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RESUME

La caractérisation des principales variétés de calices d 'Hibiscus sabdariffa L ou Bissap cultivées au
Sénégal (Vimto, Koor, Thai et CLT92) a été réalisée. L analyse de la variance (ANOVA) a montré des
différences significatives (p<0,05) dans la composition des calices. D’une part, les calices de variété
Thai se distinguent par une teneur relativement ¢élevée en lipides totaux et ceux de variété Koor par un
faible pH et une forte chromaticit¢é C*. D’autre part, les calices de variétés Vimto et CLT92 se
particularisent par une concentration élevée en anthocyanes, en polyphénols et en sucres.
L’exploitation des résultats par les outils d’analyse multivariée (ACP et AFD) a conduit a une
classification simple des variétés de calices étudiées avec un taux de réussite de 100 %.

La détermination du profil en composés phénoliques par couplage HPLC/MS a permis 1’identification
de 2 anthocyanes, de 3 acides phénoliques et de 7 flavonols présents dans ces calices.

Le diagnostic des procédés traditionnels de transformation a mis en évidence I’influence de la
formulation et du traitement thermique sur la qualité nutritionnelle et la stabilité des boissons et sirops
de Bissap.

Afin de produire des concentrés anthocyaniques stables, des essais d’évaporation sous vide ont été
réalisés. Les résultats ont permis de montrer que cette technique constitue un moyen efficace de limiter
la dégradation des pigments anthocyaniques treés sensibles a la chaleur. Ainsi, lors de la production
d’un concentré de Bissap a 60 °Brix, seul 1 % des anthocyanes a été dégradé pour une évaporation a
50 °C.

Les études de stabilité ont montré que la dégradation des anthocyanes dans les calices et produits a
base de Bissap suit une cinétique de réaction d’ordre 1. Le stockage a des températures inférieures a
20 °C augmente considérablement la durée de conservation de ces produits.

Mots clés : Hibiscus sabdariffa, Bissap, anthocyane, composé phénolique, boisson, concentré,
évaporation sous vide.

ABSTRACT

Characterization of principal varieties of chalices of Hibiscus sabdariffa L or Bissap cultivated in
Senegal (Vimto, Koor, Thai and CLT92) was carried out.The analysis of variance (ANOVA) showed
significant differences (p<0,05) in the composition of the chalices.On the one hand, the chalices of
Thai variety are characterized by content relatively high of total lipids and those from Koor variety by
a low pH and a strong chromaticity C *. On the other hand, the chalices of Vimto varieties and CLT92
are particularized by a concentration raised in anthocyanes, polyphenols and sugars.The analysis of the
results by the tools for multivariate analysis (PCA and FDA) led to a simple classification of the
varieties of chalices studied with a rate of success of 100 %.

Determination of the profile in phenolic compounds by coupling HPLC/MS allowed the identification
of 2 anthocyanes, 3 phenolic acids and 7 flavonols present in these chalices.

The diagnosis of the traditional processes of transformation highlighted the influence of the
formulation and the heat treatment on nutritional quality and the stability of drinks and syrups of
Bissap.

In order to produce stable concentrates of anthocyanins, tests of vacuum evaporation were carried out.
The results made it possible to show that this technique constitutes an effective means to limit the
degradation of the anthocyanin pigments very sensitive to heat.Thus, during the production of a
concentrate of Bissap with 60 °Brix, only 1 % of the anthocyanes was degraded for an evaporation at
50 °C.

The studies of stability showed that the degradation of the anthocyanes in the chalices and products
containing Bissap follows kinetics of reaction of order 1.Storage at temperatures lower at 20 °C
increases considerably the shelf life of these products.

Key words:Hibiscus sabdariffa, Bissap, anthocyanin, phenolic compound, drink, concentrate, vacuum
evaporation.
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Introduction

INTRODUCTION

Hibiscus sabdariffa L. est une plante appartenant a la famille des Malvacées et cultivée dans
de nombreuses régions tropicales et subtropicales d’Afrique, d’Asie et d’Amérique Centrale
(Morton 1987). Les calices de cette plante sont trés appréciés pour leur forte acidité et leur
coloration rouge due a la présence de pigments anthocyaniques (Chang et al. 2012; Idham,
Muhamad, et Sarmidi 2012a; Marco et al. 2011). Ces calices sont largement utilisés dans la
fabrication de produits alimentaires tels que les boissons, les sirops, les confitures et les
concentrés (Cissé, Dornier, Sakho, Ndiaye, et al. 2009; Da-Costa-Rocha et al. 2014). Les
extraits des calices rouges sont maintenant utilisés comme une alternative a la production de
colorants naturels. Ces calices sont trés connus pour leurs activités antioxydantes et
antiradicalaires (Serrano-Cruz et al. 2013; Mohd-Esa et al. 2010). De nombreux travaux ont
par ailleurs mis en évidence les propriétés thérapeutiques de ces calices (Kuo et al. 2012; Lin
et al. 2012; Peng et al. 2011). L’intérét sans cesse croissant pour ces calices entraine une
demande de plus en plus importante a I’exportation en particulier en Europe et aux Etats Unis
(Cissé, Dornier, Sakho, Diop, et al. 2009). La culture et la commercialisation des calices sont
ainsi devenues une intéressante source de revenu pour les agriculteurs des pays en
développement. Au Sénégal, cette plante est cultivée de manicre traditionnelle par les femmes
en général sur I’ensemble du territoire national mais principalement dans le bassin arachidier
(centre du pays) comprenant les régions de Diourbel, Kaolack, Fatick et Thies. Cette culture
s’intensifie depuis peu. En effet, avec le déclin de la monoculture de I’arachide, les paysans
sont confrontés a d’importants problémes financiers. La recherche d’une culture de
substitution a amené les paysans a s’orienter de plus en plus vers des solutions alternatives

telles que la culture du Bissap.

Ces travaux de these s’inscrivent dans le cadre du projet AFTER (African Food Tradition
rEvisited by Research) de 1’Union Européenne. Ce dernier avait pour objectif général de
revisiter les produits traditionnels africains, leurs connaissances et savoir-faire a la lumiere
des nouvelles technologies au profit des consommateurs, producteurs et transformateurs en
Afrique et en Europe. Le projet AFTER était basé sur trois groupes de produits (produits
fermentés a base de céréales, produits a base de poisson et de viande et extraits de plantes

traditionnelles poursuivait quatre objectifs spécifiques :

- caractériser les connaissances et les savoir-faire,
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- améliorer les processus combinés pour une meilleure sécurité et qualité nutritionnelle
des aliments,

- évaluer l'acceptation des consommateurs,

- transférer les résultats en informations prétes a l'emploi par les entreprises agro-

alimentaires.

L’objectif général de ces travaux de thése est 1’é¢tude des procédés traditionnels de
transformation des calices d’hibiscus et le développement d’un concentré colorant a partir de
cette matic¢re premiére. Pour atteindre cet objectif, le travail réalisé est subdivisé en 3 parties.
La premiére concerne la caractérisation physicochimique et biochimique des principales
variétés de Bissap cultivées au Sénégal. Ils s’agit des variétés Vimto, Koor, Thai et CLT92
produites dans les régions de Kaolack, Fatick, Thi¢s, Louga et Ziguinchor. La seconde partie
repose sur le diagnostic des procédés locaux de transformation des calices de Bissap. Dans la
derniére partie, nous abordons le procédé d’évaporation sous vide des extraits aqueux des

calices rouges.

Ce mémoire de thése est constitu¢ de trois chapitres. Le premier est réservé a la synthese
bibliographique ax¢é sur la connaissance d’Hibiscus. sabdariffa L. et des pigments
anthocyaniques. Le matériel et les méthodes utilisés sont présentés dans le deuxiéme chapitre.

Les résultats et la discussion sont présentés dans le dernier chapitre.
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I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
1. Présentation de I’Hibiscus sabdariffa L.

1.1. Description
Hibiscus sabdariffa L. var sabdariffa est une plante vasculaire appartenant a I’Embranchement des
Spermaphytes, au Sous-Embranchement des Angiospermes, a la Classe des Dicotylédones, a la Sous-
Classe des Dialypétales, a la Série des Thalamiflores, a I’Ordre des Malvales et a la Famille des
Malvacées (Figure 1). Cette famille comprend 80 genres et 1 500 especes. La majorité des variétés
est utilisée comme plantes ornementales a I’exception du type sabdariffa dont deux variétés ont été
identifiées (Charlotte 1974; Morton 1987). 1l s’agit des variétés horticoles altissima et sabdariffa L.
Cette plante est connue sous diverses appellations comme le Bissap au Sénégal, 1’oseille de Guinée,
le karkad¢é en Afrique du Nord, la flore de Jamaique en Amérique centrale, le Groseille de Noél aux
Antilles, le Ngai-Ngai en Afrique Centrale, le roselle, sorrel ou sour tea en anglais (Morton 1987;

Glew et al. 1997; Lorenzo et al. 2000; Babalola 2001a; Cisse, Dornier, Sakho, Diop, et al. 2009)

Figure 1 : Plantes et calices rouges d 'Hibiscus sabdariffa L
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1.2. Origine

Hibiscus sabdariffa L. serait originaire de la région couvrant 1’Inde a la Malaisie ou il est
couramment cultivé. Il aurait été ensuite transporté treés tot en Afrique avant de se répandre dans
les régions tropicales et subtropicales des deux hémisphéres. Les graines auraient été apportées en

Amérique par les esclaves africains (Morton 1987).
1.3. Répartition géographique

Hibiscus sabdariffa L. se retrouve largement dans les régions tropicales et subtropicales des
deux hémisphéres. Il est aussi rencontré dans de nombreuses régions d’Amérique centrale et en
Asie. En Afrique, I’Hibiscus sabdariffa L. serait domestiqué au Soudan, il y a environ 6000 ans,
d’abord pour ses graines et ensuite pour la production de feuilles et de calices. Cette plante est
présente actuellement dans toutes les régions tropicales. Mais les spécimens d’apparence vraiment
sauvage de I’espece ont été récoltés au Ghana, au Niger, au Nigeria et en Angola (Grubben 2004).
En Asie, la sélection des variétés pratiquée pour la production de fibre (Inde, Sri Lanka, Thailande,

Malaisie, ile de Java) et aussi de calices destinés a 1’utilisation alimentaire.
1.4. Variétés

Hibiscus sabdariffa L. se présente sous deux types : le type vert et le type rouge. Les calices du
type vert sont utilisés comme condiment ou comme légume-feuille dans I’alimentation. Les calices
de type rouge, plus connus, entre généralement dans la préparation des boissons, sirops, confitures,
gelées et concentrés. Les calices rouges comprennent plusieurs variétés : Vimto, Koor, CLT92,
Thai, Bambara, Violette, Burkina, et Yoump (Tableau 1). Ces variétés présentent des différences
morphologiques (diamétres, tailles des fruits, etc.), sensorielles (acidité, coloration, etc.) et

chimiques (teneur en anthocyane) (Cissé, Dornier, Sakho, Diop, et al. 2009).
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Tableau 1 : Caractéristiques des variétés de Bissap cultivées au Sénégal (Cisse, Dornier, Sakho,
Diop, et al. 2009)

Variétés Morphologie Dimensions calices Couleur calices Rendement
(longueur/diamétre) (kg calices sec/hectare)
(cm/cm)
Vimto Sépales ouverts vers 8,5/4,5 Rouge sombre 500

I'extérieur, droits,
légérement recourbé au

sommet
Koor Calices de forme conique 4,5/3,5 Rouge clair 250-300
Thai Arbre de grande taille (2m) 4,5/3,5 Rouge clair 250-300
Riche en fibre
CLT 92 Arbre de taille moyenne 4,5/3,5 Rouge foncé, 250-300
bleu violacé
Burkinabé | Calices de forme conique 4,5/3,5 Rouge 250
Yoump Calices de forme conique 4,5/3,0 Rouge 250
Violette hybride naturel entre les 4,5/3,0 Violet 250

variétés Koor et Yoump

1.5. Pratiques agricoles

1.5.1. Culture et récolte
Hibiscus sabdariffa L. est cultivé au Sénégal pendant la saison des pluies sur un cycle de
130 jours. Le semis est fait entre Juillet et Aolt durant la saison des pluies a raison de 4 a 5 kg de
graines par ha. Le semis se fait tantot a la volée, tantot en poquets. En général, le semis est direct a
raison de 3 a 5 graines par poquet et & une profondeur de 2 a 3 cm. Certains producteurs font des
semis en pépinicres ombragées, qu’ils repiquent au champ au bout de 4 semaines environ (Cissé,

Dornier, Sakho, Diop, et al. 2009; Poublanc, Gomis, et Nugawela 2006)

Hibiscus sabdariffa L. répond bien aux engrais, et I’on a observé en Egypte que le sulfate
d’ammonium donnait des rendements plus élevés que le nitrate de calcium ou l'urée. La
production de calices est plus élevée lorsque I’engrais est apporté au moment du démariage (20 a
30 jours apres le semis) que lorsque les applications sont fractionnées et effectuées au cours du
stade de développement végétatif et de la floraison. Mais, les engrais chimiques sont rarement
utilisés en Afrique tropicale, parce qu’ils sont jugés onéreux dans les conditions climatiques

incertaines de production de cette plante (Poublanc, Gomis, et Nugawela 2006).

La récolte du Bissap a lieu en Novembre-Décembre et la collecte des calices sur les marchés se

déroule de décembre a mai. Au-dela du mois de Mai, les calices séchés perdent leur couleur et donc

5
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leur valeur commerciale. Il est le plus souvent cultivé en lisiere de champ ou en association avec
d’autres cultures. La culture pure dans des conditions idéales peut donner des rendements de 1’ordre
de 700 a 800 kg de calices séchés par hectare et autant en graines. La moyenne de rendement devrait
se situer au Sénégal autour de 200 a 250 kg ha™ en culture pure du fait que la plupart des paysans
conduisent cette culture en mode extensif. Selon certaines informations, le ratio calices séchés/calices
frais serait de 11 % (Cissé, Dornier, Sakho, Diop, et al. 2009; Poublanc, Gomis, et Nugawela 2006).

Les rendements de culture, en fonction des variétés, varient entre 250 a 1000 kg de calices séchés par
hectare et autant en graines (Coly, Seck, et Mbaye 2005). Le rendement moyen en calices sec se situe
autour de 250 kg ha™'. Le rendement en calices au Sénégal est 6 fois plus faible qu’en Asie ou les
rendements sont en moyenne de 1500 kg de calices secs par hectare (Cissé, Dornier, Sakho, Diop, et
al. 2009). Cette différence est probablement li¢e a la généralisation de 'utilisation d’engrais en Asie.
L’¢évolution de la production sénégalaise semble suivre celle des superficies puisque I’accroissement
du rendement par hectare est relativement faible, voire nul, ce qui explique la faible vitesse
d’accroissement de la production nationale. En d’autres termes, les superficies augmentent, alors que
les pratiques agricoles ont peu évolué. Un simple apport d’engrais & une dose optimale et
I’amélioration des pratiques agricoles pourraient rapidement augmenter de fagon significative la

production nationale.

Les travaux de récolte se font manuellement par une main d’ceuvre essentiellement féminine. Les
calices arrivés a maturité sont sectionnés de la plante, pour étre ensuite décortiqués (séparation du
calice et des graines) et séchés. Pour une méme parcelle, on répete ces travaux de récoltes 2 a 3 fois
tous les 10 jours pour assurer la récolte de calices de qualité a un stade optimum de maturité. De

nouveaux outils ont récemment été introduits pour faciliter le décorticage.

1.5.2. Traitements post-récoltes
Les principales opérations réalisées sur les calices apres récoltes sont le décorticage, le séchage et le
conditionnement. . Il est important que ces opérations se fassent par la suite dans un minimum de
temps, et dans un environnement propre pour obtenir un produit de qualité (Cissé, Dornier, Sakho,

Ndiaye, et al. 2009; Poublanc, Gomis, et Nugawela 2006)

Le décorticage est une opération manuelle, délicate et nécessitant une main-d’ceuvre importante. Il
consiste a prendre le fruit entre les deux mains puis a faire une incision verticale avec les deux
pouces pour sé€parer la capsule et le calice. Il est souvent pénible et douloureux a cause de la pression

a exercer sur les calices et la capsule et, pour certaines variétés, la présence de poils urticants génants.
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Certaines opératrices coupent la base pédonculaire de la fleur a 1’aide d’un couteau pour libérer la
capsule et obtenir un calice circulaire fermé. Cette méthode peut endommager la capsule qui s’ouvre
partiellement et libeére les graines. Des pertes par brisure des sépales supérieurs sont fréquentes avec
le couteau. Pour réduire ces pertes, certaines paysannes ne décortiquent les fleurs que 24 h apres la
récolte. Les discussions menées aupres des producteurs ont mis en évidence un réel besoin de

mécanisation de cette opération qui constitue un frein important au développement de la culture.

Le séchage permet de réduire I’humidité des calices de 86 % a 16 %, voire a 14 % pour une bonne
conservation. Actuellement, le séchage des calices en milieu rural se fait par exposition directe au
soleil sur des nattes, des tdles ou des toiles en plastique étalées directement sur le sol. Cette méthode
présente des inconvénients majeurs : risque important de contamination microbienne, présence de
sable et de débris divers, dégradation des anthocyanes. La durée du séchage est de 6 a 8 jours. Pour
se plier aux exigences des collecteurs et transformateurs, des soins doivent étre apportés lors du
séchage en vue d’obtenir des produits contenant le moins possible de corps étrangers (brindilles,
sable, feuilles, etc.). Un systeme de séchage sur claies fabriquées a partir de sacs tissés en propyléne a
été testé lors de la campagne 2006 par I’ASNAPP-Sénégal (Agribusiness in Sustainable Natural
African Plan Products) dans le village de Thiaré, département de Nioro du Rip de la région de
Kaolack (Figure 2).

Figure 2 : Claie de séchage des calices de Bissap. (Ciss€, Dornier, Sakho, Diop, et al. 2009)

1.6. Composition de la plante d’Hibiscus sabdariffa L.

Les tableaux 2, 5 et 7 présentent la composition physico-chimique et biochimique des

calices, des feuilles et des graines de Bissap
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La composition des calices differe selon le pays de culture de ce fruit. Cette variabilité de la
composition est li¢e a plusieurs facteurs tels que la pluviométrie, la nature des sols et la
température. Les teneurs en différents éléments peuvent varier considérablement d’un élément a
I’autre selon le pays (Tableaux 2, 3 et 4).

La variabilité régionale observée au niveau des calices se retrouve également au niveau des
feuilles (Tableaux 5 et 6). Des différences plus ou moins grandes sont observées pour un méme
¢lément selon la région de culture. Par exemple, les teneurs en phosphore et en fer sont
respectivement de 40 et 5,40 mg/100g pour les feuilles des Philippines alors qu’elles sont de
273,20 et 8,98 mg/100g pour les feuilles de Guatemala (Morton 1987).

Les graines de Bissap sont riches en oligoéléments et présentent aussi un profil en acide

gras tres varié (Tableaux 7, 8, 9 et 10)



Tableau 2 : Composition générale des calices de Bissap (g/100g)
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Paramétres
Eau Glucides Lipides Protéines Fibres Anthocyanes | Cendes
Références
(Charlotte 1974; Cissé, Dornier, Sakho, 84,5-89,5 3,3-12,3 0,1-3,9 0,9-17,9 2,5-12,0 0,15-1,5 4,5-6,8
Ndiaye, et al. 2009; D’Heureux-Calix et Badrie
2004; Morton 1987; Wong et al. 2002)
Tableau 3 : Composition minérale des calices de Bissap
Minéraux (mg/100g)
Fe Cu Cr /n Ni Ca Mn Al Pb P K Na
Références
(Bahemuka et 37,8-40 0,6 0,6 3,7-6,5 0,31 1583 24 - 0,18 - 2060 5,5
Mubofu 1999;
Charlotte 1974;
Maiga et al. 2005)
Tableau 4 : Composition en acides aminés des calices de Bissap
Acides aminés (mg/g)
Ala | Arg | Asn | Asp | Cys | Gln | Glu | Gly | His Ile Leu | Lys | Met | Phe | Pro | Ser | Thr | Trp | Tyr | Val
Références
(Morton 3,7 | 3,6 16,3 | 1,3 | 7,2 - 38 | 1,5 3,0 501 39|10 30| 56|35 30 - 2,2 | 3,8
1987)
(Glew et al. | 3,46 | 4,48 10,50 | 0,87 | 8,85 | - |[2,47 (1,19 2,70 |4,21|2,77 1065|232 |582| - [236(045]| 1,44 | 3,33
1997)




Tableau 5 : Composition générale des feuilles de Bissap (g/100g)
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Références Eau Glucides Lipides Protéines Fibres Cendres
(Morton 1987) 86,2-89,2 10,0 1,1-2,6 1,1-1,7 12 1,0-6,9
(Woot - Tsuen Wu 85,6 9,2 0,3 33 1,6 -
Leung 1968)

Tableau 6 : Compositions en minéraux et en vitamines des feuilles de Bissap (mg/100g)

Minéraux Vitamines
Références
Fe Ca K Thiamine Riboflavine Niacine Acide ascorbique
(Vitamine B1) (Vitamine B2) | (Vitamine B3) (Vitamine C)

(Morton 1987) 5,4-9,0 1,3-18,0 40,0-273,2 0,1 0,3 3.8 6,7
(Woot - Tsuen 4,8 213,0 93,0 0,2 0,5 1,2 54

Wu Leung

1968)

10




Tableau 7 : Composition générale des graines de Bissap (g/100g)
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Références Eau Glucides Lipides Protéines Fibres Cendres totaux
(El-Adawy et Khalil 1994; 5,6-12,9 23,6-51,7 16,0-23,3 19,6-31,0 1,2-16,8 4,8-7,0
Babalola 2001b; Morton
1987)
Tableau 8 : Composition minérale des graines de Bissap
Eléments minéraux (mg/100g)
Fe Zn Ca Mn Mg K Na
Références
(Jirovetz et al. 1992) 8,8-9,1 5,5-5,9 590-680 3,9-4,1 420-480 1300-1390 590-680
Tableau 9 : Composition en acides aminés des graines de Bissap
Acides aminés (mg/g)
Références Ala | Arg |Asn| Asp [ Cys | GIn | Glu| Gly | His | Ile | Leu | Lys | Met | Phe | Pro | Ser | Thr | Trp | Tyr | Val
(Jirovetzetal. | 4,37 | 10,58 | - | 10,64 |2,65|2247| - |4,69]235|325(6,80|5,51|1,25|5,18|3,72|4,48]| 3,8 0,51 |3,46 | 3,57
1992)
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Tableau 10 : Composition moyenne en acides gras des graines de Bissap

Pourcentage dans les

Références Acides gras lipides totaux (¢/100g)
Cl4:0 Acide myristique 0,31
Cl16:0 Acide palmitique 21,65
Cl6:1 Acide palmitoléique 0,44
C18:0 Acide stéarique 5,47
Cl18:1 Acide oléique 30,90

(Mohamed et al. 2007;

Glew et al. 1997; Abu-
Tarboush, Ahmed, et Al- Cl8:2 Acide linoléique 39,16
Kahtani 1997; El-Adawy

et Khalil 1994)

Cl18:3 Acide y-linolénique 0,57
C20:0 Acide arachidonique 0,72
C20:1 Acide éicosanoique 0,08
C20:3 Acide éicosatriénoique 0,34
C22:0 Acide béhénique 0,37

12
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2. Les polyphénols

2.1. Classification

Les polyphénols (8000 composés) représentent un groupe de métabolites secondaires

complexes, exclusivement synthétisés dans le régne animal. On y trouve :

les flavonoides (flavanols, flavanoides, chalcones et dihydrochalcones,
anthocyanidines et tannins condensés) ;

les acides phénoliques de type benzoique ou cinnamiques et les tannins hydrolysables
(gallo- et ellagitannins) ;

les stilbénes ;

les lignines et subérines.

Les polyphénols peuvent étre subdivisés en de nombreuses classes (Tableau 11) qui se

différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant de C6 a des formes tres

polymérisées), ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation,

d’hydroxylation, de méthylation), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base

avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites secondaires pouvant

étre ou non phénoliques) (Sarni-Manchado et Cheynier 2006).

