcool
absorbées par les pectines et d’émietter celles-ci et de faciliter leur séchage
(McCready.,1970 ; Constenla et Lazano., 2003).

C’est cette succession de lavage que nous avons appliqué a nos pectines.

F- Séchage et stockage des pectines :

Les pectines obtenues sont séchées dans 1’étuve a 40 °C jusqu’a ce que leur masse devienne
constante dont une durée de 24 heures semble suffisante pour cela. La pectine seéchée est
finalement réduite en poudre fine en s’aidant d’un broyeur a café. Le broyage sert a faciliter la

solubilisation pour les essais ultérieurs (planche 3).
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Planche 3 : La forme finale de la pectine extraite.

Les étapes citées ci-dessus conduisant a I’obtention de la pectine purifiée sont détaillées dans

la figure précédente (figure 17).




111.2.1. Deuxiéme procédure (figure 18)

Pour cette procédure expérimentale, les MP sont directement séchés dans une étuve
experimentale ventilée a 60°C jusqua ce que leur masse devienne constante
(expérimentalement, une période de 48 h semble suffisante pour un séchage total des
échantillons), puis broyées en poudre fine afin de faciliter les étapes ultérieures de

I’extraction.

I1.2.1.1. Traitements préalables a I’extraction (planche 4)

50 g de MP en poudre sont introduits dans un erlen meyer contenant un Mélange
éthanol/toluéne (V-V) et mis sous agitation pendant 14h. Cette opération est répétée
deux fois pour éliminer le maximum d’impuretés cytoplasmiques (lipides, etc.....).
Apreés filtration, le résidu est placé dans 1’éthanol sous agitation pendant 2h pour éliminer les
traces de toluéne, le résidu est ensuite rincé trois fois a I’eau distillée pour éliminer 1’éthanol,

puis séché a 1’étuve a 60°C aprés avoir été lavé a 1’acétone (Hachem et al., 2015).

Traitement par toluéne + éthanol

Résidu final séché aprés lavaae par éthanol. acétone

Planche 4 : Traitements préalables a I’extraction.
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Figure 18 : Etapes et conditions d’extraction expérimentale

des pectines (Hachem et al., 2015).




11.2.1.2. Extraction des pectines
Les MP ont été traités a 1I’eau a 100° C deux fois durant 2 heures. Aprés ce la Une
concentration par rotavapeur intervient, dans le but de réduire a 80 % la teneur en eau du jus

pectique obtenu par 1’opération précédente (photo 3).

Photo 3 : Concentré pectique obtenu a la sortie du rotavapeur.

Une dialyse contre 1’eau distillée est réalisée sur une membrane Spectrapor dont le seuil de
coupure est compris entre 6000 et 8000 Da, suivie d’une précipitation des composes pectiques
par I’éthanol, avant de procéder a une centrifugation pour permettre la récupération de la
fraction visée (Hachem et al., 2015). 1l est a noter qu’une partie du jus pectique récupéré

apres la dialyse est retenue a 1’état liquide pour tester sa reconstitution ultérieure.

La pectine obtenue par filtration est ensuite séchée dans une étuve a 60 °C, pesée et stockée
pour son usage ultérieur (planche 5).
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Planche 5 : Purification, précipitation, et récupération des pectines.



I11.3. Reconstitution des milieux de culture a base de pectine
La reconstitution bute essentiellement a tester le pouvoir gélifiant des pectines extraites dans
les milieux de culture dont on distingue :

¢ La pectine d’oranges extraite par fusion de la température et 1’acidit¢ (80°C / pH

=15).

X/
°e

La pectine d’oranges extraite par la température (100 °C).

>

/7
*

La pectine de pommes extraite par fusion de la température et 1’acidité (80°C / pH
=1.5).
La pectine pure commercialisée (Biochem chemopharma).

X/
°e

111.3.1. Les milieux de culture

Les milieux de culture mises en examen dans la courante étude présentent la méme
composition ainsi que les mémes proportions que c’elle des milieux commercialisés a
I’exception de 1’agent gélifiant (qui est I’Agar- Agar normalement), destiné a étre remplacé
par I’agent gélifiant testé (la pectine), dont les milieux testés sont :

% Bouillon PDA (gélose Potatoes Dextrose Agar (PDA) exempte d’Agar).

¢+ Bouillon nutritif B.N (dont I’adition de 1’ Agar le transforme en gélose nutritive G.N).

0,

%+ Bouillon M.S (milieu de Murashige et skoog M.S dépourvu d’Agar).

N.B : les essais effectués sur les différents milieux de culture sont accompagnés par des essais

blancs sur I’eau distillée pour établir une comparaison.

111.3.2. Incorporation et solubilisation des pectines dans les milieux de culture
La solubilisation des pectines dans les milieux de culture (photo 4) se fait en faisant varier
séparément et/ou parallélement plusieurs parametres dont les parametres variés sont :

A. La quantité des pectines :
La quantité des pectines incorporée est progressivement et soigneusement controlée dont le
point critique de départ est celui correspondant a la quantité d’Agar présente dans le milieu
étudié la quantité est évaluée par gramme de pectine ajoutee sur litre de milieu étudié (g/l).

B. Latempérature :
Au cours de la solubilisation, la température est progressivement levée jusqu’a un degré

propice pour la solubilisation compléte de la pectine incorporée.