Tableau 11 : Principales classes de composés phénoliques (Harborne 1989)

Squelette carboné Classe Exemples Origine (exemples)
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
Ce-Cy Acides hydrobenzoiques p-hydrobenzoique Epices, fraises
Ce-Cs Acides hydrocinnamiques Acide caféique Pomme de terre,
Coumarines Scopolétine pomme, Citrus
Ce-Cs Naphtoquinones Juglone Noix
Ce-Cr-Cy Stilbénes Resvératrol Vignes
Ce-C3-Cg Flavonoides Quercétine, cyanidine Fruits, 1égumes,
Isoflavonoides Daidzéine fleurs, soja, pois
(C6-Cs)n Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, fruits a noyau
(C6-C3-Co)n Tannins condensés Raisin, kaki

Les flavonoides sont les polyphénols les plus abondants dans les aliments. Ce groupe est

composé de nombreuses molécules ayant en commun une structure de base a 15 atomes de

carbones (Cs-Cs3-Cg). Ils comprennent plus de 10 classes jouant d’importants roles biologiques

13
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et technologiques. Parmi ces composés on retrouve notamment les anthocyanes

(anthocyanidines et anthocyanines), les flavonols et les flavanes (Figure 3).

OH

Structure de base des flavonoides
OH 5 a (diphénylpropane)

OH
Calcone (Ex. Butéine)
HO K\

OH OH O Flavanone (Ex.:Naringine)
HO o
@ C |
OH O
Flavone (Ex. : Apigine)

OH
c |
HO HO (@)
OH
@ Isoflavone (Ex. : Génistine)
OH Flavonol (Ex.: Quercétine)

o
c |

OH O

OH

HO (@)
@ C
OH Flavanol (Ex. : catéchine)

OH Flavane-3-ol

. ] on
@ - OH
OH HO
on @

Anthocyanidine (Ex. : Cyanidine)

Flavane-3,4-diol OH

OH

Figure 3 : Principales classes de flavonoides (Sarni-Manchado et Cheynier 2006)
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Les polyphénols sont largement présents dans de nombreux produits alimentaires. Ils leurs

conférent de nombreuses propriétés sensorielles (couleur, gott, etc) et technologiques. La

répartition dans les produits végétaux est tres variable (Tableau 12). On les retrouves dans les

racines, les tiges, les feuilles, dans les fruits mais aussi au niveau des fleurs comme dans le

cas du Bissap.

Tableau 12 : Principaux polyphénols retrouvés dans les plantes

Plantes

Noms scientifiques

Composés phénoliques

Références

Mais, complet Zea mays L. acide férulique (de la Parra, Saldivar,
et Liu 2007)
Riz complet Oryza sativa L. acide vanilique (Kato et al. 1983)

Cacao, poudre

Theobroma cacao L.

(-)-Epicatéchine

(Gu et al. 2006)

Raisin Vitis vinifera L. Acide caféyltartrique (Karadeniz, Durst, et
Wrolstad 2000)
Pruneau Prunus domestica L. 3-acide caféylquinique (Nakatani et al. 2000)

Dattes séchées Phoenix dactylifera L. acide férulique (Al-Farsi et al. 2005)
Myrtille commune Vaccinium myrtillus L. Quercétine (Ehala, Vabher, et
Kaljurand 2005)
Mire (Ronce) Rubus sp. Cyanidine 3-O-xyloside (Cho et al. 2004)
Framboise rouge Rubus idaeus L. Cyanidine 3-O-sophoroside (Méitté-Riihinen,

Kamal-Eldin, et

Torrénen 2004)
Groseille Ribes rubrum L. (+)-Gallocatéchine (Arts, van de Putte, et
Hollman 2000)
Fraise, crue Fragaria L. Pélargonidine 3-O- (S. Y. Wang, Zheng, et
Citron Citrus limon (L.) Burm. | Hespérétine (Mattila, Astola, et
f Kumpulainen 2000)
Orange (Blonde) Citrus sinensis (L.) Hespérétine (Justesen, Knuthsen, et

Osbeck

Leth 1998)

Abricot, cru

Prunus armeniaca L.

(-)-Epicatéchine

(Dragovic-Uzelac et al.
2005)

Péche, enticre

Prunus persica var.
persica (L.) Batsch

5-Acide caféoylquinique

(Moller et Herrmann
1983)

Prune, fraiche

Prunus domestica L.

Cyanidine 3-O-rutinoside

(Chun, Kim, et Lee
2003)
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Cerise acide

Prunus cerasus L.

Cyanidine 3-O-glucosyl-

(H. Wang et al. 1997)

rutinoside
Melon Cucumis melo L. Lutéoline (Lugasi et Hovari
2002)
Pasteque Citrullus lanatus Lutéoline (Lugasi et Hovari

2002)

Datte, fraiche

Phoenix dactylifera L.

acide férulique

(Al-Farsi et al. 2005)

Pomme [Cidre],
entiére

Malus pumila P. Mill.

Quercétine 3-O-arabinoside

(Price et al. 1999)

Poire, entiére

Pyrus communis L.

5-Acide Caféoylquinique

(Moller et Herrmann
1983)

FRUITS TROPICAUX

Banane, crue

Musa L.

(+)-Catéchine

(Méndez et al. 2003)

Corossol Annona reticulata L. (-)-Epicatéchine (de Pascual-Teresa, Santos-
Buelga, et Rivas-Gonzalo
2000)
Kiwi Actinidia chinensis Planchon | (-)-Epicatéchine (Arts, van de Putte, et
Hollman 2000)
Néfle du Japon Eriobotrya japonica (Thunb.) | 5-Acide (Ding et al. 2001)
Lindl. Caféylquinique
Mangue Mangifera indica L. (+)-Catéchine (Arts, van de Putte, et
Hollman 2000)
Kaki, frais Diospyros kaki L. f. (+)-Catéchine (de Pascual-Teresa, Santos-
Buelga, et Rivas-Gonzalo
2000)
Ananas Ananas comosus (L.) Merr. Syringarésinol (Penalvo et al. 2005)
(lignane)
Grenade Punica granatum L. (+)-Catéchine (de Pascual-Teresa, Santos-

Buelga, et Rivas-Gonzalo
2000)

Fraise, confiture

Fragaria x ananassa
Duchesne (pro sp.)

Pélargonidine 3-O-
glucoside

(Garciia-Viguera, Zafrilla, et
Tomas-Barberan 1997)
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2.3. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des flavonoides trés abondants dans 1’alimentation humaine par le biais
des fruits, des Iégumes et des produits céréaliers (G. Mazza et Miniati 1993). IIs se distinguent
des autres flavonoides par la propriété de charge positive de I’ion Flavylium (R Brouillard
1982; G. Mazza et Miniati 1993). Les anthocyanes sont responsables de la plupart des
couleurs rouges, bleues et violettes des fruits, Iégumes, fleurs, et d'autres tissus ou produits
végétaux. Ils sont particulierement abondants dans les baies et autres fruits avec la couleur
rouge, bleue ou violette, et dans les vins rouges (G. Mazza et Miniati 1993). A ce jour, il a été

identifi¢ approximativement 550 anthocyanes (Andersen et Jordheim 2006; Mateus et al.

2001; Wrolstad 2000).

Les anthocyanes sont d'un intérét nutritionnel considérable car ils joueraient un role important
dans la promotion de la santé et la prévention de certaines maladies (Katsube et al. 2003;
Kamei et al. 1995). Les anthocyanes sont connues pour leur capacité a améliorer les facteurs
de risque pour les maladies cardio-vasculaires, pour la prévention de I'obésité, pour leurs
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses, 1’amélioration de la vision,
ainsi que pour d’autres activités biologiques (Esselen et al. 2011; Feng et al. 2010; Hou et al.

2005).

2.3.1. Caractéristiques structurales

Les anthocyanidines sont les structures de base des anthocyanes (Figure 4). Les anthocyanes
(ou aglycones) sont constitués d'un cycle aromatique [A] li¢ a un hétérocycle [C] qui contient
de l'oxygene, qui est également li€¢ par une liaison carbone-carbone a un troisiéme cycle

aromatique [B].

Les six anthocyanidines les plus couramment rencontrées dans les plantes sont classées en
fonction de la position des groupements hydroxyl et méthoxyl sur le noyau du cycle B et sont
appelées cyanidine, delphinidine, péonine, pétunidine, la pélargonidine et malvine (Figure.5).
L’anthocyanidine le plus abondant dans la nature est la cyanidine, présente dans 90 % des
fruits (G. J. Mazza et Colin 2008).Les anthocyanes sont des glucosides ou des acylglycosides
polydroxylés ou polymethoxylés, qui sont des dérivés oxygénés du 2-phenylbenzopyrilium ou
sels de flavylium (Tableau 13). La différence de couleur des anthocyanes est largement
déterminée par le type de substitution du cycle B de 1’aglycone, le type de glycosilation, le
degré et la nature de 1’estérification du sucre avec les acides aliphatiques ou aromatiques, et la
présence de copigmentation (R Brouillard 1982; Raymond Brouillard 1988; G. Mazza et
Brouillard 1990; G. Mazza et Miniati 1993; G. Mazza, Cacace, et Kay 2004).
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Figure 5 : Les six anthocyanidines les plus abondants dans la nature

Une caractéristique particuliere des anthocyanes est qu’elles subissent une transformation
moléculaire réversible par variation de pH. La molécule est incolore a pH 4,5, alors qu’elle
forme une coloration rouge intense du flavylium a faible pH, et une forme quinoidale bleue
relativement instable est générée a des pH élevés. L’acylation et la position du groupement
glycosique affectent aussi le pH auquel ce changement moléculaire apparait (R Brouillard
1982; G. Mazza et Miniati 1993). La compréhension des caractéristiques moléculaires des

anthocyanes est importante pour leur identification dans les liquides biologiques et les tissus
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Tableau 13 : Identification structurale des anthocyanidines (Castafieda-Ovando et al. 2009)

Nom (abréviation) Types de substitution Coloration
Ri | R; R; | Ry Rs R¢ R,
Apigéninidine (Ap) OH H OH OH H -
Arrabidine (Ab) H OH | OH OH | OMe -
Aurantinidine (Au) OH | OH OH | OH OH H -
Capensinidine (Cp) OH [OM |H OH OMe | OH OMe | Bleu-rouge
Carajurine (Cj) H H OH | OH H OMe | OMe
Cyanidine (Cy) OH | OH OH OH OH H Orange-rouge
Delphinidine (Dp) OH | OH OH OH OH OH Bleu-rouge
Europinidine (Eu) OH | OMe OH OMe | OH OH Bleu-rouge
Hirsutidine (Hs) OH | OH OMe | OMe | OH OMe | Bleu-rouge
3’-HydroxyAb (3’OHAD) H H OH |OH |OH |OH |OMe -
6-HydroxyCy ( 60HCy) OH |OH |OH [OH |OH |OH |OH |Rouge
6-HydroxyDp (60HDp) OH | OH OH | OH OH OH OH Bleu-rouge
6-HydroxyPg (60OHPg) OH |OH |OH [OH |H OH -
Lutéoline (Lt) OH | OH H OH OH OH -
Malvidine (Mv) OH |OH |H OH |OMe |[OH |OM | Bleu-rouge
5-MethylCy (5-MCy) OH [OMe |H OH OH OH H Orange-rouge
Pélargonidine (Pg) OH |OH |H OH |H OH -
Péonidine (Pn) OH | OH H OH OMe | OH Orange-rouge
Pétunidine (Pt) OH |OH |H OH |OMe |[OH |OH | Bleu-rouge
Pulchellidine (Pe) OH |OMe |H OH |OH |OH |OH | Bleu-rouge
Riccionidin A (RiA) OH |H OH | OH H OH H -
Rosinidine (Rs) OH | OH H OMe | OMe | OH Rouge
Tricétinidine (Tr) H OH OH OH OH OH Rouge
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2.3.2. Propriétés bioactives

Au cours des dernicres années, de nombreuses études ont montré que les anthocyanines
présentent un large éventail d’activités biologiques y compris des propriétés antioxydantes
(Duan et al. 2007; G. J. Mazza et Colin 2008), anti-inflammatoires and anti-carcinogenes
(Kamei et al. 1995; Katsube et al. 2003); une amélioration de la vision (Matsumoto et al.
2003; Mercier et al. 1965); une induction de 1’apoptose (Katsube et al. 2003); des effets
neuroprotectifs (Kang et al. 2006). En plus, les anthocyanes ont montré divers effets sur les
cellules, les vaisseaux sanguins (Andriambeloson et al. 1998), les plaquettes (Demrow, Slane,
et Folts 1995; Morazzoni et Magistretti 1990) et peuvent réduire les risques de maladies

coronariennes (Renaud et de Lorgeril 1992).

Cependant, il faut noter que la plupart des études sur la prévention des maladies par les
anthocyanes et les autres polyphénols sont issues d’expériences in-vitro ou sur des animaux.
Ces derniers sont traités avec des doses plus élevées que celles qui sont observées dans

I’alimentation humaine (G. J. Mazza et Colin 2008).
2.3.3. Stabilité des anthocyanes

Les anthocyanes isolées présentent une forte instabilité et sont susceptibles d’étre dégradées
(Giusti et Wrolstad 2003). Leur stabilité est affectée par plusieurs facteurs tels que le pH, la
température de stockage, leur structure chimique, la concentration, la lumiere, les solvants, la
présence d’enzymes, les flavonoides, les protéines et les ions métalliques (M. Rein 2005). La
stabilisation chimique des anthocyanes est 1'objectif principal des récentes études en raison de
leurs nombreuses applications potentielles, leurs effets bénéfiques et leur utilisation comme
alternative aux colorants artificiels.
2.3.3.1. Effet du solvant

Les récentes études avec différentes solutions (acétonitrile: eau, éthanol, propilenglycol,
dioxane et 2-butanone) ont montré que les changements de couleur dépendent du solvant et de
la concentration du sel de flavylium. Dans les solvants protiques les sels de flavylium
présentent une coloration rouge, tandis que dans les solvants aprotiques les solutions sont de
couleur jaune. Cela s’expliquerait par le fait que les espéces rouges et jaunes correspondent
respectivement a un monomere et a un dimere; par conséquent, pour une concentration
croissante de sels de flavylium, la coloration rouge est favorisée. En outre, il a été observé que
lorsque 1'on augmente la proportion d'eau, dans le mélange acétonitrile/eau, le monomere est
transformé en dimére de couleur verte. Ainsi, I'eau joue un réle fondamental dans la

dimérisation des sels flavylium du fait que ces molécules ont besoin de neutraliser leurs
20



Synthese bibliographique
répulsions é€lectrostatiques avec des molécules d'eau pour que la dimérisation puisse étre

réalisée (Castafieda-Ovando et al. 2009).
2.3.3.2. Effet des enzymes

En présence d’autres polyphénols, les anthocyanes sont dégradés par voie enzymatique par les
polyphénols oxydases (PPO). Ces enzymes peuvent étre inactivées par chauffage doux et
donc certains auteurs ont signalé que l'inclusion d'une étape de blanchiment (de chauffage a
environ 50 °C) peut avoir un effet positif sur la stabilité enzymatique des anthocyanes. Skrede
et al. (2000) ont démontré que l'addition d'un extrait de purée de myrtille blanchie dans un jus
de myrtille jus n'a entrainé aucune dégradation des anthocyanes, tandis que l'addition d'un
extrait non blanchies a provoqué une perte de 50 % des anthocyanes (Skrede, Wrolstad, et

Durst 2000); ce qui suppose 1’activité des enzymes dans la dégradation des anthocyanines.

2.3.3.3. Effet du pH
Le pH est le premier facteur agissant sur le changement de couleur d’un anthocyane donné.
La variation de structure de I'anthocyane en fonction du pH est une particularité de ces
molécules. Les observations visuelles d'une solution aqueuse d'anthocyanes montrent la
forte coloration rouge d'une solution a pH trés acide, coloration qui décroit quand le pH
augmente vers la neutralité. Une solution neutre d'anthocyanes fraichement préparée est
bleue mais se décolore rapidement. Ces changements de couleur sont dis a des équilibres
chimiques entre différentes formes que peut prendre 1'anthocyane (R Brouillard 1982). A
pH 1, la cation flavylium est I’espece prédominante et contribue a la coloration pourpre ou
rouge. Pour des pH compris entre 2 et 4, les espéces prédominantes sont des quinoides
bleues. A des pH de 5 a 6, seulement deux especes incolores peuvent €tre observés, qui
sont une pseudobase carbinol et une chalcone. A des pH supérieurs a 7, les anthocyanes
sont dégradés en fonction de leurs groupes substituants. A des pH de 4 a 6, quatre formes
structurelles des anthocyanes coexistent : le cation flavylium, la base anhydre quinoide, la
base de carbinol incolore et la chalcone jaune péle (Figure 6). (R Brouillard 1982;

Castaneda-Ovando et al. 2009).
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Figure 6 : Dégradation des anthocyanes en fonction du pH et produits de dégradation des

anthocyanes. R; = H ou un sucre ; R; et R3=H ou méthyl (Castafieda-Ovando et al. 2009)
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2.3.34. Effet de la copigmentation
La copigmentation est un phénoméne dans lequel les pigments et autres composés
organiques incolores, ou des ions métalliques, forment des associations moléculaires ou
complexes, générant un changement ou une augmentation de l'intensité de la couleur
(Boulton 2001). En sciences des aliments, ce phénomeéne est considéré comme une
interaction trés importante parce que la couleur est 1'un des principaux facteurs de qualité

essentiels dans 1’acceptation du produit (Eiro et Heinonen 2002).

Certaines ¢études soutiennent que la copigmentation des anthocyanines avec d'autres composés
(copigments) est le principal mécanisme de stabilisation de la couleur dans les plantes (Davies
et Mazza 1993; G. Mazza et Brouillard 1990). Les copigments sont des systémes riches en 7-
¢lectrons qui sont en mesure d'associer avec des ions flavylium, qui sont plutdt pauvre en
¢lectrons. Cette association offre une protection contre 1'attaque nucléophile de I'eau dans la
position 2 de l'ion flavylium (Matsufuji et al. 2003) et pour d'autres especes telles que des
peroxydes et de dioxyde de soufre dans la position 4 (Garcia-Viguera et Bridle 1999; G.
Mazza et Brouillard 1987). Les copigments sont généralement incolores, mais lorsqu'ils sont
mélangés avec une solution anthocyanique, une interaction est réalisée en produisant un effet
hyperchrome et un déplacement bathochrome dans le spectre d'absorption UV-Visible. L'effet
hyperchrome signifie une augmentation de l'intensité de la couleur, alors que le déplacement
bathochrome correspond a un décalage de la longueur d'onde de 1’absorbance maximale. Les
copigments peuvent étre des alcaloides, des flavonoides, des acides aminés, des acides
organiques, des nucléotides, des polysaccharides, des métaux ou un autre anthocyane. Les
acides phénoliques tels que 1’acide férulique et 1’acide syringique ont également été identifiés
pour former des complexes avec les anthocyanes dans la fraise et le jus de framboise (M. Rein
2005). La copigmentation des anthocyanes est influencée par de nombreux facteurs tels que la
température, le pH et les radiations UV. Par exemple, Bakowska et al. (2003) montrent que I’
effet maximum de la copigmentation de la cyanidine-3-glucoside a été observée a pH 3,5 et
l'influence de la dégradation du complexe cyanidine-copigment par I’irradiation UV était plus

forte lorsque la température atteint 80 ° C (B kowska, Kucharska, et Oszmianski 2003).
2.3.3.5. Formation de complexe avec les métaux

La variété des couleurs des fleurs a été¢ expliquée dans un premier temps par la formation de
chélates entre les métaux et les sels de flavylium (Clifford 2000). Certaines études sur la
stabilité de la couleur dans les plantes, laisse penser que I a coloration bleue des plantes est

due a une complexation entre les anthocyanes et les métaux. En effet, une des principales
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caractéristiques des anthocyanes et anthocyanidines avec des groupes o-di-hydroxy dans le

cycle B (Cy, Dp, Pt), est leur capacité a former des complexes métalliques anthocyanes
(Boulton 2001). Certaines études sur la stabilité de la couleur dans les plantes, donnent a
penser que la coloration bleue est due a une complexation entre les anthocyanes et certains
métaux tels que Al, Fe, Cu et Sn (Starr et Francis 1973) ou Mg et Mo (Hale, McGrath, et
Stack 2001) (Figure7). Malgré le peu d'intérét dans 1'industrie alimentaire sur les complexes
anthocyanine-métal, cette interaction constitue une alternative viable pour la stabilisation de

la couleur particuliérement si les métaux concernés n’impliquent pas un risque pour la santé.
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Mun+=A3+Fe3+,Cul+
Figure 7 : Complexation métallique des flavonoides (Dangles 2006)
2.3.3.6. Effet de la température

Les procédés de traitement thermique des aliments consistent généralement a un chauffage a
des températures allant de 40 a 150 °C en fonction du pH du produit et de la durée de vie
souhaitée. Cependant, les anthocyanes sont des composés chimiques qui présentent une forte
sensibilit¢ a I’élévation de la température. Plusieurs auteurs ont montré que I'effet de la
température sur la dégradation des anthocyanes est associ¢ a d’autres parametres intrinseques
du produit tels que le pH, la température de stockage, la structure chimique et la concentration
des anthocyanes, la présence de lumiere, 1'oxygene, la présence d'enzymes, les protéines et
les ions métalliques (G. A. Garzon et Wrolstad 2001; M. J. Rein et al. 2005). Les hautes
températures favorisent 1’ouverture de 1’hétérocycle et la formation de chalcones qui sont
incolores. La dégradation des chalcones conduit ensuite a la formation d’acide carboxylique
provenant du cycle B et a des carboxyaldéhydes issues du noyau A de 1’anthocyane de départ.
La déglycosilation peut se produire a des températures avoisinant les 100 °C ou par réaction
enzymatique. La coumarine glycoside, 1’a-dicétone et le phloroglucinol ont été identifiés

comme étant des produits de dégradation des anthocyanes (Sarni-Manchado et Cheynier
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2006). La dégradation thermique des anthocyanes suit une cinétique du premier ordre (Kara et

Ercelebi 2013; Chisté, Lopes, et De Faria 2010; Harbourne et al. 2008).
2.3.4. Extraction des anthocyanes

L’extraction des anthocyanes reste un procédé technologique délicat dans la fabrication des
colorants anthocyaniques (E163). L’instabilit¢ de ces molécules en solutions neutres ou
alcalines implique que les procédés technologiques d’extraction utilisent impérativement des
solvants aqueux acidifiés qui ont pour fonction outre de fragiliser les structures membranaires

des cellules mais aussi de favoriser la diffusion des formes flavylium plus stables.

Sur le marc de raisin, différents solvants d’extraction (méthanol, éthanol, eau) acidifié¢ par
différents acides (acétique, citrique, tartrique, propionique, formique et hydrochlorique) ont
été testés. Le méthanol acidifié est cinq fois plus efficace que 1’éthanol et sept plus efficace
que I’eau (Hang 1988). Les industries agroalimentaires n’utilisent pas le méthanol comme
solvant d’extraction mais 1’éthanol acidifié avec 1’acide chlorhydrique (méme si ce solvant
est plus difficile a concentrer en raison de son point d’ébullition plus élevé) ou encore des
solutions aqueuses contenant du SO, (Jackman, Yada, et Tung 1987). Le SO, outre son
role d’agent réducteur, protégeant les anthocyanes des oxydations, solubilise les
anthocyanes par formation d’un complexe entre I’anthocyane et I'ion HSO;3; en les
dissociant des macromolécules telles que les pectines, cellulose et protéines. Gao et al.
(1996) supposent aussi que le SO, améliore la diffusion des anthocyanes a travers la paroi

des cellules et augmente ainsi la solubilité des pigments (Gao et Mazza 1996).

L’extraction des anthocyanes dépend aussi des parametres tels que le ratio solvant/solide,
la température utilisée. Cacace et Mazza (2002) ont montré que plus le ratio solide/solvant
¢tait grand et meilleure était 1’extraction des anthocyanes. Une augmentation de
température entraine généralement une diminution de la viscosité, augmentant ainsi
significativement la diffusion des molécules dans le solvant (Cacace et Mazza 2002). Mais
I’¢lévation de la température d’extraction avec de 1’eau sulfitée de 20 a 80 °C conduit a une
diminution du taux d’anthocyanes. Ils recommandent plutot d’extraire les anthocyanes de
cassis avec une température comprise entre 30° et 35 °C afin d’éviter la dégradation

thermique.
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II. MATERIEL ET METHODES

1. Matériel

1.1.

Matériel végétal

Materiel et méthodes

Quatre variétés de calices d’Hibiscus sabdariffa L. sont collectées dans 5 régions du Sénégal

(Figure 8). 11 s’agit des régions de Kaolack et de Fatick située au centre, de Thi¢s a 1’Ouest,

de Louga au Nord et de Ziguinchor au Sud du Sénégal.

Figure 8 : Les zones d’échantillonnage des calices de Bissap

Les enquétes préliminaires réalisées au cours du projet AFTER ont permis de déterminer les

grandes zones de culture de calices de Bissap. Les échantillons sont prélevés au point de vente

et chez les producteurs ciblés pendant les enquétes. Une masse de 1 kg de calices est prélevée,

emballée dans des sacs en plastique, puis les échantillons sont étiquetés. Selon la disponibilité

de la matiére premicre, deux a quatre variétés sont prélevées par régions. Six échantillons de

chaque variété ainsi obtenus (Tableau 14).

Tableau 14 : Zones de prélévement et nombres d’échantillons pour chaque variété de calices

de Bissap
Variété Zones de prélevement et nombre d’échantillons Total
Kaolack Fatick Ziguinchor Thies Louga
Koor 6 6 6 6 6 30
Vimto 6 6 6 6 6 30
Thai 6 6 6 - 6 24
CLT92 6 - 6 - - 12
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1.2.  Echantillonnage des boissons et sirops de Bissap

En ce qui concerne les boissons et les sirops produits par des entreprises locales, des
¢chantillons de 1 litre ont été prélevés, transportés dans des glacieres puis congelés a -24 °C

en vue de leurs analyses.

2. Méthodes

2.1.  Extraction aqueuse des calices

Le matériel végétal est constitué de calices secs de Bissap de variét¢ Vimto produits au
Sénégal dans la région de Kaolack. L’extraction aqueuse est réalisée par macération a environ
25 °C avec un ratio calice-eau de 1/5 pour une durée de 4 heures. Par agitation, ce mélange est
homogénéisé toutes les demi-heures pour augmenter le rendement d’extraction des pigments
anthocyaniques. Une filtration sur tamis en acier inox de diamétre 0,2 mm permet d’éliminer
les calices épuisés de Bissap. Ensuite, 1’utilisation de poche filtrante en polyester de porosité
0,45 pm permet de compléter la filtration. Ces extraits sont stockés dans des bacs en
plastiques et conservés dans une chambre froide a 4 °C en vue de leur utilisation pour la

production de concentrés.

2.2.  Procédé d’évaporation sous vide des extraits aqueux des calices

2.2.1. Description du pilote d’évaporation

La boule de concentration a une capacité de 9 L. Elle fonctionne avec des pressions comprises
entre -1 et 5 bars en valeur absolue. Les températures de service varient entre 5 et 110 °C. Le
diametre intérieur de la partie sous pression mesure 296 mm avec une hauteur de 185 mm.
L’appareil utilise de I’eau a 1’état liquide comme fluide de chauffage (Figure 9).
La boule de concentration est constituée :
- d’un couvercle : 1 fond GRC @ 250 EP 3 mm t6le laminée emboutie a froid.
- d’une virole cylindrique formé en inox laminé (Diametre : 250, Hauteur : 300 mm)
- d’un fond hémisphérique de 250 mm de diametre.
- d’une double enveloppe cylindrique en téle laminée de 300 mm de diameétre
permettant de chauffer le produit au moyen d’un bain-marie sous une pression de
5 bars maximum.
- d'un calorifuge cylindrique isolant lI'environnement immédiat de la zone chaude. Avec
un diametre de 336 mm, il est fabriqué en téle laminée emboutie a froid ou repoussée

a froid.
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- de tubulures et piquages répartis sur la double enveloppe conformément au plan de

construction. L’ensemble est en acier inoxydable.

La cuisson se fait par la double enveloppe de fond bain-marie qui est chauffée par un

thermoplongeur. La boule permet 3 modes de cuisson différents :

- lacuisson des aliments a basse température sous vide ;

- la cuisson des aliments a haute température sous une pression de 0,5 bar (112 °C au

maximum) ;

- cuisson traditionnelle des aliments a la pression atmosphérique.

Le mélangeur racleur sert a éviter 1'accrochage des matiéres cuites sur le fond et a brasser le

produit. La rotation du mélangeur est assurée par un motoréducteur monté au sommet de la

boule.
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Figure 9 : Schéma du dispositif de concentration sous vide (CIRAD)
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2.2.2. Protocole d’évaporation des extraits aqueux de calices.
Un volume d’extrait de 4 litres a été utilisé pour la fabrication de chaque concentré. La

température de chauffe est fixée a 120 °C avant le démarrage.

v' Etude de l’effet de la température d’évaporation sur la qualité des concentrés de

Bissap

La teneur en extrait sec soluble finale est fixée a 60 °BRIX. Cinqg concentrés de Bissap ont été

obtenus par évaporation aux températures de 50, 65, 75, 85 et 100 °C.

v Etude de ’effet de la teneur en extrait sec soluble (ESS) sur la qualité des concentrés

de Bissap

La température dans la partie sous pression est fixée a 75 °C et des concentrés a 20, 30, 40, 50

et 60 °BRIX sont successivement produits.

Dans les deux cas, la pression dans la boule est obtenue par extrapolation en utilisant un

tableau de correspondance (Tableau 15)

Tableau 15 : Relation entre pression et température en fonction de la teneur en extrait sec
soluble (ESS)

Extrait sec soluble (ESS) Pression absolue Température d’ébullition
(g/100g) (kPa) (&®)
60 7,2 41,8
60 15,0 56,3
12 20 60,1
60 20 62,4
12 30 69,2
60 30 71,4
12 40 76,0
60 40 78,2
12 50 81,4
60 50 83,7

Un volume de 5 L d’extrait est concentré par évaporation sous vide a 60 °C a 1’aide de la
boule de concentration du CIRAD (AUREOL). A la fin de I’évaporation, la teneur en extrait

sec soluble est mesurée a 1’aide d’un réfractometre manuel (ATAGO). Nous avons ensuite
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effectué¢ une dilution massique du concentré a 60 °Brix (E60) pour obtenir les extraits a

40 °Brix (E40) et 10 °Brix (E10).
2.2.3. Conditions de stockage des extraits aqueux de calices

Afin d’¢étudier I’effet de la teneur en extrait sec soluble sur la stabilité des anthocyanes, les
extraits de Bissap sont stockés a 4, 20, 30, 37 et 45 °C. Pour le stockage a 4 °C, un
réfrigérateur a été utilisée (Hoelzle & Chelius HC, Dreieich, Germany); a 20 °C un
incubateur a ¢été utilisé (Liebherr profi-line). Pour les stockages a 30, 37 et 45 °C, des étuves
de marque Memmert ont été¢ utilisées. L’analyse de la teneur en anthocyanes totaux est
effectuée sur les échantillons pendant une durée de trois mois a une fréquence de deux

semaines.
2.2.4. Condition de traitement thermique des extraits aqueux des calices

Les traitements thermiques sont réalisés a 70, 80, 90 et 95 °C a I’aide d’un bain marie équipé
d’un systeme d’agitation et de circulation de I’eau (MEMMERT). Un volume de 10 mL
d’extrait est rempli dans un tube en pyrex recouvert d’un bouchon puis introduit dans un bain
marie préalablement réglé a la température de traitement. Des échantillons sont retirés a
intervalle de temps régulier, refroidis rapidement dans un bain d’eau glacée puis conservés au

réfrigérateur a 4 °C avant d’étre analysés.

2.3. Méthodes analytiques
2.3.1. Détermination de la teneur en matiére séche totale

La méthode consiste a sécher une masse connue de I’échantillon a 105 °C dans une étuve
isotherme jusqu’a masse constante (AFNOR 1982). Apres refroidissement dans un
dessiccateur, les échantillons sont pesés a nouveau. La teneur en eau représente la différence
de masse avant et apres passage a I’étuve. L’échantillon végétal broyé et tamisé a 400 um, est
introduit dans les nacelles préalablement nettoyées, séchées pendant 30 minutes a 105 °C a
1’étuve, puis refroidies dans un dessiccateur. Apres avoir noté la masse de la nacelle vide, on y
introduit une masse d’échantillon et 1’ensemble est porté dans I’étuve a 105 °C. Apres
24 heures, la masse de la nacelle contenant 1’échantillon séché est notée. Les résultats sont

exprimés en g pour 100g de matiere seche.
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2.3.2. Détermination de la teneur en cendres totaux

Les cendres sont déterminées par méthode gravimétrique apres avoir calciné 1’échantillon a
analyser dans un four a moufles a 525 °C £ 25 °C (AFNOR 1982). On évapore a sec 25 ml ou
25 g de I’échantillon a analyser dans une capsule de platine préalablement pesée a 1’aide
I’étuve. Chauffer lentement dans une hotte d’aspiration le résidu sec sur une plaque
chauffante jusqu’a ce que la majeure partie des constituants organiques soit brulée. On
procede ensuite a une calcination du résidu dans un four a moufles a 525 °C £ 25 °C jusqu’a
I’obtention de cendres blanches. La capsule est ensuite refroidie a température ambiante dans
un dessiccateur et peser rapidement. Les résultats sont exprimés en g pour 100g de maticres

seches.
2.3.3. Mesure de la densité

La masse volumique de ’eau est mesurée a la température de 4 °C, qui correspond a une
température ou sa masse volumique passe par un maximum. Pour des raisons pratiques, la
mesure de la masse volumique de la substance s’effectue a la température ambiante et
généralement a 20 °C. Il est donc usuel de noter la densit¢ d’un solide ou d’un liquide en
indiquant les 2 températures : d*°; qui signifie donc « densité de la substance a 20 °C par
rapport a de I’eau a 4 °C ». Un pycnometre est rempli de I’échantillon porté a 20 °C et sa
masse est pesée avec une balance de précision. Le rapport de la masse volumique de

I’échantillon sur la masse volumique de I’eau distillée a 4 °C donne densité de I’échantillon.
2.3.4. Détermination du pH

La mesure du pH de I’échantillon s’effectue par potentiométrie. Le pH-metre (Titroline
SCHOTT Instrument) est étalonné a 1’aide de deux solutions tampons (pH 4 et pH 7). Le pH
des échantillons liquides est lu directement par introduction de 1’électrode de mesure.
Concernant les calices, nous avons procédé a une mise en solution de 10 g d’échantillon dans
100 mL d’eau distillée. Le mélange est homogénéisé et placé pendant 1 heure sur un agitateur

magnétique. La mesure est ainsi exprimée en pH dans un extrait & 10 g pour 100 mL.
2.3.5. Détermination de ’acidité titrable

Elle est obtenue par titrage potentiométrique a I’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium

de normalit¢ 0,1 N (AFNOR 1982). L’utilisation du potentiometre nécessite un étalonnage
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préalable a 1’aide des solutions tampons pH 7 et pH 4 et suivant la fiche d’utilisation du

Titrimétre.

Pour les échantillons liquides, nous avons procédé a des dilutions pour obtenir des chutes de

burettes comprises entre 5 et 10 mL.

Dans les cas des calices, une étape de mise en solution des acides a été réalisée avant le
dosage. Les échantillons sont découpés en petits morceaux puis une masse de 1,5 g est pesée a
0,1 g prés. Un volume de 40 mL d’eau déminéralisée est ajouté puis le mélange est
homogénéisé. Un réfrigérant a air est adapté¢ a la fiole qui est placée dans un bain-marie
bouillant pendant 30 min. Aprés refroidissement, 1’échantillon est filtré, transvasé
quantitativement dans une fiole de 50 mL puis complété au trait de jauge avec de I’eau

déminéralisée. Un volume est prélevé et dosé avec la soude 0,1 N jusqu’a pH 8,1.

2.3.6. Détermination de ’activité de I’eau (Aw)

L'activité de l'eau est déterminée selon la méthode du point de rosée en faisant la moyenne de
plusieurs mesures (l'appareil doit atteindre son point d'équilibre moyen). Elle mesure
I’équilibre de la phase liquide de 1I’eau d’un échantillon avec la phase vapeur dans une
chambre hermétique. Un échantillon est placé sur une coupelle inséré dans un bloc muni de
capteurs. Le capteur du point de rosée mesure la température du point de rosée de ’air alors
quun thermometre mesure la température de 1’échantillon. L’appareil (Aw-metre
AQUALAB TE) est d’abord vérifi¢ a 1’aide d’une solution saturée de NaCl qui donne une
valeur de 0,754 a 20 °C. La mesure de ’activité de 1’ecau de I’échantillon est directement lue

sur I’écran de I’appareil.

2.3.7. Détermination de la teneur en vitamine C

a. Principe

La vitamine C est extraite de 1’échantillon a analyser en utilisant une solution d’acide
métaphosphorique (MPA) dont le rdle est également de ralentir I’oxydation de la vitamine C a
’air. Ensuite une solution réductrice de TCEP (Tris-2-carboxyéthyl phosphine hydrochloride)
est utilisée pour transformer 1’acide  L(+) déshydroascorbique @~ (DHAA) en
acide L(+) ascorbique. La teneur totale en acide ascorbique est déterminée par HPLC a I’aide

d’une détection UV a 265 nm apres différence des aires des pics apres et avant réduction.
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b. Extraction

Une masse de 10 g de calices, mélangé avec 40 mL de solution d’acide métaphosphorique
(MPA) 4 %, est introduite sans une fiole jaugée de 50 mL recouverte de papier aluminium.
La solution obtenue est agitée durant 5 min a 4 °C puis centrifugée avec une vitesse de 10000
tours par minute. Le surnageant est filtré a I’aide d’un filtre Millipore 0,45 pm. Le culot est
repris avec 40 mL de solution MPA 4 %. La centrifugation et la filtration sont répétées dans

les mémes conditions. Les deux filtrats sont regroupés et appelés extrait final.
c. Réduction

Dans un vial ambré, nous avons additionné 500ul de la solution d’extrait de I’échantillon et
500 uL d’une solution de tris (2-carboxyéthyl) phosphine hydrochloride (TCEP) a 10 mM
dans du MPA 4 %. Ce mélange est agité¢ pendant 60 min a 30 °C dans le noir. Ce mélange est

utilisé pour la chromatographie.
d. Conditions de la chromatographie

L’analyse est effectuée par HPLC (AGILENT 1100) équipé d’un détecteur a barrettes de
diodes. La phase mobile est constituée d’acide sulfurique 0,01 % avec un débit isochratique
de 0,8 mL min'. Un volume de 20 uL est injecté dans une colonne RP18 placé dans un four

réglé préalablement a 30 °C.

e. Etalonnage

Nous avons réalisé une gamme d’étalonnage avec une solution pur d’acide ascorbique. Les
concentrations sont comprises entre 10 et 150 mg L. Le tracé de la courbe d’étalonnage
(linéaire) a permis de calculer 1’équation de la droite, de régler et de déduire la concentration

en vitamine C des extraits des échantillons de Bissap.
2.3.8. Détermination de la teneur en acides aminés libres

Les acides aminés libres sont extraits par un tampon citrate (pH 2,2) en présence d’un
standard interne de Norleucine (Merck). Ils sont analysés par une HPLC (BIOCHROM +30)
équipée d’une colonne comportant une résine cationique (Na"). Des tampons de différents pH
ainsi qu’un gradient de température (four a effet Peltier) permettent de séparer les différents
acides aminés. L’¢luant de colonne est mélangé a du réactif de ninhydrine passant par un

serpentin chauffé¢ a haute température formant avec les acides aminés une coloration
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directement proportionnelle a la quantit¢ d’acides aminés. Le mélange ¢luant/ninhydrine
passe ensuite dans le photometre. Aprés chaque analyse, la colonne est régénérée par une base
forte puis équilibrée avec le tampon de départ avant une prochaine analyse. La séquence

d’analyse dure plus de 90 min.

Les échantillons sont placés dans des vials de 1,5 mL, bouchés hermétiquement et disposés en
attente dans le passeur (réfrigéré a 4 °C). 20 uL sont injectés et élués selon un diagramme
d’¢lution qui dure 95 min. Les acides aminés sont repérés par leur temps de rétention, et les
calculs effectués a partir des aires mesurées a 570 nm pour tous les acides aminés, a

I’exception de la proline ou la détection est réalisée a 440 nm.

2.3.9. Dosage des acides aminés totaux

Les protéines sont hydrolysées a I’aide d’acide Méthane sulfoxide 4 N a 150 °C pendant 2 h.
Ce protocole d’hydrolyse est rapide, facile a mettre en ceuvre et protége certains acides
aminés. L’ hydrolysat est analysé par HPLC en utilisant une résine d’échange cationique et
une détection apres réaction a la ninhydrine.

Une masse de 15mg d’échantillon est introduite dans un tube a hydrolyse. On y ajoute 50 pL
de Norleucine a 25 pmole mL™ (standard interne) et 450 pL de solution d’acide méthane
sulfonique (AMS SIGMA réf M-4141 : 10x2 mL, MM=96,10g mol”', d=1,48g mL™). Le tube

est vissé par un bouchon et placé sur le systeme de dégazage

Figure 10 : Montage du systéme de dégazage de I’hydrolysat

Le tube dégazé est placé dans le bloc chauffant pendant 120 min. Apres refroidissement 5 min

de refroidissement a la température ambiante, nous introduisons 450 pL de NaOH 4 N dans le

34



Materiel et méthodes

tube pour arréter la réaction. Le milieu réactionnel est ensuite prélevé avec une pipette Pasteur
et placé dans une fiole jaugée de 5 mL. Le tube est rincé 3 fois avec le tampon de dilution
(Citrate de sodium pH 2,2) et le volume de la fiole est ajusté a 5 ml. L’extrait est filtré a 1’aide
de filtre seringue (diametre de pore 0,45 um). Le dosage est effectué comme précédemment

avec les acides aminés libres.
2.3.10. Dosages des protéines totales

Le dosage des protéines a été réalisé selon la méthode de Kjeldahl (AFNOR 1982) Une prise
d’essai de 5 g est introduite dans un tube a hydrolyse. On y ajoute 30 mL d’une solution de
H,SO4 concentré et une pastille de catalyseur. Le tube est placé sur un bloc de minéralisation
préchauffé a 450 °+ 10 °C. Apres 2 h de chauffage, I’échantillon est refroidi et est transféré
quantitativement dans une fiole de 250 mL puis complété au trait de jauge avec de 1’eau
déminéralisée. Une aliquote de 25 mL est introduite dans un tube de distillation dans lequel
est ajouté 10 ml de NaOH 10 N. Ce tube est ensuite placé dans un appareil de distillation (type
Kjeldahl). Les vapeurs de NHj; libérées sont condensées et piégées dans un bécher contenant
10ml d’acide borique 4 % contenant un indicateur coloré (mélange de rouge de méthyl et vert
de bromocrésol). Cette solution est ainsi dosée par du H,SO4 0,1 N pour déterminer le
pourcentage en azote. La teneur en protéines est obtenue a partir de celle de 1’azote multiplié

par un facteur de conversion (5,7 pour les produits végétaux)

2.3.11. Détermination des paramétres de couleur
L'analyse de couleur des échantillons a été réalisée avec un colorimetre (Minolta CR/DP 400)
suivant systtme de couleur du Commission Internationale de I’Eclairage (CIE). Les

parameétres mesurés sont :

- La luminosité L* qui s’étend s'étend du noir (0) au blanc (100),
- Le chroma a * qui s'étend de vert (-60) au rouge (+60),
- Le chroma b * qui s'étend de bleu (-60) au jaune (+60).

Le chroma ou la saturation C * et l'angle de tonalité ou teinte h* sont calculés selon la
méthode définie par Minolta (1994) (Minolta Corporation 1994) a partir des équations

suivantes :

¢ =T

h* = tan‘l(a*/b*)
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Les échantillons sont placés dans boites de Pétrie claire en verre. Toutes les mesures sont

effectuées en triple.

2.3.12. Détermination de I’indice de brunissement IB
Les échantillons sont d’abord dilués avec de 1’eau distillée pour obtenir un extrait a 10 °Brix.
Un volume de 100 pL de cet extrait est ensuite mélangé avec 2 mL de tampon pH 3 et les
absorbances sont mesurées a 430 nm (Ay430) et 520 nm (Asyy) au spectrophotometre UV-

Visible. L’indice brun (IB) est calculé a partir de 1’équation ci-dessous :

A
B = ( 430)
As2o

2.3.13. Dosage des anthocyanes totaux

a. Principe
Le principe est bas¢ sur la modification de la coloration des anthocyanes en fonction du pH
(Lee, Durst, et Wrolstad 2005). Aprés dilution de I’extrait de calices dans deux solutions
tampon a pH 1,0 et pH 4,5, I’absorbance est mesurée a 500 et a 700 nm.

b. Extraction des anthocyanes

v" Dans les calices
Une masse d’environ 0,5 g de calices de Bissap broyés finement a été mélangée avec 20 ml de
méthanol/HCI 1,5 M (85/15, volume/volume) sous agitation magnétique pendant 10 minutes.
Cette opération est répétée au moins 3 fois jusqu’a ’obtention d’un résidu plus ou moins
blanchatre. L’ensemble est alors filtré sur verre fritté de porosité n° 4 et évaporé a sec sous
vide a 30 °C. Les anthocyanes sont alors repris dans de I’eau distillée et dosés suivant la
méthode du pH différentiel.

v Dans les extraits
On procede d’abord a des dilutions pour les extraits concentrés. Les solutions obtenues sont
ensuite passées aux filtres de porosité 0,45 pum.

c. Expression des résultats
Les concentrations en anthocyanes dans les extraits aqueux et dans les calices d’hibiscus sont

données par les formules ci-dessous:

PmXxXAXFdx1000
Ca = e

PmxAXFdx1000 Vv
Cas = X —
) m
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m : masse en gramme de 1’échantillon solide (calices)
V : volume final en litre utilisé pour reprendre 1’extrait concentré (cas des calices)
Ca : concentration en anthocyanes en mg L' dans Iextrait liquide
Cas : concentration en anthocyanes en mg g de calice
Pm : poids moléculaire de I’anthocyane. Dans ce cas, Ca est exprimé par rapport au
Sambubioside de Delphinidine qui est I’anthocyane majoritaire dans les calices de Bissap.
Son poids moléculaire est égal a 597 g mol™.
& : coefficient d’extinction moléculaire et est égal 4 26 000 L mol™ cm™.
Fd : facteur de dilution
A : absorbance, calculée grace a la formule
A= (A1-A2)— (A3 - A4%)

A1l = absorbance mesurée a pH 1 a 510 nm
A 2= absorbance mesurée a pH 1 a 700 nm
A3 = absorbance mesurée a pH 4,5 a 510 nm
A4 = absorbance mesurée a pH 4,5 a 700 nm

2.3.14. Détermination de la teneur en polyphénols totaux
Une masse de 0,5 g de poudre de calices de Bissap ou 3 g de jus ou d’extrait est utilisée selon
le cas pour effectuer le dosage des polyphénols totaux. L’échantillon est extrait par 10 ml
d’un mélange acétone/eau/acide formique (70/28/2 : v/v/v) durant 10 minutes. L’opération est
répétée deux fois. Les deux fractions sont rassemblées et filtrées sur papier filtre. Le dosage
est effectué a I’aide du réactif de Folin-Ciocalteu selon la méthode mise au point par Georgé
et al. (2005) (George et al. 2005). Un volume de 5 pL de filtrat est complété a 500 pL avec du
méthanol. Puis un dosage est réalisé avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Parallelement, 500 pL
de filtrat sont additionnés a 3500 uL d’eau, puis 2 mL de ce mélange sont déposés sur une
cartouche (OASIS) pour ensuite étre lavés avec deux fois 2 ml d’eau. Le volume de la fraction
¢luée est mesuré et 500 pL de cette fraction sont ensuite dosés. Les absorbances sont
mesurées a 760 nm par un spectrophotometre UV 7200 (CECIL INSTRUMENTS, Royaume
Unis). Les résultats sont exprimés en mg d’équivalents acide gallique pour 100 g de matiere
séche et sont la moyenne de trois essais.