C. LepH:
Le pH est conduit au cours de la reconstitution du milieu de culture a base de pectines
lentement et soigneusement a 1’acidité /basicité puis reconduit vers la basicité/acidité. Le pH
est constamment contrdlé dont les points critiques sont :
+»+ Le pH initial du milieu de culture (P.I, mesuré au moment de I’adition de la pectine).
% Le point de la solubilité (P.S, pH mesuré au moment ou la solubilisation de 1’agent
gélifiant est completement achevée).
+«»+ Le point de gelification totale (P.G, pH mesuré au moment ou la geélification du milieu
est compléte).
Le pH est conduit vers 1’acidité par I’Hel (1IN, 2N, 3N, 4N, 6N) dont chaque solution est

testée séparément. Cependant le KOH utilisé est du 1N.

Photo 4 : Reconstitution des milieux de culture a base de pectines.

111.3.3. Inspections sensorielles du milieu de culture reconstitué :

v' Le point de solubilisation compléte est déterminé en laissant décanter le milieu
reconstitué pendant 5-10 min aprés 1’arrét de I’agitation, permettant ainsi de desseller
toute particule de pectine en suspension. il est donc achevé quand le milieu est présent
sous une forme de solution aqueuse irréversible (Photo 5).



Photo 5 : Pectine complétement solubilisee dans le milieu de culture.

v’ Le point de gélification est achevé quand le milieu de culture prend une forme solide
ou semi solide ou la totalité du milieu de culture forme une masse irréversible qui se

tient en faisant incliner le récipient ayant servi a la reconstitution (bécher), ou méme

en le bouleversant (photo 6).

Photo 6 : Milieu de culture gélifie par la pectine.

I11.4. Traitements des données :
Les données pratiques obtenues pour le rendement en pectine (g de pectine / g de MP), le pH
de solubilisation, et le pH de gélification sont traitées par un logiciel tableur. Microsoft Office

Excel 2007 est utilisé pour le calcul des moyennes établies pour la comparaison des données.
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IV. RESULTATS ET INTERPRETATION

I. Rendement en pectines extraites

Deux méthodes distinctes d’extraction ont été¢ suivies pour notre approche expérimentale

appliquée sur les deux types notés de M.P, dont le rendement et les caractéristiques chimiques

et sensorielles sont relativement variables.

Nos rendements en pectines (exprimés en %), obtenus des

différents types des fruits

(pommes, oranges) dans les conditions précisées dans la partie mode opératoire, sont illustrés

dans le tableau ci-dessous et figurés dans la figure 19.

Tableau 6 : Le rendement en pectines des différents types de M.P et procédés d’extraction.

Quantité de pectine
séche obtenue pour

Quantité de pectine

Rendement en

Nature de la pectine | 1l de jus pectique = seche obtenue pour pectine
1g de M.P (%)
20g de M.P
(@) (9)
Pectine de pommes
extraite par la 1° 1.62 0.08 08
procédure (P.P1)
pectine d’oranges
extraite par la 1°" 6.91 0.34 34
procédure (P.01)
pectine de pommes -
extraite par la 2°™¢ I\(Iig(:lgggbl)e
procédure (P.P2) R
pectine d’oranges
extraite par la 2°™¢ 0.28 0.014 1.4
procédure(P.O1)
N.B :

Le rendement final en pectine est obtenu par le rapport suivant :

R(%) = [PEC (g) / M.P (g)] x 100.

PEC : la masse de la pectine obtenue pour 1 g de M.S.
M.P : La masse de la matiére premiere (1g).
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Figure 19 : Le rendement en pectines de pommes et pectines d’oranges obtenus

La premiére constatation a retenir de ces résultats, est que la teneur en pectine différe d’un
fruit a I’autre malgré les mémes conditions opératoires retenues.

Le zeste d’oranges affiche un rendement considérablement meilleur que celui obtenu pour les
marcs de pommes compte tenu pour les deux protocoles d’extraction retenus, et dont
I’extraction a 80°C, pH = 1.5 permet d’avoir une quantité de 0.08 g/g de M.S (soit un
rendement de 8 %) seulement pour les Mc, contre 0.34 g/ g M.S (soit un rendement de 34 %)
pour le Zo ce qui concede la forte teneur en pectines prévue pour le zeste.

Le rendement obtenu par traitement thermique & I’eau chaude & 100°C (2°™ méthode
d’extraction) pour les Mc demeure toujours inférieur a celui obtenu pour le Zo. Un rendement
inférieur 4 0.001g / g M.S (négligé) est obtenu pour les Mc contre un rendement de 0.014 g/ g
M.S (soit un rendement de 1.4 %) obtenu pour le Zo. ces résultats confirment le bon
rendement obtenu pour la premiere procédure.

La deuxieme constatation a retenir de ces résultats, est que pour la premiere procédure validée
pour I’extraction, la précipitation et la purification des pectines, dont 1’action conjuguée de la
température et 1’acidité permet 1’obtention d’un meilleur rendement pour les Mc (08 % contre
un rendement quasiment nul pour les méthodes 1 et 2 respectivement), ainsi que pour le Zo
(34% contre 1.4% pour les méthodes 1 et 2 respectivement). Dans le méme ordre d’idées
I’effet de la température semble moins déterminant dont 1’extraction ayant intervenu a 80°C

(pH =1.5) a donné un meilleur rendement que c’elle ayant été effectuée a 100°C d’ou une



différence de 8 % a été enregistrée pour les Mc et 32.8 % pour le Zo en partant des résultats

répertoriés dans le tableau 6, et représentés dans la figure 19.

I1. Incorporation des pectines dans les milieux de culture in vitro

La solubilisation et la gélification des différentes classes de pectines a éeté effectuée
séparément dont la température, et le ph sont variés on fonction de la nature de la pectine
solubilisée. La quantité de pectine et c’elle de saccarose sont aussi des facteurs a entrer en jeu
pour la conception du milieu visé.

I1.1. Pectine commerciale

I1.1.1. Solubilisation

Cette fraction de pectine est solubilisée seulement par ’action de la température, dont 100 °C
semble idéale pour la solubilisation compléte. L’adition des pectines est faite

progressivement. Les proportions testées et les résultats sont répertoriés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Résultats de la solubilisation de la pectine commerciale dans les solutions testées.

Quantité de pectines
incorporée dans la 10 20 30 40 45 50 60
solution (g/l)

E.D + + + + + + +

Gélose : Murashige et

Skoog (M.S s5) ¥ * * * * - -
Gélose : Potatoes
Dextrose Agar (PDA) ¥ * * * i i i
Gélose Nutritive (G.N) + + + + + + +
N.B:

+ : solubilisation compléete de la pectine testée dans la solution.
- . solubilisation incomplete de la pectine testée dans la solution testée.




La pectine commerciale est solubilisée dans les 3 milieux d’essais dont le pH est compris
entre 6.1 et 6.9 pour cela, cette gamme de pH semble parfaite pour la solubilisation complete
de cette derniere. Les résultats sont représentés par la figure 20.
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Figure 20 : Quantité maximale de pectine commerciale incorporée dans les milicux d’essais.

D’aprés les résultats communiques dans le tableau ci-dessus, il en sorte que la gélose PDA
solubilise une quantité pouvant arriver a 40 g/l suivie de la gélose M.S ss qui accepte jusqu’a
45 g/l, et enfin la G.N et I’E.D dans les quels on a solubilis¢, avec succes jusqu’a 60 g/l (c’est
la quantité maximale testée). Ces variations sont accordées a ’activité d’eau variable d’un
milieu a Dautre ce qui implique la disponibilit¢é de 1’eau pour la formation des liaisons

chimiques avec les molécules de pectine.

11.1.2. Gélification
La gélification de la pectine commerciale n’est toujours pas atteinte, méme si tous les
paramétres intervenant dans la formation du gel, décrits par Capel et al (2006), ainsi que par
Guillotin et al (2007) sont pris en considération :
e La température a été conduite a la T° ambiante directement aprés la solubilisation
totale de la pectine dans les 4 milieux testés ;
e Le saccarose est incorporé progressivement jusqu’a I’atteinte du seuil de 30 g/ I, cette
procédure semble augmenter la viscosité de solution pectique mais pas autant pour

former le gel irréversible souhaite.



11.2. Pectine d’oranges extraite avec la 2¢™ méthode (P.O2)

11.2.1. solubilisation
Les essais ont été établis uniquement sur la gélose M.S ss et dont les résultats sont rapportés

dans le tableau suivant :

Tableau 8 : Résultats pour la solubilisation de la pectine P.O2 dans les solutions testées.

Quantité de

___pectines 10 20 30 40
incorporée dans

la solution (g/l)

Solubilité sur
M.S ss

Solubilité sur
G.N

Les essais effectués sur cette pectine (P.O2) sont trés réduits faute de sa pénurie (rendement
trés faible de la méthode d’extraction). La solubilisation de cette pectine est achevée a 100°C
environs, dans un pH neutre (le pH mesuré au moment de la solubilisation est de 6.82 pour
M.S ss et 6.1 pour G.N). La solubilité de cette fraction pectique est tres réduite en partant des
résultats détaillés dans le tableau précédent dont 11 de milieu M.S ss ne peut solubiliser que 20

g de P.O2 (contre 45 g pour la pectine commerciale et 60 g pour la P.O1), (photo 7).

Photo 7 : Milieux de cultures reconstitués a base de P.O..



11.2.2. gélification
La gélification de la P.O> est tentée sur le milieu M.S ss, en virant les paramétres intervenant

dans la formation du gel. La texture formée présente une viscosité importante a température
ambiante, apres 1’addition progressive du saccarose (allant a 100g / 1). Cette texture est jugée
trop molle en comparaison avec la consistance du milieu de culture recherchée. La conception
des milieux M.S ss, G.N et PDA a base de pectine maintenue en suspension est également
bloquées en phase de gelification (planche 6), la variation du pH (6.2 — 6.7), est jugee
inadéquate pour le présent cas, en raison de la faible quantité de pectine dissolue dans le

milieu (dilution excessive du milieu).

-

Planche 6 : Texture et consistance des milieux de cultures a base de P.O>
apres addition du saccarose.

11.3. Pectine d’oranges et de pommes extraites avec la 1¢® méthode (P.O1, P.P1)

11.3.1. Solubilisation et gélification

La P.O1 et la P.Py est insoluble pour le pH initial du milieu de culture d’essais (variant entre
6.04 et 7.1), c’est donc, c’est en conduisant le pH vers I’acide ou le basique, que la
solubilisation avait lieu. Les gammes de pH ayant servie a la solubilisation (pH.S) de ces
derniers en milieu acide, les solutions employées et les valeurs de pH enregistrées au moment
de la gélification (pH.G) dans I’E.D sont détaillées dans le tableau ci-dessous.