2.3.15. Identification des composés phénoliques dans les calices de Bissap

a. Extraction
Un gramme de poudre de calices de Bissap est additionné a 30 mL d’une solution

acétone/eau/acide formique (70/28/2 : v/v/v). Le mélange est agité durant 10 min puis filtré.
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Le filtrat est évaporé a sec sous vide et dissous a nouveau dans 10 ml d’un mélange
méthanol/eau (50/50 : v/v). La solution est filtrée (Millipore, 0,45 um) avant analyse par
HPCL/MS.

b. Caractérisation du profil polyphénolique des extraits par CLHP-SM

L’analyse par HPLC/MS est réalisée sur une chaine HPLC SURVEYOR, équipée d’un
détecteur a barrette de diodes modele UV600OLP, de pompes quaternaires P4000, d’un
injecteur automatique AS3000 et couplée a un spectrométre de masse LCQ équipé d’une
source d’ionisation ¢électro-spray (THERMO FINNIGAN, San José, USA). La séparation est
effectuée a 1’aide d’une colonne ACE C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um, AIT, France)
thermostatée a 30 °C. La phase mobile est constituée du solvant A : H,O/HCOOH/ CH3;CN
(90/2/8 : v/v/v) et B : CH3CN. Le volume d’injection est de 20 pL et les conditions d’élution

sont décrites dans le tableau 16.

Tableau 16 : Gradient d’élution utilisé pour I’analyse CLHP/SM des composés phénoliques

Temps (min) Débit (mL min™) Solvant A (%) Solvant B (%)
0 0,7 95 5
50 0,7 75 25
52 0,7 0 100
60 0,7 0 100
62 0,7 95 5
78 0,7 95 5

La détection est effectuée a 280, 330, 360 et 510 nm. L’électro-nébulisation est réalisée en
mode négatif. La plage de masses est comprise entre 100 et 2000 Da. La température de
désolvatation est de 300 °C. La tension du spray est de 5000 V. Les fragmentations de type

MS" sont réalisées avec des énergies de collision comprises entre 30 et 50 %.

2.3.16. Mesure des spectres d’absorption des extraits de calices

Les échantillons sont ramenés a un extrait sec soluble de 10 °Brix puis dilués avec le tampon
pH 1. Les absorbances sont mesurées avant (témoin) et pendant le traitement thermique entre

400 et 800 nm.
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2.4. Méthode de modélisation des cinétiques de dégradation

Les variations des anthocyanes et de l'indice de brunissement pendant le traitement thermique

ont ét¢ déterminées a partir des équations suivantes :

In () = —kgo x exp (= x (3 - %) t) (Arrhenius)
Log (=) = - DLSO x 10=*) (Ball)
In (g) = — %B T (exp (A:T*) X exp (A;*)> Xt (Eyring)

- Yo est la valeur initiale,

- Ytest la valeur finale aprés traitement a t minutes ;

- T est la température (en Kelvin pour les modeles d’Arrhenius et d’Eyring, en Celsius
pour le modéle de Ball) ;

- kgo le facteur de vitesse prise a 80 °C,

- Tgp la température de référence prise a 80 °C;

- Dgg la durée de réduction décimale a 80 °C;

- Eaest I’énergie d’activation (J molfl) ;

- AH* est I’enthalpie d’activation (J mol ' K™);

- kg/h est le rapport de la constante de Boltzmann sur la constante de Planck
(2,084 x 10" K57 ;

-z estun facteur de température (°C).

Pour chaque modele, les paramétres cinétiques sont déterminés en effectuant une
minimisation (Solveur EXCEL) de la somme des écarts au carré (SEC) entre les variations

(Y/Yo) mesurées expérimentalement et les variations calculées a partir du modele considéré.

I (G R O B |
Yo Expérimental Yo Calculé

La vitesse de réaction k du premier ordre pour chaque température est déterminée a partir de

I’équation 6.
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(%) = exp (—kt)

\

Le temps de demi-vie t;, et la durée de réduction décimale D sont calculés a partir des

équations 7 et 8.

2.5.

(2
tl/z Tk
,_In 5(10)

Analyses microbiologiques

Le tableau 17 reprend les germes recherchés ainsi que les normes utilisées dans la

caractérisation microbiologique des calices et boissons et sirops a base de calices de Bissap.

Tableau 17 : Normes, milieux de cultures et températures d’incubation utilisés pour les
analyses des différentes flores microbiologiques

Germes recherchés Norme ISO Milieux de culture Incubation
(température/temps)
FMAT NF EN ISO 4833 | PCA (Plate Count Agar) 30°C/ 24h
Escherichia coli NF EN ISO TBX (Tryptone Bile X-glucuronide) 44°C / 24h
Bacillus cereus NF EN ISO 7932 | Mossel 30°C /24h
Bactéries lactiques NF EN ISO MRS (Gélose de Man, Rogosa, Sharpe) 30°C /72h
Listeria monocytogenes |NF — EN  ISO | Fraiser/Palcam 37°C/48h et 30°C/48h
11290-1
Salmonelles NF EN ISO 6579 | Rappaport/SS(Salmonella-shigella) 37°C/24h et 37°C/24h
Staphylococcus aureus | NF EN ISO 6888 | BP (Baird-Parker) 37°C/48h
Clostridium perfringens | NF EN ISO 7937 | TSN (Tryptone - Sulfite — Néomycine) 37°C/ 24h
Coliforme totaux NF EN ISO VRBL (Milieu lactosée biliée au cristal 37°C/48h
violet et au rouge neutre)
Coliforme fécaux NF EN ISO VRBL 44°C / 48h
Levures & Moisissures | NF EN ISO 7954 | Sabouraud au chloramphénicol 30°C/ 144h

2.6.  Analyses statistiques

L'analyse de la variance a été réalisée en utilisant la version 10 de XLSTAT (Addinsoft, Paris,

la France). Les tests de multivariance de Tukey ont été¢ appliqués pour la comparaison des

moyennes avec P<0,05. L'analyse en composantes principales (ACP) et 1'analyse factorielle

discriminante

(AFD)

sont été

réalisées a 1’aide du

logiciel

de XLSTAT.
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II.RESULTATS ET DISCUSION
1. Caractérisation des principales variétés de calices de Bissap. cultivées
au Sénégal

1.1.Composition physicochimique et biochimiques des calices

Les résultats obtenus sont présentés sous forme d’histogrammes permettant de comparer la
composition de chaque variété de calices dans les zones de culture. Ils permettent de

connaitre :

- I’impact des zones de culture sur la composition des calices de Bissap ;
- la différence de composition en fonction des variétés de calices de Bissap
1.1.1. pH et acidité titrable

Les résultats obtenus dans I’analyse du pH et de ’acidité titrable sont présentés dans les
figures 11 et 12.

2,5 - O Kaolack
2,4 - _ — O Ziguinchor
2,3 - o O Fatick
5 22 N m Louga
2,1 - 2% i CThies
t tlj : i
19 - [::: [::
Vimto Koor Thai CLT92
Variétés de calices

Figure 11 : pH des principales variétés de calices de Bissap cultivées dans 4 régions du

Sénégal

38 - B Kaolack
o Ziguinchor
5 - 33 ] ;
o b L O Fatick
L o - M Louga
2 HEJ £ Thiés
SRIPEIR :

18 - L

Vimto Koor Thai CLT92
Variétés de calices

Figure 12 : Acidité titrable des principales variétés de calices de Bissap cultivées dans 4
régions du Sénégal
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La valeur de pH la plus faible (2,0) est retrouvée dans les calices Koor de la zone de Thigs.
Les calices Vimto de Louga et CLT92 de Ziguinchor présentent les plus fortes acidités avec
respectivement des pH moyennes de 2,4. Cela suppose que le pH des calices n’est pas

influencé par les zones de culture (Figure 11).

Les calices Koor de Kaolack et Fatick contiennent les plus fortes teneurs en acidité titrable
avec respectivement 33,4 et 32,6 mEq.100g”' (Figure 12).
1.1.2. Matiére seche totale et activité de I’eau

Les résultats des analyses de la teneur en matieére seche totale et de 1’activité de I’eau (Aw)

des calices sont illustrés par les figures ci-dessous :

94 -
93 -
& 92 7 | g _‘ — O Kaolack
o _ - 1
- 91 = ) O Ziguinchor
290 1 | - 5 D ratick
o . . atic
S 89 - | - >
88 - :: :: m Louga
g7 J L - - - OThiés
Vimto Koor Thai CLT92
Variétés de calices
0,55 -
3 _
< 0,50 -
§ _ O Kaolack
E 0,45 - O Ziguinchor
= O Fatick
2 i
g 0,40 E W Louga
0,35 - B Thies
Vimto Koor Thai CLT92
Variétés de calices

Figure 13 : Teneur en extrait sec total (ESS) et activité de I’eau (Aw) des principales variétés
de calices de Bissap cultivées dans 4 régions du Sénégal

Les calices Thai de Ziguinchor montrent les plus faibles teneurs en matiére séche totale
(MST) avec des valeurs inférieures a 89 g/100g. De méme, c’est dans ces calices que la plus

forte activité de 1’eau est relevée avec une valeur supérieure a 0,52 (Figure 13). Ces résultats
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s’expliqueraient par la différence d’humidité des sols. En effet, la pluviométrie est beaucoup
plus importante dans cette région du sud du Sénégal. La variation de la teneur en maticre
séche est aussi treés influencée par les conditions de séchage des calices : températures, durées

et techniques.

1.1.3. Cendres totaux

Les résultats d’analyses de la teneur en cendres sont illustrés par la figure ci-dessous :

x 9,0 -
8 ~80 -
5% [ Kaolack
=970 - -
@9 @ Ziguinchor
220 O Fatick
atic
3 0 sl i
4,0 - M Louga
Vimto Koor Thai CLT92 O Thies
Variétés de calices

Figure 14 : Teneur en cendres des principales variétés de calices de Bissap cultivées dans 4

régions du Sénégal

Les calices Koor des zones de Kaolack et de Fatick montrent les plus fortes teneurs en
minéraux avec respectivement des valeurs de 7,91 et 7,76 g/100g (Figure 14). Ces deux
zones, situées dans le bassin arachidier du Sénégal, sont caractérisées par des sols tres salins,

riches en chlore, en sodium et en fluor ; ce qui expliquerait les résultats observés.

1.1.4. Lipides totaux

Les résultats des analyses de la teneur en lipides sont illustrés par la figure suivante :

0,95 -
5 0851 _ [ Kaolack
© — L
S é" 0,75 - o @ Ziguinchor
8 065 - o
S X it O Fatick
o B
= 0,55 - HII I o W Louga

045 - . ' ) @Thies

Vimto Koor Thai CLT92
Variétés de calices

Figure 15 : Teneur en lipides totaux des principales variétés de calices de Bissap cultivées
dans 4 régions du Sénégal
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Les calices Thai de Kaolack présentent les plus grandes teneurs en lipides totaux avec une
valeur moyenne de 0,90 g/100g. La plus faible valeur est retrouvée dans les calices Koor de
Louga avec 0,53 g/100g (Figure 15). Cependant, la teneur en lipides semble peu influencée

par la zone de culture.

1.1.5. Sucres réducteurs et en sucres totaux

Les figures ci-dessous présentent les résultats de la détermination des teneurs en sucres

réducteurs et des sucres totaux dans les calices.
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Variétés de calices

Figure 16 : Teneurs en sucres réducteurs et en sucres totaux des principales variétés de
calices de Bissap cultivées dans 4 régions du Sénégal
Les calices de Vimto et CLT92 de Ziguinchor présentent les plus grandes teneurs en sucres
réducteurs avec des valeurs supérieures a 9,5 g/100g. La plus grande teneur en sucre totaux
est aussi retrouvée dans les calices Vimto de la zone de Ziguinchor. Les plus faibles teneurs
en sucres réducteurs sont notées dans les calices Thai de la zone de Louga avec des valeurs
inférieures a 6 g/100g (Figure 16). Les teneurs en sucres seraient ainsi influencées par les

zones de cultures. Cela s’expliquerait par la forte humidité des sols dans la région de
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Ziguinchor ce qui favorise une meilleure maturit¢ de la plante et par conséquent une

augmentation du taux de sucres.

1.1.6. Acides aminés totaux

Les résultats de I’analyse de la teneur en cendres sont illustrés par la figure ci-dessous :

8,0 -
7,0

1 0 Kaolack
6,0
50 O Ziguinchor
' O Fatick
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Acides aminés totaux
(g/100g)

Variétés de calices

Figure 17 : Teneur en acides aminés totaux des principales variétés de calices de Bissap
cultivées dans 4 régions du Sénégal

Les teneurs les plus élevées en acides aminés totaux sont retrouvées dans les calices Thai et
Koor de Kaolack avec respectivement les valeurs de 7,34 et 6,91 g/100g (Figure 17). La
proximité de ces deux zones laisse supposer une influence des sols sur la teneur en acides

aminés. Les calices Vimto de Louga présente des valeurs inférieures a 4 g/100g.

1.1.7. Protéines totaux

Les résultats des analyses de la teneur en protéines des calices sont présentés par la figure ci-

dessous :
12,5 -
x
E 115 O Kaolack
° |
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Figure 18 : Teneur en protéines totaux des principales variétés de calices de Bissap cultivées
dans 4 régions du Sénégal

Les teneurs en protéines totaux sont plus élevées dans les calices Thai de Kaolack et

Ziguinchor avec respectivement des valeurs de 11,34 et 10,71 g/100g. La plus faible valeur
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est notée dans les calices Vimto de Fatick avec 8,56 g/100g (Figure 18). L’impact des zones

de culture sur la variation de la teneur en protéines des calices semble peu important.

1.1.8. Vitamine C

Les résultats de 1’analyse de la teneur en acides vitamine C sont illustrés par la figure

suivante :
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Figure 19 : Teneur en vitamine C des principales variétés de calices de Bissap dans 4 régions
du Sénégal

Les teneurs en vitamine C sont plus élevées dans les calices de variété Koor de Ziguinchor et
Thiés avec respectivement 49,62 et 47,00 g/100g. Les calices Vimto de Fatick présente des
taux plus faible avec 32,67 g/100g (Figure 19).

1.1.9. Polyphénols totaux

La figure suivante permet d’illustrer les résultats obtenus dans la détermination de la teneur en

lipides des calices de Bissap.
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Figure 20 : Teneur en polyphénols totaux des principales variétés de calices de Bissap
cultivées dans 4 régions du Sénégal
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Les calices Vimto de Fatick, de Kaolack et de Louga montrent des valeurs trés proches avec
respectivement 3,10, 2,92 et 2,90 g/100g. Les calices Thai de Kaolack présentent les plus
faibles teneurs en polyphénols avec une moyenne de 1,55 g/100g (Figure 20). Ces résultats
montrent que les teneurs en polyphénols dans les calices de Bissap dépendraient trés peu des

zones de culture.

1.1.10. Anthocyanes totaux

Les résultats des analyses de la teneur en anthocyanes sont présentés dans la figure suivante :
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Figure 21 : Teneur en anthocyanes totaux des principales variétés de calices de Bissap
cultivées dans 4 régions du Sénégal

Les calices CLT92 et Vimto de Ziguinchor présentent teneurs en anthocyanes
significativement plus élevées avec respectivement 1,97 et 1,87 g/100g. Les teneurs sont trois
voire quatre fois moins importantes dans les calices Koor et Thai de Kaolack avec des valeurs
parfois inférieures a 0,6 g/100g (Figure 21). Ainsi, on peut constater que la teneur en

anthocyanes est plutot influencée par la variété de calices que par la zone de culture.

1.1.11. Parameétres de couleur

Les parametres de couleur sont comparés individuellement et une analyse synthétique

permettrait d’en tirer des renseignements utiles.

47



Résultats et discussion

a. La clarté ou luminosité L*

La figure ci-dessous présente les résultats de la détermination du parameétre de couleur L*.
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Figure 22 : Paramétre de couleur CIE L* (luminosité) des principales variétés de calices de
Bissap cultivées dans 4 régions du Sénégal

Ce parameétre caractérise la capacité de 1’échantillon a réfléchir plus ou moins la lumiére. Les
valeurs les plus élevées de L* sont notées sur les calices Koor de la zone de Ziguinchor avec
44,78. C’est aussi dans cette zone que la plus faible valeur est notée avec 30,26. La luminosité
des calices varie sensiblement entre les échantillons indépendamment de la zone de culture et

de la variété (Figure 22).

b. Parametre de couleur a*

La figure ci-dessous présente les résultats de la détermination du parametre de couleur a* :
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&
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Figure 23 : Paramétre de couleur CIE a* des principales variétés de calices de Bissap
cultivées dans 4 régions du Sénégal

Les calices présentent des colorations rouges mais avec une intensité variable. Les calices

Vimto de Thi¢s et Koor de Ziguinchor montrent les plus grandes valeurs de a* avec
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respectivement 31,2 et 31,1. Les calices CLT92 de Ziguinchor et de Kaolack présentent les

plus faibles valeurs avec respectivement 24,6 et 19,1 (Figure 23).
c¢. Parameétre de couleur b*

La figure ci-dessous présente les résultats de la détermination du paramétre de couleur b*.
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<
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Figure 24 : Paramétre de couleur CIE b* des principales variétés de calices de Bissap
cultivées dans 4 régions du Sénégal
Ce paramétre représente une nuance de couleur entre le bleu et le zone. Les valeurs de b*
mesurés sont faibles (inférieures a 10) et ne semblent pas influencées par la zone de culture.
Les calices Koor de Thiés et Louga présentent les plus grandes valeurs avec respectivement
9,4 et 9,1. La plus petite valeur est notée sur les calices Vimto de Ziguinchor. Les variations

de I’indice de couleur b* entre les variétés de calices sont tres faibles (Figure 24).

d. Parameétre de couleur CIE C* (Saturation de couleur)

La figure ci-dessous présente les résultats de la détermination du parametre de couleur C*.
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Figure 25 : Paramétre de couleur CIE C* (saturation de la coloration) des principales variétés
de calices de Bissap cultivées dans 4 régions du Sénégal

Le paramétre C* mesurent la saturation de la couleur. Les valeurs les plus élevée sont

trouvées dans les calices Koor de Ziguinchor et Vimto de Thiés avec respectivement 32,3 et
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32,2. Les calices CLT92 de Ziguinchor et de Kaolack avec respectivement 25,8 et 20,2

présentent les plus faibles valeurs (Figure 25).

e. La tonalité chromatique h*

La figure ci-dessous présente les résultats de la détermination du paramétre de couleur h*:
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Figure 26 : Parametre de couleur CIE h* (tonalité¢) des principales variétés de calices de
Bissap cultivées dans 4 régions du Sénégal

Les valeurs de la teinte h sont trés faibles pour nos échantillons. Les calices CLT92 de
Kaolack présentent la plus grande valeur de h* avec 0,34. Les plus petites valeurs sont

mesurées sur les calices Vimto de Ziguinchor avec h égal a 0,20 (Figure 26).

En définitive, les résultats montrent qu’il n’existe que tres peu de corrélation entre les
variables mesurées et I’origine géographique des calices de Bissap. Ainsi, dans la suite de nos
travaux, nous tenterons de réaliser une identification des calices basée seulement sur leur

composition.
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1.2.1dentification par analyse multivariée des variétés de calices

1.2.1. Caractéristiques physiques et sensorielles

Les moyennes présentées dans le tableau 18 illustrent la composition des calices de Bissap

incluant les différentes régions de collecte.

Tableau 18 : Caractéristiques physico-chimiques et biochimiques des principales variétés de
calices de Bissap cultivées au Sénégal.

Composition physicochimique VIMTO KOOR THAI CLT92
pH 2,28*(0,10) | 2,17°0,11) | 2,27°(0,07) | 2,36 (0,05)
Activité de I’eau 0,42°(0,02) | 0,45(0,04) | 0,49°(0,03) | 0,44°(0,06)
L* 32,74(1,5) 42,6°(1,6) | 4026°(1,5) | 37,65°(2,5)
a* 30,04°(1,09) | 29,32%(1,20) | 27,96°(1,02) | 21,86°(3,03)
b* 7,46°(0,81) | 8,71*(0,53) | 8.22%(0,68) | 7,25°(0,63)
C* 30,96 (1,12) | 30,59*(1,21) | 29,15°(0,95) | 23,03°(3,07)
h° 0,24°(0,03) | 0,29°(0,02) | 0,29°(0,03) | 0,32%(0,02)
Composition générale VIMTO KOOR THAI CLT92
Matiere seéche totale (g.kg’l) 916(12) 917 (7) 906 (17) 914 (12)
Cendres totaux (g.kg") 59,9 (6,2) 66,7 (10,3) 56,5 (5,0) 62,8 (5,7)
Protéines totaux (g.kg") 92,5°(4,3) | 103,5°(3,1) | 108,0°(4,1) | 93,1°3,1)
Acides amines libres (gkg") 11,6°(8,0) 20,1°(4,1) 25,2%(4,7) 12,1°(1,4)
Acides amines totaux (g.kg") 402°(3,6) | 54,7°(10,5) 61,9°(9.,9) 426" (6,1)
Sucres totaux (g.kg") 101,1°(11,3) | 81,4°(10,9) | 74,7°(10,4) | 98.4°(8.1)
Sucres réducteurs (g.kg") 83,8%(12,0) 65,5"(10,6) 51,3°(7,4) 90,9%(7,4)
Lipides totaux (g.kg™) 6,6°(0,4) 5,79(0,5) 8,7°(0,5) 7,6° (0,4)
Acidité titrable (mEq.kg™) 271 (47) 299,9 (30) 272,9 (25) 265,0 (23)
Polyphénols totaux (g AGE.kg") | 28,2%(2,2) 20,7°(2.,8) 19,3°(3,2) 25,2%(3,9)
Anthocyanes totaux (g.kg") 16,3*(1,8) 8,2°(2,3) 8,2°(3,0) 17,3*(2,7)
Vitamine C (mg.kg") 400,3 (49,4) | 425,7(54,0) | 407,9(39,5) | 416,8(35,8)

Valeurs moyennes et écart type (entre parenthese) de trois répétitions. Les moyennes avec la méme lettre ne sont
pas significativement différentes (Turkey, P > 0,05).

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré des différences significatives (p<0,05) dans la

composition des calices (Tableau 18). En effet, les 4 seuls paramétres non significativement

différents sont la vitamine C, le taux de cendre, 1’acidité titrable et la matiére séche. Les

valeurs moyennes trouvées pour ces variables sont de 400 mgkg”' pour la vitamine C,

61 gkg' pour les cendres totales, 277 mEq.kg'pour I’acidité titrable et 920 g.kg”. Ces

51




Résultats et discussion

résultats sont en accord avec les travaux réalisés sur les calices par Beschoff et al. (2014),
Suliman et al.(2011) et Cissé¢ et al. (2009). (Suliman, 2011; Bechoff et al. 2014; Cisse,
Dornier, Sakho, Ndiaye, et al. 2009).

La valeur de la luminosité L* moyenne des calices de 38,3 avec une variabilité significative
entre les différentes variétés. La plus grande valeur de L* est trouvée dans les calices de
variété Koor et Thai ; la variété Vimto montre la plus faible luminosité.

L’intensité de la coloration rouge, appréciée par I’indice de couleur a*, est parfois utilisée
pour la distinction des différentes variétés de calices. Dans notre étude, 1’indice de couleur a*
des calices secs varie treés peu entre les variétés Vimto Koor et Thai avec une valeur moyenne
de 29.

Par contre, la coloration rouge est moins intense au niveau de la variété CLT92. L’indice de
chromaticité C* qui mesure la saturation de la couleur est plus forte au niveau de la variété
Vimto suivie des variétés Koor et Thai. La variét¢ CLT92 présente une chromaticité
relativement faible.

L’indice de couleur b* est plus important dans les calices de variétés Koor et Thai. Les
différences observées sur tous ces parametres de couleur peuvent expliquer la variabilité

globale de la coloration des calices

Concernant 1’acidité, les échantillons de calices ont révélé un pH avec une valeur moyenne
de 2,3. Cependant, les calices de.la variété Koor présentent la plus forte acidité.

Les teneurs en lipides totaux sont significativement différentes selon les variétés. La quantité
de lipides est plus importante dans les calices de variété Thai avec des valeurs qui dépassent
8,5 gkg'. Un taux de lipides plus faible (1,6 gkg™") est trouvé dans des calices de Bissap
cultivés au Soudan (Suliman, 2011).