Tableau 9 :

Conditions expérimentales pour la solubilisation et la gélification de
la solution pectiques (E.D - P.O1/ P.Py).

Volume Volume du
Solution acide , . pH mesuré au KOH 1IN ]
. nécessaire pour . . pH mesuré au
utilisée pour la . moment de la | nécessaire pour
e la solubilisation I g moment de la
solubilisation solubilisation la gélification I
totale de la e gélification
ectine (ml) totale totale du milieu
P (mi)
HCI (1 N) 120 1.42 120 2.77
HCI (2 N) 80 151 80 2.60
HCI (3 N) 40 1.59 40 2.75
HCI (4 N) 40 1.70 40 2.72
HCI (6 N) 20 1.63 120 2.85

N.B : les valeurs communiquées dans le tableau correspondent a 20g de P.O1,11 d’E.D.

Les résultats obtenus pour la mesure et I’évaluation des valeurs de pH enregistrées au moment

de la solubilisation totale de la pectine dans le milieu de culture étudié (Pec — E.D), ainsi que

c’elles enregistrés pour la gélification totale de la solution sont représentés graphiquement

dans la figure suivante.

1,5 A

0,5 1

m pH.S

= pHG

Figure 21 : Enregistrement du pH pour la reconstitution de la solution P.O1 / P.P1 — E.D.




Partant des résultats communiqués dans le tableau 9 et figure 21, il s’aveére que la
solubilisation totale des Pectines se manifeste dans un intervalle de pH variant entre 1.42 et
1.70 avec un pH.S moyen de 1.57, pour toutes les concentrations HCI (exprimées en
Normalité) employees pour ce la. Cependant la gélification intervient pour un pH variant
entre 2.60 et 2.85 (pH.G moyen = 2.73). Les variations enregistrées pour le volume d’HCI et
de KOH, impliques respectivement, dans la solubilisation et la gélification des pectines dans
la solution testée sont représentées graphiquement dans la figure 22.
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Figure 22 : Volume d’HCI et de KOH impliqués dans la reconstitution
de la solution pectique (E.D —P.O4/ P.Py).

Le volume d’HCI nécessaire a la solubilisation des pectines dans la solution est quasiment
¢gal a celui du KOH nécessaire a la gélification du milieu, d’aprés la figure précédente. Ce si
est confirmé par I’allure des deux courbes, qui varient d’une cadence plus au moins
homologue. Les volumes incrustés ont tendance a diminuer avec 1’augmentation de la
concentration de la solution d’HCI impliquée, compte tenu pour le KOH qui présente
quasiment les mémes variations.

En effet I’addition de grands volumes d’HCI et de KOH semble conduire a une dilution de la
solution pectique ainsi que tous les composants du milieu (le volume du milieu augmente de
10 % environs pour HCL 1N par exp), Ce qui se répercute sur les proportions conventionnées.
Et pour cela notre étude favorise 1’utilisation d’HCL 4N pour les essais ultérieurs a fin de

réduire I’effet en question (photo 8).



La solubilisation en milieu basique a été jugée inadéquate pour la formulation du milieu de
culture a cause de la forte dilution de la composition conventionné des milieux de culture
testés (annexe 1). La solubilisation a eu lieu pour le milieu M.S ss a pH = 9.2 (obtenu en
ajoutant 16 ml de KOH 1N a 50 ml de la solution pectique soit plus de 320ml / | de la solution
pectique) et la gélification a eu lieu a ph = 3.7 (obtenu en ajoutant 5 ml HCI 6N a 50 ml de la
solution pectique soit 100 ml / | de la solution pectique), conduisant ainsi & un volume

supplémentaire d’a peut prés 42 %.

Photo 8 : Gélification expérimentale des milieux de cultures par la pectine extraite.

v' Le gel obtenu sur milieu M.S ss, PDA, G.N en faisant dissoudre une quantité de 20g/l et 30
g/l est si moelleux et rapidement cassable (abimé par D’agitation au cours de
I’homogénéisation). ces effets sont accordés a la formation lente du gel, Compte tenu
pour toutes les concentrations d’HCIl impliquées (planche 7). A la lumieére des ces

données, Notre étude suggere la nécessité d une gélification rapide.



Gélification
rapide (HCI 4N)

Planche 7 : Gélification des milieux de culture .

v Une formation optimale du gel suite a une coagulation rapide est remarquée a pH =
3.01 pour la gélose M.S additionné de saccarose (quantité équivalente a 30g/l), dont la
solubilisation a été induite par de I’HCI 4N pour la P.O1 (une quantité équivalente a
30g/ ). (photo 9).



v Le milieu M.S additionné de P.P1 (30 g/l), et de saccarose (30g/l), solubilisé a pH =
1.46 par L’HCI 4N se coagule rapidement a pH = 3.6 pour donner une masse pectique
stable & température ambiante. (photo 10).

v Le milieu PDA préparé a base de P.O1 (a raison de 20 g/l) présente une texture ferme
et stable a pH = 3.37.

v Le milieu G.N additionné de P.O; (40g/I) solubilisé par HCI 4 N présente une masse
solide a pH = 3.11.

Photo 9 : Milieu M.S gélifié par la P.O1.

Photo 10 : Milieu M.S gélifié par la P.P1.



I11. Texture et consistance de la gelée de pectines :

La masse pectique obtenue suite a la gélification du milieu de culture sous ’action de la
pectine représente une texture ferme (tres semblable a la texture d’une gélose commune). La
formation obtenue présente une dureté plus au moins réduite en la comparant avec c’elle
rencontrée pour les milieux de culture a base d’agar agar. La structure obtenue est instable
contre I’autoclavage, légérement cassante, et susceptible d’expulser une quantité importante

d’eau (planche 8).

Planche 8 : Aspect visuel de la gelée obtenu apres gélification.
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V. DISCUSSION GENERALE

Le présent travail avait essentiellement pour but, d’incorporer les pectines extraites a
partir des déchets de fruits (valorisés), pour leur propriétés éepaississantes, stabilisantes et
surtout gélifiantes. Pouvant ainsi, probablement, remplacer 1’Agar-agar (extrait d’algues
rouges) pour la confection des milieux de culture In vitro (en agissant comme un agent de
texture).

Les rendements en pectine obtenus varient d’une espéce a I’autre. On a obtenu un
rendement moyen de 34 % pour la P.O1 contre 08 % pour la P.P1 (méme si I’extraction est
faite dans les mémes conditions expérimentales). Ces variations sont attribués a la
composition de la M.P ayant servie pour I’extraction de la P.P1 (marcs de pommes) dont la
partie centrale a été retenue incluant les pépins et une partie de la pulpe entourant ces derniers,
ce qui conduit a déduire le pourcentage réduit des composants pariétaux entrant dans la
composition des marcs de pommes. Cette hypothése est confirmée par les résultats obtenus
par baississe (2009), dont un rendement de 35.71 % est enregistré pour la P.O dans les mémes
conditions expérimentales (avec une différence légére de 1.71 %) contre un rendement bien

meilleur enregistré pour la P.P (20.06 %) d‘ou une différence de 12.06% est enregistrée.

Ces variations sont liées a plusieurs paramétres. Les prétraitements semblent avoir des effets
plus au moins remarquables sur la dégradation des protopectines, keijbets et al (1976) ont
rapporté une dépolymérisation intense au cours du blanchiment. Les enzymes
polygalacturonases sont stables a 50-70 ° C, mais réactivées au dela de ces températures
(Lo et al., 2002). Cette hypothése confirme les essais dont nous avons effectué sur un zeste
d’oranges, directement séché apreés la séparation (sans procéder a un prétraitement), dont le
rendement obtenu est aux alentours de 42 %.

D’autres facteurs peuvent influencer la libération de pectines a partir de la protopectine,
notamment le diamétre des particules de la matiére premiére, dont Sahari et al (2003) ont
rapporté qu’un diamétre de particule de 0,075 mm est optimum pour la pulpe d’orange
égyptienne destinée a I’extraction des pectines.

L’utilisation du chlorure d’aluminium (AICI), pour la précipitation semble donner de
meilleurs rendements pour les marcs de pommes, d’ou un rendement de 27,7 % a été

enregistré par Baississe (2009), soit un surplus de 7.64 %.



La P.O; extraite par la 2°™ méthode (& pH neutre, 100 °C — 120 min), affiche un rendement
tres modeste en le comparant avec celui obtenu pour la P.O1 ce si est associé a ’absence de
I’agent HCI (méme si le temps et la température favorisent un meilleur rendement). Le pH de
1.5 utilisé pour la premiére procedure (Kratchanova et al., 2004), obtenu par de HCI permet
la rupture des liaisons chimiques, la solubilisation ainsi de la protopectine et d’avoir un
meilleur rendement par conséquent, ajoute I’auteur. Cette hypothése confirme partiellement
le faible rendement qu’offre la 2°™ procédure (1.4 % pour la P.O2 et un rendement quasiment
nul pour la P.P2). S’ajoute a ca I’utilisation, pour la méthode citée, de 1’éthanol comme étant
agent de précipitation, dont plusieurs travaux révelent que son efficacité s’avére moins
importante par rapport aux sels a base d’aluminium en matiére de rendement (Attri et
Maini., 1995 ; Dennapa et al., 2006).

Les conditions expérimentales retenues pour les deux méthodes d’extraction suggerent que
les fractions de pectines obtenues sont des pectines Hautement Méthylées (HM), partant des
résultats communiqués par Hachem (2014), Hachem et al (2015), et Baississe (2009), dont
I’extraction est faite par de I’eau chaude. Cependant I’extraction a chaud en milieu acide (1
méthode) permet 1’obtention d’une fraction pectique dont le degré de méthylesterification est
aux alentours de 60% d’apres les résultats communiquées par Diligent (2010), ce degrés de
méthylation, est strictement contrdlé par le pH, la température, et la durée du traitement acide
ajoute I’auteur. Aubree (2002) rapporte que les pectines ainsi obtenues présentent un DM
compris entre 55 % et 75 %, cependant Baississe (2009) 1’estime entre 60% et 75 % pour ces
traveaux Ce degré de méthylation fait I’objet d’un facteur déterminant sur les conditions de
gélification du milieu de culture visé, influe également le Processus et le mécanisme
d’association des pectines dans la formation des gels (Agnan et al., 2010), s’ajoutent a ca le
pH, la concentration en sucre ou en acide, la présence des chaines latérales et la température
(Capel et al., 2006 ; Guillotin et al., 2007).