Les variétés CLT92 et Vimto contiennent les plus fortes quantités de sucres totaux et de
sucres réducteurs avec des valeurs qui peuvent dépasser respectivement 80 et 100 g.kg™.

Les teneurs moyennes en protéines et en acides aminés totaux des calices sont respectivement
de 87,5 et 50,1 g.kg”. Les acides aminés se trouvent a environ 350 g.kg'sous forme libre, le
reste est réparti en petites peptides et protéines.

Les calices de variétés CLT92 et Vimto se distinguent particulierement par des teneurs
¢levées en anthocyanes et en polyphénols totaux. Ces résultats sont cohérents avec les travaux
de Cissé et al.(2009) sur la caractérisation de ces calices (Cissé, Dornier, Sakho, Diop, et al.

2009).
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L’analyse de la variance montrant des différences significatives de compositions
physicochimiques en fonction des variétés, il devient donc intéressant d’étudier les
corrélations éventuelles entre ces parametres.

1.2.2. L’analyse en composantes principales (ACP)

L’analyse des valeurs propres montre que les composantes F1, F2 et F3 englobent 74 % de
I’information. Une projection peut donc étre réalisée d’abord sur les axes F1 et F2 qui
représentent 62% de la variabilité puis sur les axes F1 et F3 qui représentent 55% de la
variabilité. Les polyphénols, les anthocyanes, les protéines, les acides aminés, les sucres
réducteurs, les sucres totaux et la clarté L* contribuent a environ 85 % de la composante F1
(Figure 27a). Les parametres de couleur a* et C* présentent une contribution supérieure a
68 % sur la composante F2. Les lipides totaux et le pH sont mieux projetés entre les axes F1

et F3 car ces variables présentent des contributions plus importantes sur F3 (Figure 27b).

Les résultats de 1’analyse de la matrice de corrélation (Tableau 19) et des biplots des
composantes principales (Figure27) mettent en évidence différentes relations entre les
variables analysées. On peut d’abord constater des corrélations logiques entre les anthocyanes

et les polyphénols, les sucres réducteurs et les sucre totaux, les acides aminés et les protéines.

Par ailleurs, des relations moins évidentes sont notées entre certaines variables. En effet, on
observe que les sucres totaux et les sucres réducteurs présentent des corrélations positives
avec les anthocyanes et les polyphénols. Ainsi, ces paramétres évoluent dans le méme sens
dans les calices d’hibiscus. Par contre, les teneurs en acides aminés et en protéines sont
anticorrélées a celles des sucres, anthocyanes et polyphénols ; ces parametres varient dans le
sens inverse dans les calices. Enfin, certaines variables comme le pH, les lipides totaux et
I’indice de couleur b* présentent des corrélations nulles avec les autres parametres.

La projection des individus sur les composantes montre que les calices des variétés Thai et
Koor présentent des caractéristiques physicochimiques proches. Cependant, les calices de
variété Thai se distinguent par leur plus forte teneur en lipides totaux et les calices de variété
Koor par leur faible pH et leur forte chromaticit¢ C*. D’autre part, les calices des variétés
Vimto et CLT92 se particularisent par leurs fortes teneurs en anthocyanes et en polyphénols
mais aussi en sucres. Les travaux de Ciss¢ et al. (2009) (Cissé, Dornier, Sakho, Diop, et al.
2009) montrent que la variété CLT92 récemment introduite au Sénégal présentait des
ressemblances au niveau sensoriel a la variété Vimto qui est trés appréciée des

consommateurs.
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Tableau 19 : Matrice de corrélation (Pearson) des variables dans I’analyse de la composition des calices de Bissap.

Variables
Polyphénols
Anthocyanes
Protéines
AAT
AAL
Lipides
Sucres totaux
Sucres réducteurs
pH
L*

a*
b *
C *

h*

Anthocyanes

0,831

Protéines

-0,741

-0,783

AAT

-0,611

0,723

0,707

AAL Lipides
-0,768 -0,197
-0,830 -0,038
0,835 0,280
0,898 0,252

0,331

Sucres totaux

0,529

0,594

-0,593

-0,356

-0,453

-0,150

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05

Sucres réducteurs

0,498

0,670

-0,668

-0,644

-0,668

-0,239

0,796

pH
0,289
0,380
-0,098
-0,360
-0,279
0,341
0,182

0,375

L*

-0,682

-0,740

0,668

0,506

0,631

-0,060

-0,600

-0,574

-0,344
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a*

0,174

-0,143

0,155

0,039

0,054

-0,330

0,033

-0,107

-0,119

-0,081

b*

-0,120

0,415

0,408

0,367

0,339

-0,241

-0,646

-0,657

-0,295

0,572

0,318

C*

0,160

-0,169

0,182

0,065

0,078

-0,340

-0,018

0,154

-0,138

-0,035

0,997

0,387

h*

-0,234

-0,189

0,169

0,225

0,197

0,085

-0,542

0,416

-0,110

0,535

-0,643

0,518

-0,585

54

-0,235

-0,236

0,507

0,188

0,328

0,379

0,475

-0,337

0,349

0,331

0,145

0,406

0,173

0,174
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Figure 27 : Biplots des composantes principales tracés avec les axes F1 et F2 (a) et les axes F1

et F3 (b) des variétés de calices de Bissap.

x, Vimto ; o, Thai ; [J, CLT92 ; A, Koor

L’ACP a permis globalement d’identifier les parameétres caractéristiques des variétés et
d’identifier les redondances. Une fois les multicolinéarités éliminées, les variables non corrélées
peuvent étre choisies afin d’optimiser la discrimination tout en permettant une certaine simplicité

d’analyse.
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1.2.3. Analyse factorielle discriminante (AFD)

Les résultats obtenus dans I’ACP mettent en évidence des tendances claires de composition
physico-chimique entre les différentes variétés de calices. L’AFD est ainsi utilisé pour tester
différentes combinaisons de variables non corrélées et mettre en évidence la meilleure pour
identifier les variétés de calices d’hibiscus. Par conséquent, les variables les plus simples a

mesurer ont été retenues dans le cas des multicolinéarités.

L’AFD a été utilisée a la fois dans un but de discrimination et dans un but de prédiction des
variétés de calices. Ainsi, les données expérimentales obtenues ont été divisées en deux parties.
La premiére, correspondant aux échantillons prélevés dans les 4 régions (Kaolack, Fatick,
Ziguinchor et Louga), a permis de réaliser la discrimination des variétés. La deuxiéme, contenant
des calices variétés Vimto et Koor provenant de la région de Thics, a permis de valider la

prédiction des variétés de calices.

Globalement, les combinaisons de variables ont donné des résultats satisfaisants. Cependant, le
meilleur résultat a été obtenu en utilisant la chromaticité C*, les teneurs en lipides totaux, en
protéines et en anthocyanes totaux. En effet, ces variables ont permis de réaliser une
classification des variétés avec un taux de réussite de 100 % (Tableau 20). En plus, les

échantillons de prédiction ont été identifiés sans aucune confusion (Figure28).

Observations (axes F1 et F2 : 90,71 %)

F2 (30,19 %)
o

-12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
F1(60,52 %)

| BCLT92 aKoor eThai xVimto AKoor(Prédiction) M Vimto(Prédiction) |

Figure 28 : Plot de discrimination en AFD de 4 variétés de calices de Bissap construit en
utilisant les anthocyanes totaux, les lipides, les protéines et 1’indice de couleur C*
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Tableau 20 : Matrice de confusion pour les échantillons d’estimation en fonction de leurs
caractéristiques physicochimiques : anthocyanes totaux, lipides totaux, protéines totaux et clarté
C* des calices de Bissap

de\ Vers CLT92 Koor Thai Vimto Total % Réussite
CLT92 6 0 0 0 6 100
Koor 0 12 0 0 12 100
Thai 0 0 12 0 12 100
Vimto 0 0 0 12 12 100
Total 6 12 12 12 42 100

Une identification peut aussi étre réalisée avec les parameétres suivants : anthocyanes totaux,
lipides totaux, protéines totaux et le pH (Figure 29). Cette méthode a permis de classer les
¢chantillons de variétés Thai et Koor avec une réussite de 100 % (Tableau 21). Par contre, avec
un pourcentage de classification de 66 %, les calices de la variété CLT92 sont parfois confondus
a ceux de la variété Vimto. Cette confusion, due a des compositions physico-chimiques proches
entre ces deux variétés (Vimto et CLT92), est notée dans les travaux de Cissé et al. (2009)

(Cissé, Dornier, Sakho, Diop, et al. 2009).

Observations (axes F1 et F2 : 99,58 %)

F2 (39,13 %)
o & AN ONDD O ®

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
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| eC oK oT eV mK(Prédiction) m V(Prédiction) |

Figure 29 : Plot de discrimination en AFD de 4 variétés de calices de Bissap construit en
utilisant les anthocyanes totaux, les lipides totaux, les protéines totaux et le pH
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Tableau 21 : Matrice de confusion pour les échantillons d’estimation en fonction de leurs

caractéristiques physicochimiques : anthocyanes totaux, lipides totaux, protéines totaux et pH

des calices de Bissap

de \ Vers CLT92 Koor Thai Vimto Total % réussite
CLT92 4 0 0 2 6 66,67%
KOOR 0 12 0 0 12 100,00%
THAI 0 0 12 0 12 100,00%
VIMTO 0 0 0 12 12 100,00%
Total 4 12 12 14 42 95,24%
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1.3.1dentification du profil des composés phénoliques des calices

La figure ci-dessous présente les chromatogrammes obtenus par analyse HPLC des extraits de

calices de Bissap :
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Figure 30 : Chromatogrammes a 360nm des calices des 4 principales variétés de Bissap
cultivées au Sénégal.

Les analyses réalisées ont montré que les calices des 4 variétés de calices de Bissap présentaient

les mémes profils en polyphénols (Figure 30). Cependant, une simple comparaison des pics
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chromatographiques permet de constater des variabilités de concentrations selon les polyphénols

considérés.

L’identification des composés phénoliques a été réalisée sur la base des spectres UV-visible, des
masses des ions moléculaires et des ions fragments ainsi que des données de la littérature. Les

données spectrale, chromatographique et les masses moléculaires des composés obtenues par

HPLC-MS sont résumées dans le tableau 22.

Tableau 22 : Caractéristiques des chromatogrammes HPLC-MS des extraits de calices de Bissap

Numéro | Temps de rétention | Longueur d’onde | MS (-) MS’
de pic Tr (min) Amax (nm) m/z m/z

1 16,5 300sh, 322 353 191(100%), 179 (75%)
2 22,5 276, 524 595 355/300
3 23,6 300sh, 325 353 191 (100%), 179 (<10%)
4 24,9 300sh, 325 353 | 179/173 (~100%), 191 (<10%)
5 26,6 279, 516 579 339/285
7 33,4 254, 303sh, 350 611 316
9 35,3 304sh, 327 335 161 (100%) 179/135
10 36,1 254, 352 741 609, 300
11 37,2 264, 352 479 316
12 38,3 255, 352 595 463, 300
13 41,6 255,353 609 301
14 43,4 256, 354 463 301
15 46,7 265, 349 593 285

Les résultats de I’analyse HPLC/MS permettent d’identifier plusieurs composés phénoliques

dans les calices. Il s’agit notamment des anthocyanes, des flavonols et des acides phénoliques.
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1.3.1. Caractérisation des acides phénoliques

Les pics 1, 3 et 4 constituent des isomeres acide café¢ique quinique (Figure 31). Ces composés
sont caractérisées en MS™ par ion moléculaire de masse m/z égale a 353 [M-H] ; ils présentent
aussi les masses m/z = 191 [M-H-caffeoyl] et m/z = 179 [acide caféique] en MS?. Les ions de
masses m/z de 191 (100%) et 179 (75%) en MS’ correspondant au pic 1 (Tg =16,5 min et
Amax = 325nm), montrent qu’il s’agit de I’acide 3-caféoylquinine. Le pic 3 (Tg =23,6 min et
Amax = 322nm) présente des ions de masse m/z de 191 (100%) et m/z=179 (<10%) qui
caractérise 1’acide 5-caféoylquinique. Le pic 4 (Tr =24,9 min et Ap.,x=325nm) est identifié
comme étant celui de 1’acide 4-caféoylquinique avec ions de masse m/z = 179/173 (~100%) et
m/z =191 (<10%) De nombreux travaux ont permis d’identifier ces fragments caractéristiques
en HPLC-MS (Clifford et al. 2003),(Barros et al. 2012),(Narvaez-Cuenca, Vincken, et Gruppen
2012) . L’analyse montre aussi la présence de I’acide shikimique correspondant au pic 9
(Figures 31). avec un ion moléculaire de masse m/z =335 [M-H] et en MS* les fragments

m/z =161 (100%) et m/z = 179/13 (Zhang et al. 2013).
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Figure 31 : Chromatogramme a 280 nm des extraits de calices de Bissap
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Figure 32 : Acides phénoliques identifiés dans les calices de Bissap

1.3.2. Caractérisation des anthocyanes

Les anthocyanes identifiés dans les calices sont présentés sur la figure 33 Le pic 2 (R
Tr =22,5 min et Ap.,x= 524 nm) correspond a la delphinidine sambubioside. La masse m/z
295 [M-H] correspond 4 I’ion moléculaire ; en MS” nous avons les masses m/z 300 [M-glucose-
xylose]” et m/z 355 (Wei et al. 2011). Le pic 5 (Tr =26,6 min et Ap,x= 516 nm) est identifié
comme ¢étant la cyanidine sambubioside avec 1’ion moléculaire m/z =579 [M-H] et en MS? les
fragments m/z 285 [M-glucose-xylose] et m/z 339 (Wei et al. 2011) ; (Gavrilova et al. 2011). Les
pics 6 et 8 présentent les mémes caractéristiques UV-visible et les fragmentations de leurs ions
moléculaires (m/z 767 et 751) laissent penser aux dérivés de la delphinidine et de la cyanidine

Sambubioside. Cependant, ces composés n’ont pu étre formellement identifiés.
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Figure 33 : Chromatogramme a 510 nm des extraits de calices de Bissap
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Figure 34 : Anthocyanes majoritaires des calices rouges d 'Hibiscus sabdariffa : Delphinidine 3-
0-Sambubioside et Cyanidine 3-O-Sambubioside

1.3.3. Caractérisation des flavonols

L’analyse montre la présence de nombreux flavonols dans les calices de Bissap (Figure 35). En
effet, le pic 7 (Tr =33,4 min et Ayax=350 nm) avec un ion moléculaire m/z 611 [M-H] et
fragment en MS? de m/z=316 correspond au myricétine sambubioside. Le pic 10
(Tr = 36,1 min et A= 352 nm) identifié comme le quercétine rutinoside pentoside présente un
ion moléculaire m/z =741 [M-H] et les masses m/z 609 et 300 (Simirgiotis et Schmeda-
Hirschmann 2010). Le pic 11 (Tr=37,2min et Ap,=352nm) avec un ion moléculaire
m/z =479 et un fragment en MS” 2 m/z = 316 est identifi¢ comme étant le myricétine hexoside
(Fang et al. 2007). Le pic 12 (Tr =38,3 min et Aya.x= 352 nm) présente un ion moléculaire
m/z =595 [M-H] et les fragments m/z=463 et m/z=300 est la quercétine sambubioside
(Fernandez-Arroyo et al. 2011). Le pic 13 (Tg =41,6min et A= 353nm) correspond a la
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quercétine rutinoside ; il montre un ion moléculaire m/z 609 [M-H] et en MS? les fragments
m/z=301 et m/z=300 (Li et al. 2013; Marks, Mullen, et Crozier 2007). Le pic 14
(Tr = 43,4 min et Apax= 354nm) montre un ion moléculaire m/z =463 [M-H] et un fragment
m/z =301 et MSz(Barros et al. 2012; Marks, Mullen, et Crozier 2007). Le pic 15 (Tr = 46,7 min
et Amax= 349 nm) correspondant avec un ion moléculaire m/z =593 [M-H] et le fragment

m/z = 285 est le Kampférol rutinoside (Fernandez-Arroyo et al. 2011; Barros et al. 2012).
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Figure 35 : Chromatogramme a 330 nm des extraits de calices de Bissap
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Figure 36 : Flavonols identifiés dans les calices rouges de Bissap
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1.4.Etude de la stabilité des anthocyanes des calices pendant le stockage

1.4.1. Cinétique de dégradation des anthocyanes
L’évolution de la teneur en anthocyanes dans les calices sec de Bissap a été suivie pendant une
durée de 3 mois. L’étude a porté sur les calices des variétés Koor et Vimto qui sont les plus
consommeées au Sénégal. L’objectif est de déterminer la stabilité¢ des anthocyanes au cours de la

conservation a différentes températures.

Une diminution de la teneur en anthocyanes des calices est observée pendant leur stockage. Elle
est proportionnelle a la température. La régression linéaire indique que la dégradation des
anthocyanes dans les calices suit une cinétique de réaction d’ordre 1 (Figure 37). La méme
régression linéaire est notée dans des travaux sur des anthocyanes d’extraits de calices. (Cisse et
al. 2012; Idham, Muhamad, et Sarmidi 2012a; Idham, Muhamad, et Sarmidi 2012b; Aurelio,
Edgardo, et Navarro-Galindo 2008). Plusieurs auteurs ont trouvé une dégradation des
anthocyanes d’ordre 1 dans d’autres fruits tels que I’orange rouge, la canneberge et le mire
(Hadjal et al. 2013; Moldovan et al. 2012; Chisté, Lopes, et De Faria 2010; Ahmed, Shivhare, et
Raghavan 2004).
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Figure 37 : Evolution de la teneur en anthocyanes des calices de Bissap au cours du stockage
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Les vitesses de dégradation des anthocyanes pendant le stockage des calices sont présentées dans
le tableau 23. Ces résultats montrent que la dégradation augmente fortement avec la température
de stockage. Ainsi, dans les calices de variété Koor, la constante de dégradation k varie de
0,39.10° 4 1,32.10® s entre 30 et 45 °C. De méme, dans les calices de variété Vimto cette
vitesse k passe de 0,71.10'8 a 2,13.10'8 s entre 30 et 45 °C. Ces résultats confirment les
nombreux travaux qui ont mis en évidence I’influence de la température sur la dégradation des

anthocyanes (Harbourne et al. 2008; Jiménez et al. 2010; LIU, CAO, et PAN 2011).

Les résultats montrent également que la dégradation des anthocyanes dans les calices varie
sensiblement avec la variété. En effet, la vitesse de dégradation des anthocyanes est plus élevée
dans les calices de variét¢é Vimto que dans les calices de variété Koor (Tableau 23). Nous
constatons ainsi qu’a la température de 20 °C les constantes de vitesse k sont de 0,16.10™ et de
0,32.10% s respectivement pour les calices de variété Koor et Vimto. De méme, & une
température plus élevée de 37 °C, cette vitesse varie entre 0,70.10'8 et 1,2.10'8 s entre ces deux
variétés de calice. Nous pouvons en déduire que la durée de conservation des calices de variété

Koor est plus longue que celle des calices de variétés Vimto.

Tableau 23 : Constantes de vitesse, durée de demi-vie et durée de destruction décimales des
anthocyanes de deux variétés de calices de Bissap pendant le stockage entre 4 et 45 °C

- Valeurs prédites avec le modele
Valeurs expérimentales , .
Calices d’Arrhenius

Température k t12 k t12

(°C) 10% (s (mois)) 10% (s™) (mois)
4 0,058 (-) 463 0,035 764
20 0,201 (0,006) 133 0,163 164
Variété Koor 30 0,420 (0,014) 64 0,393 68
37 0,639 (0,028) 42 0,703 38
45 1,094 (0,036) 24 1,324 20
4 0,104 (-) 258 0,079 340
20 0,303 (0,024) 88 0,318 84
Variété Vimto 30 0,691 (0,035) 39 0,707 38
37 1,234 (0,047) 22 1,198 22
45 2,027 (0,011) 13 2,130 13
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La stabilité des anthocyanes totaux est plus importante dans les calices secs d’hibiscus que dans
les extraits aqueux. Plusieurs auteurs ont en effet trouvé des constantes de vitesse plus élevées
dans leurs travaux sur les extraits aqueux riches en anthocyanes. Ainsi, la constante de
dégradation a 37 °C est de 1,2.10% s dans les calices de variété Vimto alors qu’elle est de
17,36.10° s™' dans les extraits aqueux d’hibiscus (Cisse et al. 2012) et de 3,16.10% s dans les jus
de grenade (Alighourchi et Barzegar 2009). C’est ainsi que les durées de demi-vie des

anthocyanes dans les calices d’hibiscus sont supérieures a 3 ans pour un stockage a 30 °C.

Cette stabilité est d’autant plus importante lorsque les calices sont stockés a basse température
(Figure 38). Ainsi, pour une durée de conservation de 3 mois a 4 °C, nous obtenons des pertes
en anthocyanes de 0,5 % pour la variété Koor et 1,3 % pour la variété Vimto. Par contre, ces
pertes deviennent plus importantes avec I’accroissement de la température de stockage. Par
exemple, pour la méme durée de stockage, mais a 20 et 45 °C, les pertes passent respectivement

de 1,6 a 11,7 % pour la variété Koor et de 2,9 a 16,5 % pour la variété Vimto.

La stabilité des anthocyanes dans les calices est sans doute due a la faible présence de I’eau dans
cette structure cristalline. Markakis et al. (1957), observent que les anthocyanes sont stables
lorsqu'elles sont stockées sous forme cristalline séche ou sur chromatogrammes de papier séchés.
Cela suppose que 1'eau est impliquée dans les réactions de dégradation (Markaris, Livingston, et
Fellers 1957). D’autres auteurs ont aussi démontré que la disponibilit¢ de I'eau est essentielle
pour la dégradation des anthocyanes (Erlandson et Wrolstad 1972). En effet, I'eau elle-méme
peut étre nécessaire pour la dégradation du pigment. Markakis et al (1957) proposent deux
mécanismes hydrolytiques ; I’un étant une hydrolyse de la liaison glycosidique pour conduire au
aglycone instable et l'autre impliquant une ouverture de la liaison pyrilium pour former une

chalcone substituée (Markaris, Livingston, et Fellers 1957).

Ces résultats sont comparables a ceux de Gradinaru et al. (2003) qui montrent que la vitesse de
dégradation des anthocyanes dans un lyophilisat d’extrait de calices d’Hibiscus. sabdariffa L.

augmente avec I’activité de 1’eau surtout lorsque celle-ci dépasse une valeur de 0,53(Gradinaru et

al. 2003)
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Figure 38 : Evolution des pertes en anthocyanes au cours du stockage des calices de variétés
Vimto (A) et Koor (B)

1.4.2. Modélisation et prédiction

Les parametres cinétiques des modeles d’Arrhenius, de Ball et d’Eyring sont présentés dans le
tableau 24. Ces modeles confirment que la dégradation des anthocyanes dépend fortement de la
température. Les énergies d’activation sont de 65 kJ mol™ dans les calices Koor et de 59 kJ mol™
dans les calices Vimto. Cette faible différence montre que ces calices présentent la méme
sensibilité a I’élévation de la température. L’enthalpie d’activation des calices est de 15 kJ mol

pour la variété Vimto et de 30 kJ mol™ pour la variété Koor.
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Tableau 24 : Parametres des cinétiques de dégradation des anthocyanes des calices de Bissap
suivant les modeles d’’ Arrhenius, d’Eyring et de Ball

Modele d'Arrhenius Modele d'Eyring Modele de Ball
Calices
k3 Ea AS* AH* D3o z
(10%s™) (kJ mol™) (Jmol' K™ (kJ mol™) (10° jour) (°C)
Vimto 0,71 (0,03) 59,0 (2,2) -122 (7) 56,0 (2,2) 3,78 (0,12) 31,3 (1,2)
Koor 0,39 (0,03) 65,0 (4,1) -107 (13) 62,0 (4,1) 6,82 (0,44) 28,3 (1,7)

Afin d’évaluer la qualité prédiction de la dégradation des anthocyanes dans les calices, une

comparaison a été effectuée entre les résultats expérimentaux et ceux obtenus avec les modeles

(Figure 39). Le paramétre utilisé est le pourcentage de perte en anthocyanes pendant le stockage

aux températures de 4, 20, 30, 37 et 45°C. La différence maximale entre les pertes

expérimentales et les pertes calculées ne dépasse pas en valeur absolue a 2 % pour les 3 modeles

de prédiction. La figure 39 montre la variation des pertes en anthocyanes calculée avec les

modeles en fonction des pertes expérimentales. Les coefficients de corrélation sont en moyenne

supérieurs a 0,95 pour les trois modeles. En plus, la progression des points autour de la premiére

bissectrice montre que la prédiction avec les modeles est de trés bonne qualité.
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Figure 39 : Comparaison des pertes en anthocyanes dans les calices de Bissap entre le mode¢le de
prédiction d’ Arrhenius et les résultats expérimentaux

A la suite de 1’étude de I’influence des conditions de stockage sur la stabilité des anthocyanes,
nous aborderons la préparation des boissons et sirops a partir des calices de Bissap.
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2. Procédés traditionnels de production des boissons et sirops a base de
calices de Bissap

Avec la valorisation des produits locaux, les calices de Bissap sont de plus en plus
transformés en boissons et sirops. Cependant, les modes de préparation varient d’un
producteur a ’autre. L’étude des diagrammes de fabrication ainsi que les analyses des
parametres physico-chimiques et microbiologiques permettront de proposer des méthodes

d’amélioration de ces produits.

2.1.Diagramme de fabrication des boissons et sirops

Les figures 40 et 41 montrent les différentes étapes des procédés de fabrication des boissons
et sirops a base de calices de Bissap dans deux entreprises. Les procédés de fabrication
présentent quelques variabilités selon les producteurs. Ces différences reposent
essentiellement sur quelques étapes et notamment celle de la formulation. Les producteurs des
entreprises de Dakar et Kaolack utilisent un mélange de calices de deux variétés (Vimto et
Koor) dans une proportion de 50/50. L’entreprise Thi¢s fabrique la boisson et le sirop a partir
d’un concentré aqueux de Bissap. Le schéma du procédé fabrication des sirops de Bissap pour
les entreprises Dakar et Kaolack sont exactement les mémes que celle de la boisson. En outre,
le méme équipement est utilisé. Les différences observées sont liées dans les proportions
calice/eau au niveau de I'¢tape de formulation et les températures utilisées pendant le

traitement thermique.

Figure 40 : Diagramme de fabrication d’une boisson (nectars) a base de calices de Bissap
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Figure 41 : Diagramme de fabrication d’un sirop a base de calices de Bissap

2.2.Analyse des étapes de fabrication des boissons et sirops

La production des boissons et sirops de Bissap est réalisée en suivant un certain nombre

d’étapes.
2.2.1. Le triage

Cette opération consiste a ¢liminer les impuretés contenues dans les calices : herbes, tiges,
cailloux, etc. Les calices couverts de moisissures ou présentant un aspect ou une odeur de
fermentation sont aussi retirés. Seuls les calices mirs de couleur rouge, bien secs et sans
odeurs particuliers sont retenus. Le matériel utilisé est constitué¢ de bassines en plastiques, de

toiles en plastique et d’une table de travail.
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2.2.2. Le trempage

Les calices placés dans des bacs ou bassines sont mélangés a 1’eau de robinet a la température
ambiante d’environ 25 °C (Figure 42). Le mélange est d’abord agité puis laiss¢ au repos

pendant une durée variable (2 a 4 heures) selon les entreprises.

Les ratios calice/eau (kg/kg) utilisés dans la production de boisson sont de 1/20 et 1/26
respectivement pour les entreprises de Dakar et de Kaolack. Celles de Thie¢s utilisent un

mélange concentré d’hibiscus et eau avec un ratio 1/8.

Dans la production des sirops, afin d’obtenir des extraits plus concentrés, les proportions en
calices sont plus élevées. Ainsi, les ratios utilisés sont d’environ 1 kg de calices pour 5 kg

d’eau. Cela permet d’avoir un gott acceptable lors de la dilution des sirops.

Figure 42 : Trempage des calices de Bissap en vue de la préparation des boissons

Dans les procédés traditionnels de fabrication des boissons de Bissap, 1’extraction aqueuse est
réalisée par traitement thermique. Deux méthodes sont généralement utilisées : I’infusion ou

la décoction.

Dans le cas de I’infusion, de 1’eau bouillante est versé sur les calices ; le mélange est agité
puis refroidi. La décoction consiste a extraire les pigments en versant les calices dans de I’eau
maintenue en ébullition pendant une certaine durée. Ces deux méthodes ont ’avantage
d’accélérer le temps d’extraction des pigments et de réduire considérablement la charge
microbienne provenant des calices, du matériel et des manipulateurs. Cependant, ces
méthodes d’extraction présentent comme inconvénients une importante dégradation des

anthocyanes du Bissap.
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Le rendement et la durée de I’extraction des pigments anthocyaniques sont conditionnés par le
ratio calice-eau et la taille des calices. Les meilleurs rendements d’extraction sont obtenus
avec des calices entiers pour un ratio calice-eau de 1/25 (kg/kg). Cependant, ce ratio est aussi
proche de celui utilisé pour la production des boissons a base de fruits. Par ailleurs, le broyage
des calices permet de faciliter la diffusion des pigments dans la phase aqueuse et de réduire
ainsi la durée de la macération. Mady et al.(2012) montrent qu’avec réduction des calices
jusqu’a une taille de 150 um de diametre, le rendement en anthocyanes est maximisé (63%) et

le temps d’extraction est réduit & 10 minutes (Cissé et al. 2012).

Cependant, I’utilisation de calices finement broyés impose la mise en place d’un systéme de
filtration performant pour éviter la présence de particules solides dans 1’extrait aqueux
d’hibiscus. L’utilisation de concentré de fruit est trés courante dans la production de boisson.
Les concentrés ont 1’avantage d’€tre simples d’utilisation et de réduire les opérations et par
conséquent la main d’ceuvre. Cependant, la qualité sensorielle des boissons dépendra
fortement de celle des concentrés, ce qui impose un choix rigoureux des fournisseurs de cette
maticre semi-finie. En ce moment, seule I'ITA (Institut de Technologie Alimentaire) est
connue au Sénégal pour disposer des pilotes d’évaporation sous vide pour la production des
concentrés d’extrait de fruit locaux pour les industries de la place. Ce procédé¢, doit Etre
optimis¢€ en termes de température et de durée de traitement pour éviter la dégradation des
anthocyanes et les réactions de brunissement. C’est ainsi que I’impact des conditions de
production de concentrés sur la qualit¢ du produit sera présenté dans la suite du travail.
Pendant la durée de la macération, les bassines doivent €tre recouvertes pour €viter une

contamination par des impuretés.
2.2.3. La séparation des calices

Cette opération consiste a ¢liminer les calices a la fin de la macération. Elle est réalisée pour
la plupart des entreprises de manieres manuelles. Les calices sont retirés et pressés pour

récupérer le maximum de liquide.

A ce niveau, de fortes pertes en extrait sont notées a cause du gonflement des calices qui
absorbent de 1’eau. En effet, les calices de Bissap retiennent deux fois leur masse en eau ; ce
qui veut dire par exemple que pour une masse de 50 kg de calices, une masse de 100 kg de jus
retenue. Ces pertes trés importantes peuvent étre réduites en utilisant un systéme de presse

mécanique comme dans le cas de 1’extraction des jus de fruits.
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Les calices ¢liminés a ce niveau peuvent étre réintroduites dans I’alimentation car ils sont tres
riches en fibres insolubles et aussi en composés phénoliques résiduelles. Une application

simple consisterait a les introduire dans 1’alimentation du bétail.

Nous pouvons souligner que la séparation manuelle est une source évidente de contamination
microbienne. Pour éviter ce phénomene, ’utilisation de gant doit alors étre un impératif
pendant cette opération. La mise en place d’un bac (en inox) de macération équipé d’un
systéme de transfert (par exemple robinet) peut améliorer la qualité hygiénique et rendre cette

opération moins pénible.

2.2.4. La filtration

Cette opération permet d’éliminer les fragments de calices et les autres particules solides
présentes dans I’extrait. Les extraits sont d’abord filtrés par des tamis pour retenir les
particules de grande taille. Ensuite, I’extrait est filtré sur du coton hydrophile disposé en

minces couches pour retenir les particules fines (Figure 43)

Cette étape est tres importante pour obtenir un extrait de bonne clarté. En effet, le séchage des
calices d’hibiscus est généralement réalisé au soleil en plein air, ce qui entraine trés souvent la
présence de poussieres, de grains de sable, de brindilles d’herbes qu’il faut forcément
¢liminer. Une filtration de mauvaise qualité a pour conséquence 1’apparition de dépots solides
apres la production des boissons. L’utilisation du coton dans le procédé de filtration entraine
souvent des risques de fuites de particules solides dans 1’extrait aqueux d’hibiscus. En plus, le
coton devient inadéquat lorsque les volumes a filtrer deviennent trés importantes. Les poches
filtrantes de 25 pm de diamétres sont alors une alternative pour garantir un niveau de filtration
optimale des extraits d’hibiscus (Figure 43). Grace au support de filtration métallique,
facilement constructible et adapté aux contenants utilisés sur site, 1’étape de filtration peut étre
assurée par un seul opérateur dans un minimum de temps. Ces poches filtrantes sont ainsi
plus pratiques et peuvent €tre réutilisées pour une période de 4 a 6 mois selon les fréquences
de la production. En plus, elles peuvent facilement €tre rentabilisées et constituent ainsi une

source d’économie non négligeable.
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Figure 43 : Procédés de filtration des extraits de calices de Bissap

2.2.5. Le sucrage

A TDissu de I’étape de filtration, les volumes et dans certains cas, la teneur en extrait sec
soluble des extraits sont mesurés pour évaluer la quantité de sucre a rajouter. Pour les
boissons préparées a partir des calices, la teneur en extrait sec soluble avant ajout de sucre est
en moyenne de 1,5 °Brix. Les quantités de sucre ajoutées sont variables suivant les
producteurs. Les teneurs finales en extrait sec soluble suivant les producteurs varient de 14 a
23 °Brix. Ainsi, I’extrait sec soluble des boissons est principalement apporté par le sucre
ajouté lors de la formulation. La proportion de sucre dépend de la nature des produits mais
aussi des habitudes alimentaires des consommateurs. En ce qui concerne les extraits aqueux
de calices d’hibiscus, les quantités de sucres rajoutées sont parfois trés importantes pour
masquer la forte acidité des extraits avec un pH qui peut atteindre des valeurs de 2,5 voir 2
suivant les ratios calice/eau (Aurelio, Edgardo, et Navarro-Galindo 2008; Cisse et al. 2012) et

les variétés de calices utilisées (Cissé, Dornier, Sakho, Diop, et al. 2009). En plus, comparés
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aux consommateurs européens, les consommateurs africains préférent généralement des
boissons au gott relevé en sucre. Les teneurs en sucres dans les boissons varient en moyenne

de 11 % pour les consommateurs européens et de 14 % pour les consommateurs africains.

Dans la préparation des sirops, les quantités de sucres ajoutées sont beaucoup plus
importantes. Les ratios calice/eau vont ainsi de 1/8 jusqu’a 1/4. L’extrait sec soluble des
sirops varie ainsi de 65 a 85 °Brix selon les producteurs. Un chauffage a 100 °C pendant 15 a
20 min permet de réaliser a la fois la dissolution du sucre et la concentration du sirop. Ce
traitement thermique entraine une réduction voire une ¢élimination de la flore microbienne
présente dans le produit. Par contre, il favorise la dégradation des anthocyanes du Bissap qui
sont sensibles au traitement thermique (Ahmed, Shivhare, et Raghavan 2004; Harbourne et al.

2008).
2.2.6. Stabilisation par pasteurisation

Apres sucrage, les boissons sont placées dans des marmites et chauffées au gaz a environ
80 °C pour une durée de 20 a 25 minutes (Figure 44). Le produit est ensuite refroidi par

agitation jusqu’a 70 °C.

Figure 44 : Equipement de pasteurisation de boissons et sirop de Bissap
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Cette étape est trés importante pour garantir la qualité microbiologique du produit. Le baréme
est suffisant car le produit est déja acide avec un pH d’environ 2,4. En effet, il est
recommand¢é de procéder a une simple pasteurisation lorsque le pH du produit alimentaire est
inférieur a 4. La pasteurisation permet ainsi de détruire les levures et moisissures qui sont
thermosensibles et généralement retrouvés dans les boissons de Bissap. Ce traitement
thermique est aussi un moyen de stabilisation des boissons de Bissap pendant leur
conservation. En effet, certains auteurs recommandent par ailleurs un traitement thermique
des extraits de fruits riches en polyphénols pour éliminer le phénomeéne de dégradation
enzymatique par les polyphénols oxydases. Cependant, un traitement thermique non maitrisg,
avec une durée prolongée, peut conduire a une forte dégradation des anthocyanes pendant le

procédé de fabrication ou méme pendant le stockage des extraits (Cisse et al. 2012).
2.2.7. Conditionnement

Les boissons d’hibiscus sont conditionnées a chaud (environ 70 °C) dans des bouteilles en
plastique de 1 litre préalablement nettoyées et désinfectées. Le remplissage est manuel avec
utilisation de pots et d’entonnoirs en plastiques. Les bouteilles sont ensuite refroidies dans un

bain d’eau dans lequel sont plongés des pains de glace (Figure 45).

Figure 45 : Opération de conditionnement des boissons a base de calices de Bissap
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Le conditionnement constitue une étape critique car une contamination a ce niveau ne pourrait
pas étre corrigée dans la suite du procédé de fabrication de la boisson. Le remplissage a chaud
des bouteilles permet d’éviter une nouvelle contamination du produit par les manipulateurs ou
le matériel : bouteilles, pot, entonnoir, etc. Le refroidissement doit étre rapide pour éviter la
dégradation des substances bioactives (vitamine C, anthocyanes, etc.) et de préserver la
qualité sensorielle du produit. Un refroidissement lent se traduit par un brunissement et une
apparition de gout de bralé (Cisse et al. 2012). La pasteurisation apres conditionnement a
froid est plus efficace pour garantir la qualité sanitaire des boissons. Cette technique permet a
la fois de pasteuriser le produit et I’emballage et d’éviter une nouvelle source de
contamination (manipulateurs, environnement, matériel). Pour réaliser ce type de
conditionnement, on doit disposer d’un dispositif de chauffage de type bain-marie, un systéme
d’agitation, des emballages résistants a la température, etc. Ces contraintes matérielles et

techniques empéchent la réalisation d’un tel procédé pour ces petites industries.
2.2.8. Le stockage

Les boissons ainsi conditionnées sont conservées dans des réfrigérateurs a température
positive entre 4 et 10 °C. L’écoulement du produit dans les marchés concernés (supermarché,

restaurant, boutiques, etc.) dure quelques jours a plusieurs semaines.

La température de stockage affecte fortement la stabilité de la boisson et en particulier celle
des pigments anthocyaniques responsables de la coloration rouge. Les travaux réalisés sur les
extraits aqueux des calices montrent une bonne stabilité de la couleur lors d’une conservation
a basse température. Les durées de demi-vie de ces extraits sont d’environ trois mois lorsque
le produit est stocké a 4 °C (Cisse et al. 2012). Etant donné que le procédé¢ de fabrication des
boissons de Bissap est réalis€ dans des conditions particulieres avec la méthode artisanale,

I’étude de la stabilité sera nécessaire pour évaluer la durée de vie de ces produits.
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2.3.Caractéristiques physicochimique des boissons et des sirops

2.3.1. pH et acidité titrable

Les boissons analysées révelent des pH avec une valeur moyenne de 2,4. Cette forte acidité
est trés appréciée par les consommateurs. Les sirops présentent des valeurs de pH similaires

avec une moyenne de 2,3 (Figure 46).
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Figure 46 : pH des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices rouges de Bissap

L’acidité titrable varie de 0,34 a 0,59 meq g'lpour les boissons et de 0,13 a 0,56 meq g'1 au
niveau des sirops (Figure 47). Ces résultats confirment le caractére acide de ces produits

mesuré par pH-métrie.
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Figure 47 : Acidité titrable des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices rouges de
Bissap
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2.3.2. Extrait sec soluble des boissons et sirops

La figure ci-dessous montre la variation de la teneur en extrait sec soluble dans les boissons et
sirops de Bissap.
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Figure 48 : Teneur en extrait sec soluble (ESS) des boissons et sirops d’extraits aqueux de
calices rouges de Bissap

L’extrait sec soluble des boissons varient de 140 a 224 gkg'respectivement avec les
entreprises Dakar 1 et Dakar 2. Cette forte variation s’explique par la différence de
formulation et notamment par la quantité de sucre ajoutée. En effet, les producteurs adoptent
les taux de sucre en fonction de I’appréciation des clients et du marché cible. Cependant, les
populations sont de plus en plus conscientes des risques sanitaires liés a la consommation des

boissons trop sucrées.

La variation de la teneur en extrait sec soluble est aussi importante dans les sirops de Bissap
(Figure 48). On note ainsi des valeurs allant de 666 a 775 gkg™. Cette variabilité est due au
taux de sucre ajouté pendant la formulation mais aussi a la durée du traitement thermique. En
effet, I’extrait soluble augmente durant I’évaporation de 1’eau pendant la production du sirop.
Cette étape peut €tre maitrisée d’une part par le contrdle au réfractometre et d’autre part par

un refroidissement rapide du sirop produit.

Le sucre est un agent dépresseur de 1’activité de 1’eau. On passe ainsi d’une activité de I’eau

(Aw) proche de 1 dans les jus pour atteindre un Aw d’environ 0,8 dans les sirops (Figure 48).
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Cette réduction de ’activité de 1’eau associée a une forte acidité et au traitement thermique
améliore la qualité microbiologique des sirops. En effet, contrairement aux échantillons de

boisson, les analyses ont montré 1’absence de flore microbienne dans les sirops.

2.3.3. Densité

La figure ci-dessous présente les résultats de la détermination de la densité dans les boissons
et sirops de Bissap produits par les industries locales.
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Figure 49 : Densité des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices rouges de Bissap

Les boissons de Bissap présentent des densités voisines de 1’eau avec une valeur moyenne de
1,05 a 25 C. Le processus de fabrication des sirops, avec I’ajout de sucre, favorisent une
augmentation de la densité. Les sirops présentent ainsi des densités allant de 1,30 a 1,55 a
25 °C (Figure 49). Ces densités sont proches des sirops de saccharose contenant une teneur

en extrait soluble de 600 a 650 g kg™
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2.3.4. Parameétres de couleur

a. Luminosité L*

Elle caractérise la capacité de I’échantillon a réfléchir plus ou moins de la lumiere. La
luminosité L* varient de 20 a 24 dans les boissons de Bissap. Les valeurs de L* sont plus

légérement plus ¢€levées dans les sirops avec un minimum de 26 et un maximum de 28

(Figure 50).
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Figure 50 : Luminosité CIE L* des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices rouges de
Bissap

b. Indice de couleur a*

Ce paramétre caractérise la nuance de couleur entre le rouge et le vert. Les extraits aqueux a
base de calices de Bissap présentent une coloration rouge intense due a la présence des
pigments anthocyaniques. Les sirops présentent une coloration généralement beaucoup plus
intense que les boissons. Cela s’explique par le fait que la proportion de calice est plus élevée
dans la formulation des sirops. Les valeurs de a* varient trés peu dans les échantillons de
boissons avec une moyenne de 10,8 (Figure 51). Par contre, dans les sirops, les valeurs de a*
sont tres différents en fonction des entreprises. La variabilit¢ de a* dans les sirops
s’expliquent d’une part par les différences de ratios calice /eau et de traitement thermique

dans les procédés de fabrication.
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Figure 51 : Indice de couleur CIE a* des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices
rouges de Bissap

c. Indice de couleur b*

Ce paramétre représente une nuance de couleur entre le bleu et le jaune. Les valeurs de b*
sont tres faibles dans les boissons avec un maximum de 1,76 (échantillon Dakarl). Par contre

les valeurs sont beaucoup plus élevées dans les sirops et varient de 5,3 a 6,8 (Figure 52).
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Figure 52 : Indice de couleur CIE b* des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices
rouges de Bissap

d. Chromaticité C*

On note de faibles variations de C* dans les boissons avec une moyenne de 11. Les valeurs de
C* sont plus importantes dans les sirops avec des valeurs allant de 12 a 26 (Figure 53). La

coloration rouge est beaucoup plus saturée dans les sirops que dans les boissons.

85



Résultats et discussion

30,00 -

25,00 -

20,00 -

15,00 - OBoisson

O Sirop

10,00 -

Saturation CIE C*

5,00 +

0,00 -

Dakar 1 Dakar 2 Kaolack Thies

Figure 53 : Saturation de la coloration CIE C* des boissons et sirops d’extraits aqueux de
calices rouges de Bissap

e. La tonalité chromatique h*

La teinte h* est globalement trés faible dans les échantillons analysés. On note ainsi des

moyennes de 1,4 et de 1,2 respectivement dans les boissons et dans les sirops
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Figure 54 : Tonalité CIE h* des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices rouges de
Bissap

2.4.Caractéristiques biochimiques des boissons et sirop d’Hibiscus sabdariffa L.
2.4.1. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux varie de 0,29 a 0,88 g/100g dans les boissons et de 0,15 a
0,26 g/100g dans les sirops d’hibiscus (Figure 55). Cette différence s’expliquerait par la

teneur en maticre seche soluble qui est plus importante dans les sirops que dans les boissons.
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Figure 55 : Teneurs en polyphénols totaux des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices
rouges de Bissap

2.4.2. Teneur en anthocyanes totaux

La concentration en anthocyanes totaux varie en moyenne de 500 a 1600 mgkg' dans les
boissons et de 430 a 980 mg kg dans les sirops d’hibiscus (Figure 56). Les teneurs en
anthocyanes dans les boissons et sirops dépendent des conditions de fabrication. Entre autres,
le ratio calice/eau ainsi que la taille des particules sont les principaux facteurs qui influencent
les rendements d’extraction des anthocyanes du Bissap (Cissé et al. 2012). Ainsi, le broyage
des calices sec favorise une meilleure diffusion des anthocyanes dans I’eau par augmentation
de la surface de contact. Les traitements thermiques appliqués pendant la pasteurisation
(boissons et sirops) ou la dissolution du sucre (sirop) entrainent une forte dégradation des
anthocyanes. En effet, de nombreuses études ont montré la sensibilité des anthocyanes aux
traitements thermiques (Aurelio, Edgardo, et Navarro-Galindo 2008; LIU, CAO, et PAN
2011).
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Figure 56 : Teneurs en anthocyanes totaux des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices
rouges de Bissap
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2.4.3. Teneur en vitamine C

La teneur en vitamine C varie en moyenne de 125 a 178,6 mg kg™ dans les boissons et de 10,3
a 22,5 mgkg" dans les sirops (Figure 57). Les traitements thermiques appliqués dans les
procédés de fabrication de ces sirops ne favorisent pas la préservation de la vitamine C. En
effet, plusieurs travaux ont montré la sensibilité thermique de cette vitamine dans les extraits
de fruits tels que les tomates (Marfil, Santos, et Telis 2008), les oranges (Manso et al. 2001) et

les citrons (Burdurlu, Koca, et Karadeniz 2006).
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Figure 57 : Teneurs en vitamine C totaux des boissons et sirops d’extraits aqueux de calices
rouges de Bissap

A la suite des analyses physicochimiques et sensorielles, nous avons évalué¢ la qualité

microbiologique de ces préparations.
2.5.Analyses microbiologiques des boissons et sirop a base de calices de Bissap

Les résultats des analyses microbiologiques réalisées sur les échantillons de boissons et de

sirops fabriqués par des entreprises sénégalaises sont présentés dans les tableaux 25 et 26.

Les boissons se caractérisent par une excellente qualité microbiologique pour toutes les
entreprises. En effet, la flore pathogéne recherchée est totalement absente dans tous les
¢chantillons analysés. Les microorganismes acidophiles comme les levures et moisissures et

les bactéries lactiques sont retrouvés dans les boissons mais en nombre limité.

Les sirops de Bissap sont de meilleure qualité microbiologique que les boissons a cause de
leurs propriétés physicochimiques et du procédé de fabrication. En effet, les fortes teneurs en
sucres dans les sirops entrainent une diminution de P’activité de 1’eau par conséquent une

inhibition du développement des microorganismes. En plus, les températures appliquées dans
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le procédé¢ de fabrication des sirops réduisent voir méme détruisent totalement la flore
microbienne. La faible charge de microorganismes acidophiles observée dans les sirops de

I’entreprise de Thies peut étre due a une contamination au cours du conditionnement.