La fraction pectique obtenue par la 2°™ méthode (P.O2), Présente une faible solubilité, dont
la solubilisation (au cours de la reconstitution) a été effectué en milieu neutre. Ces conditions
simulent c’elles ayant servies pour son extraction. L’addition progressive du saccarose au
milieu a augmenté d’avantage la viscosité de la solution. Le sucre agit comme agent
déshydratant (abaissement de I’AW), favorisant le rapprochement des chaines et donc
I’établissement des liaisons hydrogenes. Toutefois, seules, les liaisons hydrogenes ne sont pas
suffisantes pour contribuer a 1’énergie nécessaire a la gélification. Aussi, il a été¢ admis

I’existence d’interactions hydrophobes entre les groupes méthoxyles, interactions essentielles



a la formation du réseau (Oakenfull et Scott, 1984). Le r6le du sucre dans la formation du gel
est de stabiliser les zones de jonctions en favorisant les interactions hydrophobes.
Le pH acide est nécessaire pour la formation du gel en présence du sucre, ce qui explique

I’absence d’une gélification efficace pour la P.Oa.

La solubilisation des fractions pectiques obtenues par la 1 méthode (P.Os et P.P1) n’est
achevée qu’en milieu acide (pH moyen = 1.57), dans une solution chauffée a plus de 80°C.
Ces conditions sont trés comparables a c’elles ayant servies pour sa premiére solubilisation
(en cours de I’extraction). Pour ces deux fractions en solution, les groupes carboxyles de la
chaine de pectine sont sous forme ionique COO , D’une part les pectines sont donc fortement
hydratées, les molécules d’eau se tiennent a la chaine par des liaisons hydrogéne et par des
associations ion-dipdles. D’autre part, les pectines chargées identiquement se repoussent, les
chaines sont dispersées dans la solution (Diligent., 2010). a un pH de gélification, L’affinité
de chaines polymeres pour I’eau est réduite. Les molécules de pectine ne se repoussent plus
puisqu’elles ne sont plus chargées, C’est la gélification. En plus des liaisons hydrogeéne qui
s’établissent, certaines régions du polymére en chaines se collent ensemble. A cause de la
présence de molécules comme le L-rhamnose, Ces chaines permettent d’éviter la précipitation
qui aurait lieu si les chaines de polymeéres s’associaient a toute la longueur (Diligent., 2010).
Les valeurs de pH enregistrées pour les meilleurs essais retenus (3.01, 3.11, 3.37 . . )
confirment partiellement le phénoméne décrit par le méme auteur pour un pH de 3.3,

cependant Rolin et Devaries (1990) préconisent un pH minimal de 3.5.

Le gel (Milieu de culture — Pectine HM), formé présente une texture plus au moins rigide,
dans les conditions de gélification citées (partie résultats). Cette texture bien qu’elle soit trés
semblable a c’elle rencontrée pour les milieux de culture In-vitro, reste impropre a
I’utilisation optimale dans les milieux de culture. Elle dépond simultanément et strictement de
plusieurs parametres dont la maitrise simultanée semble tres difficile pour le contexte opté. la
structure obtenue pour le cas de pectines étudiée est jugée “’tartinable’” conformément aux
résultats communiqués par Lanoisellé (2007), S’ajoute a ca La nécessité de I’incorporation
d’une grande quantité de sucre (avec un pH < 3), limitant donc, les ingrédients entrant en
composition. La grande quantité de sucre primordiale pour la gélification (Ralet et al., 2005
imposent un maximum de 55% de saccarose soit plus de 500 g/l contre un maximum de 30 ¢/l

pour le milieu M.S), conduit a un déséquilibre osmotique pouvant affecter la stabilité et la



viabilité des germes destinés a étre ensemencés sur la gélose prévue avec cette fraction

pectique, servant comme agent de texture (gel acide et sucré).

De méme la force du gel et le pH de la gélification varient en fonction du DM de la pectine
impliquée dans le gel faisant ainsi la difficulté de la détermination des conditions optimales

pour 1’obtention d’une consistance suitable.

L’¢étroitesse de la gamme de pH susceptible de transformer cette classe de pectines en état de
gel (Lanoisellé., 2007), révele I’incompatibilité du gel obtenu (par gélification des pectines
HM), vis- a vis un tres grand nombre de cellules bactériennes, fongiques, somatiques en
raison de ces données limitant strictement les germes pouvant pousser ultérieurement sur la
gélose confectionnée. Les données précédentes incluent les pH attribués aux milieux de
culture In-vitro, et qui sont minutieusement et strictement sélectionnés.

Dans I’industrie agroalimentaire, Les conditions de gélification strictes que les pectines

HM imposent, ont été a I’origine d’un revirement vers les pectines LM (plus « tolérantes » en
termes d’extrait sec et de pH). La gélification par tassement que présente cette classe de
pectines de chaine, peut assez bien étre décrite par le modéle de la boite a ceufs. L'ion calcium
joue un role-clé, puisque c'est autour de lui que va se dessiner la "boite a oeufs" modele de
configuration retenu. 1l joue donc en quelque sorte le rble de ciment entre les deux
chaines concernées. Les pectines LM recourent au méme mécanisme, avec participation,
donc, des ions Ca?*, cependant que les pectines HM, elles, donnent lieu au méme phénoméne
en milieu acide (Aubree., 2002 ; Lanoisellé., 2007 ; Agnan et al ., 2010).
La texture du gel résultant de la coagulation du milieu par des pectines LM est du
type “’cassant’’, comparable a celui obtenu pour 1’ Agar-agar (ce qui révéle une forte rigidité).
La réaction entre le Ca?* et les pectines FM doit étre lente pour 1’obtention d’un gel au lieu
d’un précipité, ajoute Thibault et al (2000).