Ces résultats montrent globalement que ces produits présentent une bonne qualité
microbiologique. Cependant, pour améliorer la qualité sanitaire, des mesures supplémentaires
doivent étre élaborées. C’est ainsi que dans le cadre du Projet AFTER, une mise en place de
bonnes pratiques de fabrication (BPF) a été proposée aux entreprises locales. Ces derniéres,

ont été encadrant et formées par une équipe compétente sur 1’application de ces procédures.
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Tableau 25 : Résultats des analyses microbiologiques sur les boissons Bissap (en UFC/g)

GERMES ENTREPRISES
(UFC/g) DAKAR 1 DAKAR 2 KAOLACK THIES

Flore mésophile aérobique totale 410° 355.10° 12.10° 150
Entérobactéries 0 0 0 0
Escherichia coli 0 0 0 0
Bacillus céréus 0 0 0 0
Staphylococcus aureus and CPS 0 0 0 0
Listeria monocytogenes 0 0 0 0
Salmonella 0 0 0 0
Clostridium perfringens 0 0 0 0
Levures et moisissures 173 2000 1200 540
Bactéries lactiques (LAB) 100 102 150 105

Tableau 26 : Résultats des analyses microbiologiques sur les sirops de Bissap (en UFC/g)

ENTREPRISES
GERMES
(UFC/g) DAKAR 1 DAKAR 2 KAOLACK THIES
Nombre de 0 0 0 0
microorganismes
Entérobactéries 0 0 0 0
Escherichia coli 0 0 0 0
Bacillus céréus 0 0 0 0
Staphylococcus aureus and 0 0 0 0
CPS
Listeria monocytogenes 0 0 0
Salmonella 0 0 0
Clostridium perfringens 0 0 0 0
Levures et moisissures 0 0 0 30
Bactéries lactiques 0 0 0 10
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2.6. Etude de la stabilité des boissons et sirop a base de calices pendant le stockage

2.6.1. Cinétiques de dégradation

La figure 58 présente 1’évolution de la teneur en anthocyanes des extraits au cours du

stockage a 4, 20, 30, 37 et 45 °C.
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Figure 58 : Evolution de la teneur en anthocyanes dans la boisson et le sirop de Bissap
pendant le stockage a différentes températures (4 a 45 °C)

L’allure des courbes montre que les anthocyanes se dégradent selon une cinétique de premier
ordre. Nous constatons que 1’augmentation de la température de stockage entraine une

dégradation plus importante des anthocyanes dans la boisson et le sirop d’hibiscus. Ainsi,
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lorsque cette température passe de 20 °C a 37 °C, la constante de vitesse de dégradation k
passe de 6,9.10'8 a 32,3.10'8 s dans la boisson et de 13,9.10'8 a 54,1. 10% s! dans le sirop.
Ainsi, la conservation a basse température favorise la stabilit¢ des anthocyanes dans ces
produits en augmentant leur durée de vie (Tableau 27). De ce fait, dans la boisson d’hibiscus,
la durée demi-vie des anthocyanes est de mois de 2 mois pour un stockage a 30 °C alors

qu’elle est d’environ 4 mois lorsque cette température passe a 20 °C.

Tableau 27 : Constantes de vitesse, durée de demi-vie et durée de destruction décimales des
anthocyanes des produits boissons et sirop de Bissap pendant le stockage

Température S k ti tin
Produits C) Expérimental | Modele | Expérimental Modcéele
10°%s™ (10%s™M) (jour) (jour)
4 0,68(0,02) | 102 1181 788
20 693 (0,12) | ©12 116 131
Boisson 30 16,15 (0.20) 17,08 50 47
37 3232(0,77) | 33.06 25 24
45 78,99 (193) | 1047 10 11
4 2,86 (0,21) 33 281 241
20 13.88 (036) | 14! 58 57
Sirop 30 33.2(0.72) 32,2 24 25
37 5412(138) | 557 15 14
4 101,45 (2,79) | 1010 8 8

Les anthocyanes sont plus stables dans la boisson que dans le sirop quelle que soit la
température de stockage. Ainsi, pour un stockage a 20 °C, la durée de demi-vie varie des
anthocyanes varie d’environ 4 mois dans la boisson a 2 mois dans le sirop. Cette différence de
stabilité peut s’expliquer par la variabilité dans les procédés d’¢élaboration de ces produits. En
effet, le traitement thermique appliqué au sirop dans la phase de dissolution du sucre et
d’évaporation de I’eau entraine un début de dégradation des anthocyanes qui se prolongerait
pendant le stockage. Des résultats similaires sont trouvés dans la littérature. Nous observons
ainsi que les anthocyanes des extraits obtenus pas macération a 30 °C sont plus stables

pendant le stockage que ceux obtenus par décoction a 100 °C (Cisse et al. 2012).

Cependant, une bonne stabilité des anthocyanes n’est observée que lorsque la conservation se

déroule a trés basse température. En effet, les pertes en anthocyanes augmentent fortement
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pour toutes les températures de stockage supérieures a 4 °C (Figure59). Ces pertes sont
seulement de 2,6 % dans la boisson et 8,3 % dans le sirop aprés un mois de conservation a
4 °C. Par contre, pour la méme durée, ces pertes sont supérieures a 15 % dans la boisson et le

sirop stockés a 20 °C.
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Figure 59 : Evolution des pertes en anthocyanes de la boisson et du sirop de Bissap au cours
du stockage a différentes températures (4, 20, 30, 37 et 45 °C)

A la suite de cette analyse de la dégradation des anthocyanes dans ces produits a base de
calices de Bissap, une modélisation des cinétiques a ¢été réalisée a partir des modeles
d’Arrhenius, de Ball et d’Eyring.
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Les parameétres cinétiques des trois modeles (Arrhenius, Ball et Eyring) sont présentés dans le

tableau 28. Nous pouvons observer qu’entre 4 et 45 °C, 1’énergie d’activation est presque

deux fois plus élevée dans le sirop que dans la boisson. Les anthocyanes des sirops sont ainsi

plus sensibles a 1’¢lévation de la température.

Tableau 28 : Paramétres des cinétiques de dégradation des anthocyanes de produits a base de
calices de Bissap au cours du stockage entre 4 et 45 °C

Modé¢le d'Arrhenius Modele d'Eyring Modéle de Ball
k3 Ea AS* AH* Do y/
Produits | (10°sh)  (kImol™) | Imol'K")  (kImol™) (jour) (°C)

Boisson | 17,08 (0,31) 75,8 (1,7)

Sirop | 32,25 (0,37) 61,1 (0,8)

38,6 (54) 73,3 (1,7)

81,8(2,7) 58,6 (0,8)

160 (3) 23,2 (0,5)

85(1) 27,9 (0.4)

Les trois modeles de prédiction permettent d’estimer avec une bonne précision la dégradation

des anthocyanes au cours de la conservation. La figure 60 montre que les pertes

expérimentales et les pertes calculées sont trés proches pour toutes les températures de

stockage. Les différences sont en moyenne inférieures a 2 %.

Figure 60 : Pertes en anthocyanes au cours du stockage des boissons d 'Hibiscus sabdariffa :
comparaison entre les valeurs réelles et les valeurs calculées avec le modéle d’Arrhenius

94




Résultats et discussion

3. ETUDE DE LA PRODUCTION DE CONCENTRES AQUEUX
3.1.Caractéristique physicochimiques des concentrés aqueux d’extraits de calices

d’Hibiscus sabdariffa L.

Les extraits aqueux ont été concentrés par €vaporation a différentes températures. Des

analyses ont permis de caractériser les produits obtenus par ce procédé.

3.1.1. Activité de I’eau (Aw)

L’activité de 1’eau est définie comme étant le rapport de la pression de vapeur d’eau dans une
solution donnée sur la pression de vapeur de 1’eau pure a la méme température. Nous
observons que ’accroissement de la teneur en extrait sec soluble pendant la concentration
s’accompagne d’une réduction considérable de I’activité de 1’eau dans les extraits aqueux de
Bissap (Figure 61). Ainsi, I’activité¢ de 1’eau passe d’une valeur de 0,974 dans I’extrait a

8,5 °Brix a 0,864 dans le concentré a 60 °Brix.

Activité de I'eau en fonction de I'extrait sec soluble
Aw a 25°C . R °
1,00 - Traitement a 75°C

0,98 -
0,96 -
0,94 -
0,92 -
0,90 - = Activité de |'eau Aw
0,88 -
0,86 -

0,84 T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70
ESS (°BRIX)

Figure 61 : Variation de ’activité de ’eau en fonction de la teneur en extrait sec soluble des

concentrés de Bissap

L’abaissement de I’activit¢é de 1’eau a pour conséquence une meilleure stabilit¢é a la
dégradation microbienne. En effet, de nombreux travaux ont montré que la croissance des
microorganismes, en particulier celle des bactéries, est généralement inhibée pour une activité
de I’eau inférieure a 0,9. Nous remarquons ainsi que D’activité de ’eau minimale de
croissance est de 0,97 pour le Clostridium botulinum E, 0,95 pour Escherichia coli et le
Vibrio cholerae, 0,94 pour le Stachybotrys atra et les Clostridiums botulinum A et B, 0,93

pour Bacillus cereus et Rhizopus nigricans, et 0,90 (Astoreca et al. 2007; Nummer, Shrestha,
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et Smith 2012) pour les Staphylococcus aureus anaérobique, Candida, Penicillium spp et
Aspergillus flavus (Abellana, Sanchis, et Ramos 2001). Par contre, certaines levures comme le
Saccharomyces baili et le Saccharomyces rouxi et la plupart des moisissures comme
[’Aspergillus parasiticus et Penicillum martensii peuvent se développer a des activité¢ de I’eau

inférieure a 0,9 voir méme 0,8 (Fontana 2007).

3.1.2. Viscosité

La viscosité des extraits d’hibiscus augmente progressivement pendant la concentration des
extraits aqueux de Bissap (Figure 62). Cette viscosité varie de 1,27 a 3,19 mPa.s entre
I’extrait non concentré (8°) et le concentré a 40°. Ensuite, elle augmente rapidement pour
passer de 20,99 mPa.s dans le concentré a 51° a 88,8 mPa.s dans le concentré final a 60 °Brix.
Cette variation de viscosité est similaire a celle des solutions aqueuses de saccharose dans les

mémes conditions de température.

100 - 9 (mPas)
90 -
80 -
70 - = Viscosité BISSAP
60 - viscosité saccharose
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 _# |H : . . ,
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0
ESS (°BRIX)

Figure 62 : Viscosité de 1’extrait aqueux de Bissap au cours du procédé de concentration sous

vide

En ce qui concerne I’extrait d’hibiscus a 60 °Brix, nous pouvons constater que son taux de
déformation varie de fagon linéaire avec les contraintes de cisaillement. Ce concentré présente
ainsi un comportement newtonien. Cela signifie que la viscosité reste constante quelle que

soit la valeur de la contrainte appliquée. (Figure 63).
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Figure 63 : Viscosité des extraits aqueux de calices de Bissap

3.1.3. pH des extraits aqueux

L’augmentation de la teneur en extrait sec pendant le procédé d’évaporation entraine un
accroissement de 1’acidité des extraits aqueux (Figure 64). En effet, le pH diminue fortement
pour passer de 2,49 dans I’extrait initial a 8,5 °Brix a une valeur de 1,78 dans le concentré a

60 °Brix.

pH
2,70 -

2,50 - °

2,30 - °
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Figure 64 : Variation du pH en fonction de la teneur en extrait sec soluble des extraits aqueux
de calices de Bissap
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Cette forte acidité conduit a une meilleure stabilit¢ microbiologique des concentrés
d’hibiscus. En effet, le développement des microorganismes est inhibé voire méme stoppé
pour des pH bas. En effet, le pH optimal de croissance est de 6,5 a 7,5 pour les bactéries, de
4,5 a 6,8 pour les moisissures et de 4 a 6,5 pour les levures. Pour des pH plus faible, I’activité

enzymatique et les réactions biologiques nécessaires a la croissance sont fortement affectées.

Ainsi, le pH minimal de croissances est en moyenne de 4,5 pour les bactéries et de 1,5 a 3,5
pour les levures et les moisissures. Dans ce cas, seules les bactéries acidophiles, les levures et
moisissures peuvent se développer dans les concentrés. Des travaux récents (Ndiaye et al.
2015) ont montré la présence de levures et moisissures dans les jus et sirop d’hibiscus. Pour
améliorer la qualité microbiologique, il devient ainsi nécessaire de mettre en place un procédé
de stabilisation microbienne. Une pasteurisation est souvent suffisante dans les jus de fruits
qui présentent un pH inférieur a 4,5. Cependant, les barémes de pasteurisation devront tenir
compte de la sensibilité thermique des pigments anthocyaniques. Dans certains cas, pour
¢viter le développement de levures et moisissures, les industries de production de jus font
recours aux conservateurs chimiques autorisés. Les benzoates et les sorbates ont montré une
bonne efficacité pour inhiber le développement des levures et des moisissures dans les

aliments (Davidson, Sofos, et Branen 2005; Karabulut et al. 2005).
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3.1.4. Paramétres de couleurs des extraits aqueux de calices

Les résultats de I’analyse des parameétres de couleur sont illustrés par la figure 65
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Figure 65 : Evolution des paramétres de couleur au cours du procédé d’évaporation des
extraits aqueux de calices de Bissap

L’évaporation entraine une forte modification de la coloration des extraits aqueux de Bissap.
Cela se traduit par une variation des paramétres de couleur avec 1’augmentation de la teneur

en extrait sec soluble (Figure 65).

La clarté du produit augmente avec L* qui passe de 6,97 dans 1’extrait initial a 8,5 °Brix a
14,21 dans le concentré (60 °Brix). Le paramétre b* ne varie que tres légerement de -4,8 dans
I’extrait initial a -4,78 dans le concentré a 60 °Brix. Par contre, le paramétre de couleur a*
(coloration rouge) diminue treés fortement en début d’évaporation et passe de 26,06 dans
I’extrait initial a 14,21 dans I’extrait a 20° Brix. Dans le concentré final (60 °Brix), a* atteint
une valeur de 12,17. Ainsi, la saturation de la coloration devient moins importante avec C*
qui passe de 26,38 dans I’extrait initial a 15,26 dans 1’extrait a 20 °Brix, puis a 13,07 dans le
concentré final (60 °Brix). Ainsi, la coloration rouge devient plus intense : on passe de la
couleur rouge clair dans I’extrait initial & une couleur rouge sombre (ou fonc¢) dans les

concentrés. Ce changement de la couleur est sans doute di a I’effet du traitement thermique.
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La dégradation de la couleur a été observée lors de la concentration des jus de grenade

(Maskan 2006) et du traitement des ananas (Chutintrasri et Noomhorm 2007).
3.2.Impact de la température d’évaporation sur la qualité des extraits

Afin d’évaluer I'impact de la température d’évaporation sur les pigments anthocyaniques, une
concentration sous vide est effectuée a 50, 60, 75 et 85 °C. Une évaporation est aussi réalisée
a la pression atmosphérique a 100 °C. Les concentrés obtenus ont une teneur en extrait sec
soluble finale proche de 60 °Brix. En plus, les teneurs en anthocyanes en fin de procédé sont

mesurées et comparées a celle de 1’extrait initial non concentré afin d’évaluer les pertes.

Les résultats obtenus montrent qu’a basse température, les anthocyanes des extraits aqueux
présentent une bonne stabilité. En effet, lorsque 1’évaporation est réalisée a 50 °C pendant une
durée de 234 min, les pertes en anthocyanes sont seulement de 1 %. Par contre, pour des
températures supérieures a 50 °C, le pourcentage de dégradation devient trés important. Ainsi,
les pertes en anthocyanes sont de 19 % pour une évaporation a 60 °C (160 min), de 21 % a
75 °C (145 min) et de 19 % a 85 °C (95 min). Cette faible différence de taux de dégradation
est due a une influence de la durée de traitement. Dans ce cas, une optimisation du flux
évaporatoire peut permettre de réduire le temps nécessaire pour concentrer les extraits afin de
préserver au mieux les anthocyanes. A la température de 100°C, bien que la durée de

I’évaporation soit la plus courte (73 minutes), les pertes en anthocyanes s’¢élevent a 43 %.

L’analyse des deux anthocyanes majoritaires identifiés dans les extraits montre qu’ils
¢voluent dans le méme sens que les anthocyanes totaux. La cyanidine sambubioside et la
delphinidine sambubioside présentent la méme sensibilité au traitement thermique lors de

I’évaporation sous vide (Figure 67).
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Figure 66 : Tencur en anthocyanes des concentrés d 'Hibiscus sabdariffa L en fonction de la
température d’évaporation
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Figure 67 : Evolution de la teneur en anthocyanes majoritaires des concentrés d’extraits
aqueux d 'Hibiscus sabdariffa L en fonction de la température d’évaporation
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3.3. Etude de la stabilité des extraits aqueux pendant le stockage

3.3.1. Cinétiques de dégradation des anthocyanes

Dans cette partie, nous avons étudié 1’influence de la teneur en extrait sec soluble sur la
stabilité des anthocyanes au cours du stockage. Pour cela, un concentré a 60°Brix produit par
évaporation sous vide a ét¢ dilué afin d’obtenir les extraits a 10, 20, 30, 40 et 50 °Brix. Ces

solutions sont ensuite stockées a différentes températures : 4, 20, 30, 37 et 45 °C.

La figure 68 présente I’évolution de la teneur en anthocyanes des extraits au cours de la
conservation. L’allure des courbes de dégradation semble correspondre a une régression
linéaire et la cinétique est ainsi supposée d’ordre 1. Plusieurs auteurs ont montré que la
dégradation des anthocyanes dans les extraits de fruits comme les oranges rouges (Kirca et

Cemeroglu 2003) et les fraises(Verbeyst et al. 2011) suit une régression d’ordre 1.

La dégradation des anthocyanes des extraits augmente en fonction de la température de
stockage (Tableau 29). Ainsi, les constantes de vitesse k a 4 °C varient de 1,48.10° a
42,62.10" s dans Iextrait a 10 °Brix, de 1,49.10"a 44, 77.10"s™" dans P’extrait & 30° et de
1,07.10"% 4 50,45.10® s dans I’extrait a 50 °Brix. Ces résultats sont conformes aux travaux
qui ont montré I’influence de la température sur la dégradation des anthocyanes dans les
extraits de végétaux tels que les mires (Jiménez et al. 2010), les jus de carottes noirs et les

oranges rouges (Kirca et Cemeroglu 2003; Kirca, Ozkan, et Cemerog™lu 2006).
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Figure 68 : Evolution de la teneur en anthocyanes des extraits de Bissap pendant le stockage a différentes températures : ¢, 4 °C ;*, 20 °C; e, 30°C; *,37 °C;
A, 45 °C
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Tableau 29 : Constantes de vitesse (k), durée de demi-vie (t;») et durée de destruction décimales (D)
des anthocyanes des extraits de calices de Bissap pendant le stockage (4 a 45°C)

Expérimental Modélisation
Extraits Tempoérature k ti2 k ti
e (1077 G) (107s7) G)
4 2,86 (0,43) 281 1,48 542
20 6,25 (0,60) 128 6,14 131
E10 30 12,50 (0,63) 64 13,85 58
37 21,81 (1,20) 37 23,73 34
45 52,64 (1,91) 15 42,64 19
4 2,66 (0,15) 302 1,53 525
20 5,99 (0,48) 134 5,78 139
E20 30 11,55 (0,61) 69 12,35 65
37 17,79 (0,88) 45 20,41 39 (2)
45 43,57 (1,12) 18 35,28 23 (1)
4 3,78 (0,18) 212 1,49 538
20 6,23 (0,35) 129 6,30 127
E30 30 12,18 (0,81) 66 14,34 56
37 23,06 (1,79) 35 24,73 32
45 59,34 (1,77) 14 44,76 18
4 1,30 (0,13) 619 2,13 377
20 5,56 (0,13) 144 8,20 98
E40 30 14,12 (0,43) 57 17,75 45
37 23,00 (0,04) 35 29,57 27
45 42,71 (0,69) 19 51,56 16
4 2,87 (0,24) 280 1,08 744
20 5,54 (0,37) 145 5,50 146
ES0 30 12,89 (0,76) 62 13,94 58
37 23,27 (1,34) 34 25,81 31
45 63,69 (1,42) 13 50,46 16
4 1,33 (0,05) 602 0,53 1506
20 5,64 (0,53) 142 4,32 186
E60 30 12,05 (1,24) 67 14,26 56
37 30,75 (2,36) 26 31,45 26
45 94,75 (4,64) 8 74,41 11
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En plus de la température de stockage, nous avons constaté que la dégradation des anthocyanes est
fortement influencée par le teneur en extrait sec soluble. L’impact de la teneur en extrait sec soluble
sur cette dégradation varie en fonction de la température (Figure 69). En effet, lorsque la température
est inférieure a 20 °C, les extraits les plus concentrés présentent une meilleure stabilité. Ainsi, a la
température de 4 °C, les valeurs de la constante de vitesse k sont 1,48.10'8, 1,07.10'8 et 0,53.10'8 s
respectivement dans les extraits a 10, 50 et 60 °Brix. Ce résultat est similaire a ceux de Kirca et
al.(2007) qui trouvent des constantes de dégradation de 1,38 10° jour', 1,15 10 jour” et
0,46 10° jour respectivement dans les extraits de carottes noires a 30, 45 et 64 ° Brix stockés a 4 °C
(Kirca, Ozkan, et Cemeroglu 2007a). Par contre, lorsque la température est supérieure a 37 °Brix, les
extraits les plus concentrés sont plus sensibles a la dégradation thermique. Ainsi, au cours du
stockage a 45 °C, les constantes de vitesse k sont de 42.64.10% s, 50,45.10°% s et 74,41.107% s
respectivement dans les extraits a 10, 50 et 60 °Brix. Dans ses travaux sur les cerises acides,
Cemeroglu et al. (1994) montrent la méme tendance a 50°C avec des constantes de vitesse de
3,99.103, 5,1.103 et 7,5.103 jour'1 respectivement dans les jus de cerises a 15, 45 et 71 °Brix
(Cemeroglu, Velioglu, et Isik 1994).

105



Résultats et discussion

14 -

10 -

Constante de vitesse k (10-8s%)
(0]

6 - |
4 .
[ ]
2 .
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
température de stockage (°C)
100 -

®-—10°BRIX

Constante de vitesse k (10-8s'1)

=@=60°BRIX

0 T T
30 35 40 45 50
Température de stockage (°C)

Figure 69 : Influence de la teneur en extrait sec soluble sur la vitesse de dégradation k des
anthocyanes des extraits de Bissap.
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Figure 70 : Evolution des pertes en anthocyanes des extraits aqueux de Bissap en fonction de la température de stockage : ¢, 4 °C ;*,20°C;*,30°C; *,

37°C; A, 45 °C.
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3.3.2. Modélisation et prédiction

Les modeles d’Arrhenius, de Ball et d’Eyring ont été¢ utilisés pour la prédiction de la
dégradation des anthocyanes dans les extraits aqueux de calices aux températures de 4, 20, 30,
37 et 45 °C. Nous avons d’abord déterminé les parameétres cinétiques pour chaque modele
(Tableau 30). En plus, une évaluation de la qualit¢ des modeles a ¢été réalisée par une

comparaison des résultats calculés par rapport aux résultats expérimentaux.