Le caractére thermoréversibles constituent un cas technologique intéressant faisant la
compatibilité probable des pectines LM, puisque I'on pourra obtenir les produits par
dispersion & chaud, la gélification se produisant au refroidissement, par addition de Ca?*.
La variété des gammes de pH, la consistance du gel obtenu, suite a la stabilité de la formation
“’Boite a ceuf”’ encore appelée “’Egg box’’ et la thermo réversibilité font de cette classe de
pectine, une alternative envisageable a promouvoir pour la conception des milieux de culture

In vitro, tout en valorisant les déchets de fruits.



Conclusion
et
perspectives



V1. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’étude en cours opte a reproduire la composition fréquente, des milicux de culture in-
Vitro, tout en essayant d’incruster un agent de texture séparé et purifié, a partir des déchets de
fruits (parties impropre a la consommation humaine) faisant ainsi I’objet d’une valorisation
des ces derniers. La substance visée a savoir : la pectine est extraite a partir des écorces
d’oranges (zeste), et des marcs de pommes.
Les résultats expérimentaux, tirés de 1’extraction des pectines, a partir des sources testées pour
la présente expérimentation, suggérent un meilleur rendement obtenu dans un milieu acidifié
(pH = 1.5) a 80°C, comparablement a I’extraction thermique a 1’eau chaude 100°C. Dans le
méme contexte, la 1°® méthode affiche un rendement de 34 %, et 08% pour le Zo et les Mc
respectivement, contre les 1.4% et des traces négligeables qu’affiche la 2°™ méthode.
La Pec résultante de la 26™ méthode (P.O,) présente une faible solubilité en milieu neutre,
ainsi qu’un faible pouvoir gélifiant, méme en présence massive de saccarose. Cependant les
fractions pectiques obtenues par la 1¢¢ méthode (P.P1/P.O1) présentent une solubilité
quasiment négligeable pour le milieu neutre, se solubilisent parfaitement dans un pH
d’environs 1.57, et forment des gels de texture admissible pour un pH compris
entre 2.60 et 2.85.
A la lumiére des résultats obtenus il s’avere que la gelée obtenue, par coagulation des milieux
de culture testés sous 1’action des pectines (hautement méthyles suivant les données ainsi
communiquées), malgré sa consistance, considérablement proche de c’elle en vigueur,
demeure impropre a la culture in-vitro : cette structure se forme dans des conditions de
gélification strictes, en dehors des quelles, elle perd ces caractéristiques, ce qui fait son
instabilit¢é  a I’incubation, dans les températures importantes, dans les milieux humides
(telque les coliformes fécaux — 44 °C / milieu humide), ainsi qu’a 1’autoclavage (120°C / 20
minutes). Cette structure limite strictement le pH du milieu de culture (acidophiles), et est
soumise aux risques de dégradation sous I’action des enzymes pectolitiques d’origine
microbienne.
Une perte massive des solutés (nutriments, macro €¢léments, microéléments, vitamines ...), est
susceptible, en raison de la perte d’eau remarquée pour la formation obtenue.
Pour conclure, il est intéressant de noter que la grande variété des classes pectiques, des

mécanismes et des parameétres, conduisant a la gélification de ces derniéres, font de ces



molécules un agent de texture intéressant a promouvoir ultérieurement, dans le contexte

étudié pour cela notre modeste étude préconise :

% La détermination précise des divers composés polysaccaridiques, entrant dans la formation
des chaines de la variété de pectines étudiée, les proportions massiques de chaque
composant, et permettre ainsi la précision du degré de méthylation. Ce dernier représente
le paramétre le plus primordial entrant dans le mécanisme de la gélification, et des
caractéristiques du gel formé.

¢ L’adoption des variétés de pectines présentant des conditions de gélification simulant
c’elles caractérisant les milieux de culture ciblés : les pectines LM présentent un cas
technologiquement intéressant en raison de leur « tolérance » vis-a vis le pH et le taux de
sucre au cours de la gélification (sous réserve d’une quantité suffisante de calcium). Ces
variétés permettent une texture thermoréversible trés semblable a c’elle obtenue avec de
I’ Agar-agar.

% La combinaison des pectines avec d’autres agents de texture permettant ainsi de pousser
davantage la gélification du milieu de culture et I’atteinte ainsi de la fermeté préconisée

pour une bonne croissance/développement.

Enfin, les données de la présente étude doivent étre validées par des quantités plus

importantes.
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Annexe 1 : Préparation et composition des milieux de cultures

I. Milieu M.S
I.1. Constituants du milieu M.S (Murashige et Skoog). (Himour, 2008).

Ingredients Solution mére Mg/l Volume de
Prelevement ml
Macroéléments NH4NO3 1650
KNO3 1900
CACL2.2H20 440 50
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
MnSO4.H20 22.3
ZnS04.7H20 8.6
Microéléments H3BO3 6.2 10
Kl 0.83
Na2Mo04.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
Fe-EDTA Na,EDTA 37.3 10
FeSO4.7H20 27.8
Ingrédients Solution mére Volume de
Mg/100ml Prélévement
Vitamines et Glycine 0.2
acides amines Acide 82 10m
Nicotinique 0'1
Pyridoxine.HCI 160
Thiamine HCI
Myo-inositol
Sucre Saccharose 30000Mg/L 30000mg
Agar Agar 8g/l 89

(A, B, C, D,E, F) volume de prélevement de solutions mére.



La préparation de la solution nutritive MS se fait comme suit :

1.2.. Préparation de la solution mere de macro-éléments

Elle consiste a :

>
>

>
>

Verser 600 ml d’eau distillée dans un bécher de 1L.

Peser et dissoudre chacun des sels indiqués en tableau 1(A), en chauffant légérement
au besoin.

Transférer la solution dans un flacon de 1L et compléter a 1L avec de 1’cau distillée.

Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

1.3. Préparation de la solution mere de micro-éléments

La préparation de la solution mére consiste a :

>
>

>

Verser 600 ml d’eau distillée dans un bécher de 1L.

Peser et dissoudre chacun des sels indiqués en tableau 1 (B) en chauffant légerement
au besoin.

Transférer la solution dans un flacon de llitre et compléter a 1litre avec I’eau
distillée.

Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

1.4. Préparation de la solution meére de Fe-EDTA

Elle consiste a :

>

YV V. V V V

Verser 600 ml d’eau distillée dans un bécher de 1L.

Ajouter quelques gouttes de NaOH et chauffer jusqu’a ébullition.

Couper la source de chaleur.

Ajouter le Na2EDTA et mélanger jusqu’a dissolution.

Ajouter FeSo4-7H20.

Transférer la solution dans un flacon de 1litre et compléter a 1L avec de 1’eau
distillée.

Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

1.5. Préparation du milieu de culture
A partir de la solution mére dont la préparation est citée ci dessus, on a pu préparer
la solution finale, avec les concentrations exigees (Tableau 1). Selon le protocole suivant :

>

YVVVVYVY

Verser approximativement 600 ml d’eau distillé dans un bécher de 1L.

Peser et dissoudre le saccharose en chauffant Iégerement au besoin.

Ajouter le volume nécessaire de macroéléments, microéléments, FE-EDTA.
Ajuster le pH a 5,7 + 0,1 avec HCI (1N) ou NaOH (1N).

Compléter a 1L avec I’eau distillée.

Chauffer puis ajouter I’ Agar graduellement jusqu’a ce que le milieu devienne clair.



I1. Milieu GN (Gélose Nutritive)

Gélose nutritive

EXtrait de LoVUIC. ...t e e e 2g
Extrait de viande.........oooiiiiii e 10g
] 10 U< 5¢
L 180T P 209
N T 59
BaU distill€e. ... ..o 1000 ml
N ) . 1 PPN 20g

Il. PDA (Potatoes Dextrose agar)

Eplucher, laver et couper en petits morceaux 200 g de pomme de terre, les mettre dans

700 ml d'eau distillée et porter a ébullition, apreés filtrer et compléter a 1 litre.

Dextrose (OU SACCRATOSE). ... utt ittt ettt ettt ettt e e et e e et e e e e aae e aneeanans 10g



Résumé
La présente étude bute essentiellement a valoriser les sous produits provenant des fruits (marcs de pommes, zeste

d’oranges), pour la synthése des milieux de culture in-vitro, tout en essayant de substituer 1’Agar-agar, pour la
gélification du milieu.

Les résultats de 1’extraction des pectines, a partir des sources testées, affichent un meilleur rendement obtenu dans un
milieu acidifié a pH = 1.5 - 80°C, d’ou un rendement de 34 %, et 08% pour le Zo et les Mc respectivement contre
1.4% et des traces négligeables pour I’extraction a I’eau chaude (100°C).

La Pectine résultante de la 2™ méthode (P.O,,) présente une faible solubilité en milieu neutre, ainsi qu’un faible
pouvoir gélifiant, Cependant c’elle obtenue par la 1 méthode (P.P1/P.01), se solubilise parfaitement & pH = 1.57, et
forme des gelées de texture admissible pour un pH compris entre 2.60 et 2.85. Vue les conditions de gélification
qu’imposent les pectines extraites, le milieu ainsi obtenu est jugé impropre a la croissance des cellules en culture.

Mots clé : Sous produits, milieux de culture in-vitro, Agar- agar, Pectines, Gélification, gelée.

Abstract
The current study aims for valorizing the by-products resulting from fruits (Apple pomace, orange zest), in synthesis

of in-vitro culture mid, by trying to substitute Agar-agar, for the jellification of the mid.

The results of pectin extraction, from the tested sources in an acid middle in with pH = 1.5 — 80°C , shows a better
yield of witch an output of 34%, and 08% are obtained for the apple pomace and orange zest respectively, versus an
output of 14% and negligible results that extraction by ardent water (100°c) shows.

The pectin resulting from the 2" process (P.O2), has low solubility in a neutral solution, and shows an unpleasant
gelling power, thus the pectin obtained by the 1% process (P.P1/P.01), is perfectly solubilized in a pH = 1.57, making
an admissible jelly in pH between 2.60 and 2.85. because of the conditions in which the jelly is formed, the mid is

judged inadequate for the in-vitro cells development.

Key words : By-products, in-vitro culture mid, Agar-agar, pectin, jellification, jelly.
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