Tableau 30 : Paramétres des cinétiques de dégradation des anthocyanes pendant le stockage

entre 4 et 45 °C suivants les différents modeles de prédiction (Arrhenius, Ball et Eyring)

Modéle d'Arrhenius Modéle d'Eyring Modéele de Ball
k30 Ea AS* AH* D30 VA
Extraits (107%™ (kI mol™) | @ mol' K") (KJmol™) (jour) (°C)
E10 13,85 (0,61) 60,1 (3,6) 91 (12) 58,0 (3,6) 196 (8) 29,3 (1,6)
E20 12,35 (0,49)  562(3,2) | -105(11) 54,0 (3,2) 221 (8) 31,3 (1,6)
E30 14,34 (0,77) 60,9 (4.4) -87 (15) 59,0 (4.,5) 189 (9) 29,0 (1,9)
E40 13,46 (0,17) 57,0 (3.4) -88 (3) 59,0 (1,1) 154 (6) 28,4 (0,6)
E50 13,85 (0,61) 68,8 (4,1) -64 (13) 66,0 (4,0) 195 (8) 25,9 (1,3)
E60 14,26 (0,79) 88,4 (5.4) 2 (18) 86,0 (5,4) 190 (10) 20,2 (1,1)

Les énergies d’activation déterminées a partir du modele d’Arrhenius sont présentées dans le
tableau 31. Les valeurs sont supérieures a celles de Cissé et al.(2012) qui trouvent une énergie
d’activation de 26 kJ mol™ dans ses travaux sur des extraits de calices de Bissap a 42 g kg’
dans les méme conditions de température (Cisse et al. 2012). Cette différence est sans doute
due a ’impact de la teneur en extrait sec soluble. En effet, ’énergie d’activation déterminée
entre 4 et 45 °C est en moyenne de 62 kJ mol™ lorsque la teneur en extrait sec soluble est
comprise entre 100 et 500 g kg™'. Cependant, cette énergie d’activation est plus élevée dans
I’extrait concentré a 600 g kg avec une valeur de 88 kJ mol™ (Figure 71). Cette forte énergie
d’activation montre que 1’augmentation de la teneur en extrait sec soluble par le procédé

d’évaporation sous vide entraine une sensibilité a 1’¢élévation de la température.

108




Résultats et discussion

o
w
)

[00] (o]
a 3
1 1
——

Ea (kJ.mol?)

0]
o
I

~
w
1

. t
ol % bt

50 T
0 10 20 30 40 50 60 70

ESS (g/100g)

Figure 71 : Variation de I’énergie d’activation des anthocyanes en fonction de la teneur en
extrait sec soluble dans les extraits aqueux de calices de Bissap

Ces résultats sont conformes a ceux trouvés par plusieurs auteurs sur la dégradation des
anthocyanes dans les jus et concentrés de fruits (A. Garzon et Wrolstad 2002; Kirca, Ozkan,
et Cemeroglu 2007). C’est ainsi que dans leurs travaux sur la dégradation des anthocyanes
d’oranges rouges stockés entre 5 et 37 °C, Kirca et al. (2003) ont trouvé des énergies
d’activation de 73,2 et 80,9 kJ mol” respectivement dans les extraits a 450 et 690 g kg™
(Kirca et Cemeroglu 2003). La sensibilité thermique des concentrés s’expliquerait la baisse de
I’activité de ’eau. Jimenéz et al.(2012) ont mis en évidence que la réduction de I’activité de
I’eau favorise la dégradation des anthocyanes des jus de mire lors du traitement thermique

(Jiménez et al. 2012) .

L’augmentation de la vitesse de dégradation des anthocyanes avec la teneur en maticres
solides au cours du chauffage s’expliquerait par la proximité des molécules qui accélére les
réactions (Nielsen, Marcy, et Sadler 1993). Les travaux de Garzén et al (2002) révelent que
dans les fraises, la dégradation des anthocyanes se produit deés qu’elles sont transformées en
jus ou en concentrés et se poursuit pendant le stockage ; cette dégradation des anthocyanes est
plus élevée dans les concentrés par rapport au de jus de fruits. (A. Garzon et Wrolstad 2002).
Des tendances similaires ont été rapportés avec les anthocyanes dans la cerise (Cemeroglu,
Velioglu, et Isik 1994). Cependant, ces résultats semblent étre en contradiction avec ceux

publiés par certains auteurs qui montrent que la baisse I’activité de I’eau aurait un effet positif
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sur la stabilité thermique des anthocyanes (Lai, Dolan, et Ng 2009; Gradinaru et al. 2003;
Thakur et Arya 1989).

Les résultats de prédiction de la dégradation des anthocyanes dans les extraits sont de tres
bonne qualité. Les coefficients de corrélation entre les pertes expérimentales et les pertes
calculées par le modele sont en moyenne supérieurs a 0,96. En plus, les points sur la courbe
de comparaison sont trés proches de la premiére bissectrice, ce qui confirme la validité du
modele (Figure 72). Cependant, a la température de 4 °C, nous observons une sous estimation
des pertes par le modéle. Toutefois, les variations de pertes déterminées avec les deux

méthodes sont tres faibles et ne dépassent pas en moyenne 5 %.
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Figure 72 : Corrélation entre les pertes en anthocyanes expérimentales et les pertes calculées
selon le modele d’ Arrhenius au cours stockage des calices de Bissap

3.4.Etude de la stabilité au traitement thermique des extraits aqueux

Dans cette partie, nous avons ¢tudi¢ 1’influence de la teneur en extrait sec soluble sur la
dégradation des anthocyanes au cours du traitement thermique. Les extraits a 10, 40 et
60 °Brix ont été traités au bain-marie aux températures de 70, 80, 90 et 95 °C. La variation de

la teneur en anthocyanes totaux ainsi que I’indice brun et I’indice violet ont été¢ mesurés.
3.4.1. Cinétique de dégradation thermique des anthocyanes des extraits

Les allures des courbes de dégradation (Figure 73) indiquent que la réaction est du premier
ordre. Plusieurs auteurs ont trouvé des résultats similaires lors la dégradation thermique des
extraits anthocyaniques (Chisté, Lopes, et De Faria 2010; Cisse, Vaillant, Acosta, Dhuique-

Mayer, et al. 2009; Aurelio, Edgardo, et Navarro-Galindo 2008).
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Figure 73 : Dégradation des anthocyanes de 1’extrait aqueux de Bissap a 40 °Brix (E40)
durant les traitements a différentes températures : o , 70 °C ; +, 80 °C; A, 90 °C ; O, 95 °C.

La dégradation des anthocyanes augmente avec la température dans tous les extraits. En effet,
la vitesse de dégradation augmente fortement avec la température de traitement. Ainsi, entre
70 et 95 °C cette vitesse passe respectivement de 1,64.10° 4 5,13.10° min" dans I’extrait a
100 gkg", de 1,34.10° 45,17 10° min" dans 1’extrait & 400 g kg © Brix et de 1,70.107 a
9,53.10° min" dans Dextrait a 60 °Brix (Tableau 31). Par conséquent, la stabilité des
anthocyanes baisse fortement avec la température de traitement. Nous remarquons qu’entre
70 et 95 °C, les temps de demi-vie varient respectivement de 7,0 a 2,4 h dans ’extrait a

100 g kg, de 8,6 4 1,2 h dans extrait & 400 g kg™ et de 6,8 4 0,7 h dans I’extrait 2 600 g kg™

La méme tendance est observée pendant les traitements thermiques d’extraits anthocyaniques.
Nous observons qu’entre 70 et 90° C, les temps de demi-vie varient de 11,55 a 3,21h dans les
infusions de Bissap (Aurelio, Edgardo, et Navarro-Galindo 2008) et de 11,6 a 7,5 h dans les
anthocyanes de mais (Yang et al. 2008). Le mécanisme de dégradation des anthocyanes avec
la température n’est pas encore bien ¢€lucidé. Cependant, il est indiqué que les fortes
températures peuvent entrainer une modification de la structure des anthocyanes avec

formation des calcones.

111



Résultats et discussion

Tableau 31 : Effet du traitement thermique sur la constante de vitesse k et le temps de demi-
vie ti, durée de destruction décimale D des anthocyanes et de I’apparition de I’indice brun
des extraits aqueux de Bissap.

Anthocyanes Indice brun
. k ti2 D -k t12 D
Tt Temlz%ature (10°min) (h) (h) (10°min) (h) (h)
E10 70 °C 1,64 (0,08) 7,0 233 0,59 (0,02) | 19,4 64,4
80 °C 1,96 (0,10) 59 19,6 0,66 (0,07) | 17,5 58,1
90 °C 3,90 (0,25) 3,0 10,0 2,65 (0,92) 4,4 14,6
95 °C 4,80 (0,13) 2,4 8,0 5,49 (0,37) 2,1 7,0
E40 70 °C 1,34 (0,05) 8,6 28,6 1,03(0,07) | 11,2 37,2
80 °C 2,86 (0,57) 4,0 13,3 2,58 (1,04) 4,5 14,9
90 °C 5,17 (0,62) 2,2 7.3 4,61 (0,43) 2,5 8,3
95 °C 9,46 (0,21) 1,2 4,0 5,49 (0,37) 2,1 7,0
E60 70 °C 1,70 (0,05) 6,8 22,6 1,72 (0,18) 6,7 223
80 °C 3,30 (0,16) 3,5 11,6 2,66 (1,90) 4,3 14,3
90 °C 9,53 (0,20) 1,2 4,0 6,15 (0,47) 1,9 6,3
95 °C 17,04 (0,68) 0,7 2,3 6,80 (0,31) 1,7 5,6

La dégradation des anthocyanes est aussi largement influencée par la teneur en extrait sec
soluble. En effet, la vitesse de dégradation est d’autant plus forte que la teneur en extrait sec
soluble est grande. Par exemple, pendant le traitement a 80 °C, la constante k varie de
1,96.107, 2,86.107 et 3,30.10” min™ respectivement dans les extraits a 100, 400 et 600 g kg™
Cet effet est beaucoup plus marqué lorsque la température est plus élevée. Ainsi, pendant le
traitement a 95 °C, la vitesse de dégradation varie de 4,8.10'3, 9,46.10'3 et 17,04.10'3 min’!
respectivement dans les extraits a 100, 400 et 600 gkg' (Tableau 33). Ces résultats
confirment ceux trouvés dans plusieurs travaux montrant 1’influence de la teneur en extrait sec
soluble sur la stabilit¢ des anthocyanes lors des traitements thermiques. Par exemple, les
vitesses de dégradation des anthocyanes sont de 33,97.10'3 , 57,19.10'3 et 97,14.10'3 h!

respectivement pour des extraits de cerises a 150, 450 et 710 gkg™ traités a 80 °C
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(Cemeroglu, Velioglu, et Isik 1994). De méme dans les extraits de carottes noires traitées a
80 °C, les vitesses de dégradation des anthocyanes sont de 2,30.10'3, 2,57.10’3, 3,57.10'3 et
4,98.10° min™ respectivement dans des extraits a 110, 300, 450 et 600 g kg (Kirca, Ozkan, et
Cemeroglu 2007b).

3.4.2. Modélisation et prédiction

Les paramétres cinétiques obtenus a partir des modéles d’Arrhenius, de Ball et d’Eyring sont
représentés dans le tableau 32. Nous remarquons que 1’augmentation de la teneur en extrait
sec soluble entraine un accroissement de la sensibilit¢ a 1’¢lévation de la température de
traitement. Ainsi, I’énergie d’activation augmente deux fois plus importante dans ’extrait a
600 g kg que dans I’extrait 4 100g kg”'. L’augmentation de la vitesse de dégradation des
anthocyanes avec la teneur en matiéres solides au cours du chauffage s’expliquerait par la

proximité des molécules qui accélere les réactions (Nielsen, Marcy, et Sadler 1993).

Tableau 32 : Paramétres des cinétiques de dégradation des anthocyanes des extraits aqueux
de Bissap pendant le traitement thermique entre 70 et 95 °C suivant les différents modéeles de
prédiction

Mod¢le d'Arrhenius Mod¢le d'Eyring Mod¢le de Ball
k80 Ea AS* AH* D80 z
Extraits (10° min™) (kJ mol™) (Jmol'K™")  (kJ mol™) (10° min) ©0)

E10 | 3,72(0,15) 52,0(43) | -161(12) 48,0(43) | 1,58 (0,13) 46,9 (3,8)

E40 2,83(0,09)  83.5(2,8) 63(8)  82,0(2,8) | 1,81(0,09) 29,1(0,9)

E60 2,40(0,12)  1049(3,8) | -1(10)  103,0(3,8) |1,71(0,11) 23,1(0,8)

Les trois modeles de prédiction (Arrhenius, Ball et Eyring) permettent de faire une bonne
estimation de la dégradation des anthocyanes au cours du traitement thermique. En effet, les
parametres cinétiques calculés a partir de ces modeles sont proches des wvaleurs
expérimentales. Ainsi, ces modeles permettent de faire de bonnes prédictions des pertes en

anthocyanes au cours du traitement thermique. Ces résultats sont illustrés dans le tableau 33.
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Tableau 33 : Pertes expérimentales en anthocyanes et pertes estimées avec les modeles
d’Arrhenius, de Ball et d’Eyring pour I’extrait a E60 durant le traitement thermique a 90 °C

Temps (min) Pertes en anthocyanes (%)
Expérimentale Mode¢le d'Arrhenius | Modele Ball | Mode¢le d'Eyring

0 0,0 0,0 0,0 0,0
15 12,8 13,9 13,7 13,9
30 21,5 25,8 25,6 25,8
45 33,7 36,1 35,8 36,1
60 48,0 44,9 44,6 44,9
75 52,1 52,6 52,3 52,6
90 57,3 59,1 58,8 59,2
115 65,5 68,1 67,8 68,1
130 70,4 72,5 72,2 72,6
145 75,0 76,3 76,1 76,4

Afin de mettre en évidence 1’effet du traitement thermique sur les extraits aqueux de Bissap,

nous avons mesuré 1’évolution des spectres d’absorbation.

3.4.3. Evolution du spectre d’absorption durant les traitements thermiques

Nous avons observé une variation continue du spectre d’absorption mesurée entre 400 et
800 nm pendant les traitements thermiques des extraits (Figure 74). A ce niveau, nous
remarquons que la dégradation des anthocyanes des extraits s’accompagne d’une baisse de
I’absorbance a 520 nm. Ainsi, pendant le traitement a 70 °C entre 30 et 120 min, la densité
optique a 520 varie de 1,05 a 0,99 dans I’extrait a 100 g kg'l et de 0,91 a 0,71 pour I’extrait a
600 g kg, Cette baisse de ’absorbance, a la longueur d’onde maximale des anthocyanes,
observée dans de nombreux travaux (Cisse et al. 2012), confirme la sensibilit¢ des

anthocyanes aux traitements thermiques.

A partir de 90 °C, nous constatons une forte augmentation de 1’absorbance entre 400 et
450 nm en particulier pour Iextrait 4 600 g kg™'. Ainsi, dans cet extrait (E60), entre 30 et
130 min de traitement, la densité optique a 430 nm passe de 0,54 a 0,67 et de 0,55 a 0,76
respectivement pour les traitements a 90 et 95 °C. L’augmentation des absorbances a 430 nm
est sans doute liée a I’apparition de composés résultant du brunissement lors de la dégradation
des anthocyanes des extraits aqueux. Pour confirmer cette hypothese, I’analyse de I’évolution

de I’indice de brunissement a été réalisée.
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Figure 74 : Variation du spectre d’absorption des extraits aqueux de calices de Bissap en
fonction de la température et de la teneur en extrait sec soluble.
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3.4.4. Cinétique de dégradation de la couleur des extraits

Dans cette partie, nous avons déterminé la variation de 1’indice brun au cours du traitement
thermique. Nous pouvons observer sur les courbes (Figure 75) une augmentation de ’indice

brun selon une cinétique de réaction d’ordre 1.
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Figure 75 : Augmentation de I’indice brun (IB) des extraits aqueux de calices de Bissap au
cours des traitements thermiques a différentes températures : o, 70 °C ; +, 80 °C; A, 90 °C ;
0, 95 °C.

Les résultats obtenus montrent que le traitement thermique entraine le brunissement des
extraits aqueux de Bissap. L’indice brun augmente avec la température et la teneur en extrait
sec soluble. Nous observons Ainsi qu’entre 70 et 95 °C, la constante de vitesse varie de
0,59.10° 4 2,65.10° min"' dans D’extrait a 10 °Brix, de 1,03.10° a 4,61.10” min™ dans
I’extrait 4 400 g kg™ et de 1,72.107 4 6,15.10” min™ dans 1’extrait 4 600 g kg™'. Ces résultats
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montrent ainsi que la dégradation des anthocyanes des extraits a pour conséquence la

formation de composés bruns.

Les paramétres cinétiques des modeles de prédiction d’Arrhenius, d’Eyring et de Ball sont

déterminés et présentés dans le tableau suivant.

Tableau 34 : Paramétres cinétiques de l’indice brun selon les modéles de prédiction
(Arrhenius, Eyring et Ball) lors des traitements thermiques entre 70 et 95 °C des extraits
aqueux de Bissap.

Modzéles et paramétres
Modéle d’Arrhenius Modéle d’Eyring Modele de Ball
ksooc Ea AS* AH* Dso z
(10° min™") (kJ mol™) (I mol'K™) (kJ mol™) (10° min) (°C)
EXTRAITS
E10 0,66 (0,13) | 146,0 (14,7) 135 (42) | 156,7 (14,8) | 12,6 (0,1) | 17,3 (0,8)
E40 2,41 (0,15) 56,3 (5,3) -128 (14) 59,5 (5,3) 1,6 (0,2) | 43,9 (4,1)
E60 3,08 (0,24) 49,7 (6,5) -167 (17) 45,0 (6,3) 1,1(0,2) | 49,8 (6,5)

L’énergie d’activation de la réaction de brunissement augmente avec la teneur en extrait sec
soluble. Cette énergie est ainsi cinq fois plus importante lorsqu’on passe d’un extrait a
100 g kg™ a un extrait a 600 g kg'(Tableau 34). Ces résultats confirment que I’augmentation
de la teneur en extrait sec soluble accroit la sensibilit¢ des anthocyanes a la dégradation
thermique. Ainsi, la concentration des extraits entraine une sensibilité a une élévation de la

température.
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CONCLUSION ET PERPECTIVES

CONCLUSION

Dans le cadre de ce projet de recherche, I’objectif principal était d’étudier les voies de
valorisation des calices rouge d 'Hibiscus sabdariffa L. C’est ainsi que la caractérisation des
principales variétés de calices cultivée au Sénégal a été effectuée. Cette étape est suivie d’un
diagnostic des procédés traditionnels de transformation de ces calices en boisson et en sirop
par des entreprises locales. Enfin, la production d’un concentré anthocyanique a base de

calices d’hibiscus par évaporation sous vide a été réalisée.

Les résultats expérimentaux révelent que ces calices montrent des caractéristiques
physicochimiques et biochimiques tres distinctes. En effet, les variétés Vimto et CLT92 sont
plus riches en anthocyanes et en polyphénols totaux ; la variété Koor se distingue par un
faible pH et la variété Thai par une forte teneur en lipides. L’analyse de la variance (ANOVA)
montre que ces quatre variétés de calices présentaient des compositions significativement
différentes. Les paramétres caractéristiques de chaque variété de calice ont été identifiés par
I’analyse par composantes principales (ACP). Une combinaison de variables non corrélées et
simples & mesurer a ensuite permis de réaliser une bonne discrimination des variétés de
calices (AFD) et d’aboutir a leur classification avec un taux de réussite de 100 %. Ainsi, ces
résultats mettent en évidence que les variétés de calices peuvent étre identifiées a partir de

leur composition physicochimique.

L’analyse des extraits en HPLC-MS a montré que les quatre variétés de calices analysés
présentaient les mémes profils polyphénoliques. Les composés identifiés sont constitués de
quatre acides phénoliques (les isomeres 3, 4 et 5 de ’acide cafféoyl-quinique, et 1’acide
cafféoyl-shikimique), deux anthocyanes (la delphinidine sambubioside et la cyanidine
sambubioside) et sept flavonols (la myricétine sambubioside, la myricétine hexoside, la
quercétine rutinoside pentoside, la quercétine sambubioside, la quercétine hexoside et le
kaempferol rutinoside). Cette composition en polyphénols met clairement en évidence les
intéressantes propriétés sensorielles et thérapeutiques de ces calices. Une bonne stabilité des
anthocyanes est constatée dans les calices lorsqu’ils sont stockés a des températures
inférieures a 30 °C. C’est ainsi que ces produits sont retrouvés sur le marché pendant toute

[’année.
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Le diagnostic des procédés traditionnels de transformation des calices a été réalis€ en
collaboration avec de petites entreprises locales qui comptent moins d’une dizaine d’employés
pour la plupart. Les étapes successives dans les diagrammes de production des boissons et
sirops sont pratiquement les mémes pour toutes ces unités. Cependant, des différences
significatives sont notées en particulier dans la formulation (taux de sucre) et de traitement
thermique. Quelques étapes critiques ont fait 1’objet d’améliorations dans le cadre de ce
projet. Le broyage des calices a permis d’augmenter les rendements d’extraction aqueuse.
L’utilisation des poches filtrantes en polystyréne de 25 pum de diamétre, réutilisables pendant
plus de 6 mois, a permis d’aboutir a des filtrats de meilleures qualités et d’améliorer la
rentabilité. La maitrise du traitement thermique permet de préserver les qualités sensorielle,
nutritionnel et microbiologique des boissons et sirops de Bissap. La mise en place des
barémes de pasteurisation et le controle des températures par des thermomeétres manuels
facilitent considérablement cette étape. Une meilleure stabilité des boissons par rapport au
sirop a été observée pendant le stockage. La technique de dissolution du sucre a froid lors de
la formulation des sirops permettrait de réduire la consommation d’énergie et de préserver la
qualité nutritionnelle (anthocyanes, vitamine) de ce produit. La modernisation des outils de
production et le respect des bonnes pratiques de fabrication (BPF) permettra de rendre plus

compétitives nos entreprises locales.

La production de concentrés aqueuse est une nouvelle opportunité de valorisation de ces
calices de Bissap. Le procédé d’évaporation sous vide a permis de développer des concentrés
anthocyaniques de trés grandes qualités sensorielles et nutritionnelles. Les tests sensoriels
réalisés ont montré que les boissons produites a partir de ces concentrés sont trés appréciées
par les consommateurs africains et européens. Cependant, les conditions opératoires, et
particuliérement la température d’évaporation, sont des facteurs a maitriser pour garantir la
bonne qualit¢ de ce produit. En effet, seule une évaporation a basse température (50 C) a
permis d’aboutir 4 un concentré a 600 g kg sans dégradation notable des anthocyanes.
L’évaporation osmotique, réalisée a des températures inférieures a 40 °C, présente ainsi
comme une bonne alternative pour garantir la qualité des concentrés. Ces travaux ont aussi
mis en évidence I’influence de la teneur en extrait sec soluble sur la stabilité¢ des anthocyanes.
Cette dégradation augmente avec la température et correspond a une cinétique de réaction
d’ordre 1. Ainsi, la température doit €tre bien controlée dans les procédés de transformation
tels que la production des concentrés, des sirops et des confitures de Bissap. De méme, a

défaut d’utiliser les conservateurs alimentaires, les barémes de pasteurisation doivent étre
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optimisés afin de préserver la qualité sensorielle et nutritionnelle de ces produits. Les résultats
montrent aussi que la stabilité des anthocyanes diminue avec I’accroissement de la teneur en
extrait soluble. En effet, les pertes en anthocyanes et le brunissement des extraits sont plus
importantes dans le concentré a 600g kg™'. Par conséquent, pour assurer la qualité¢ de la
production et la stabilit¢ des anthocyanes des concentrés de Bissap, le recours a des procédés

de traitement a basse température s’impose.

PERSPECTIVES

En plus de la vulgarisation des résultats de ce projet dans le cadre des communications
scientifiques, des campagnes de sensibilisation et de formation peuvent étre entreprises. Les
populations devraient étre informées sur 1’intérét de la consommation des produits a base de
calices de Bissap. L’exemple du projet AFTER doit étre pris dans la formation des

transformateurs locaux de ces calices.
Ce travail de recherche peut étre amélioré et approfondi par quelques études supplémentaires.

Etude de la production des concentrés d’hibiscus par évaporation osmotique
Optimisation des conditions opératoires,

Etude de I’impact du procédé sur la qualité nutritionnelle et la stabilité du concentré,

NS KT

Etude de I’impact des conditions de séchage sur la teneur en anthocyane et la qualité

des calices :

v" Etude du séchage solaire au sol ou sur claie, caractérisation des conditions de
traitement traditionnelles et définition d’une humidité résiduelle.

v Etude du séchage a I’air chaud avec une température et humidité relative controlées.

3. Etude de la stabilit¢ de la couleur dans diverses matrices colorées a partir du
concentré a 600g kg™ d’extrait sec soluble.

v’ Utilisation du concentré pour colorer une matrice laitiére type yaourt.

v’ Utilisation du concentré pour colorer une matrice boisson type jus et/ou soda.
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