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RESUME

L’objectif de ce travail était de dépectiniser la purée de goyave a chair blanche (Psidium guajava)
par des pectinases industrielles d’Aspergillus niger et de clarifier par centrifugation le jus
dépectinisé de goyave. L’approche méthodologique a consisté a déterminer le mécanisme de
dégradation enzymatique de la pectine de goyave a chair blanche ; a déterminer I’effet de la
concentration en pectinase et du temps de contact enzyme-purée sur les caractéristiques
physicochimiques du jus de goyave a chair blanche issu de la dépectinisation ; a déterminer 1’effet
du temps et de I’accélération centrifuge sur les caractéristiques physicochimiques du jus clarifié
de goyave a chair blanche ; et enfin a identifier les conditions d’opérations de quelques
centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes. Il ressort de ce travail que la cinétique de
dégradation de la pectine commerciale décrit un profil hyperbolique de type michaélien. Les
parametres cinétiques Kv et Vmax sont respectivement de 1148,50 mg/L et 0,017 pmol/mL/min. Un
taux d’hydrolyse de la pectine de goyave a chair blanche supérieur a 77,70% a été obtenu avec les
concentrations enzymatiques de 0,055% m/m, 0,078% m/m et 0,100% m/m. La cinétique de
dégradation de la pectine de la goyave a chair blanche décrit un profil sigmoidal et le coefficient
de Hill (n) diminue de 7 a 4 avec la concentration en enzyme du fait de I’existence des phénoménes
de processivité, d’inhibition de certaines isoformes par le substrat/produits de la réaction. La
vitesse maximale Vmax augmente avec la concentration en enzyme de 60 a 280 mg/L/min. Le
traitement enzymatique entraine une augmentation considérable de la teneur en acide
galacturonique, de la couleur, et de la teneur en sucres solubles totaux. La viscosité apparente du
jus de goyave a chair blanche diminue considérablement dés la troisieme minute de traitement,
mais la diminution est beaucoup moins importante aprés et ce jusqu’a la 90*™ minute. Le pH, les

teneurs en protéines et polyphénols diminuent au cours du traitement ; alors que la capacité
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antioxydante n’est pas affectée par le traitement enzymatique. Au cours du traitement, il se produit
une diminution de la granulométrie des particules, une augmentation de la proportion de la phase
liquide et une amélioration de I’homogénéité du mélange telle qu’observées sur les images
photographiques. La centrifugation a permis d’obtenir plus de 90% m/m de jus de goyave. Elle
entraine une diminution de la surface des courbes de répartition granulométrique des particules et
aussi de la granulométrie moyenne, de la teneur en matiére séche, de la conductivité électrique,
des teneurs en protéines, et en pectine. La limpidité des échantillons de jus de goyave a chair
blanche et la teneur en sucres solubles totaux augmentent au cours de la centrifugation ; mais aucun
effet considérable n’est observé tant sur la teneur en acide galacturonique et que sur le pH. A
I’exception du jus de goyave a chair blanche centrifugé pendant 10 min a 1343g (3000 rpm), une
différence de moins de 10% a été observée entre le taux de clarification obtenu pour différentes
forces centrifuges : 1343g, 2388g (4000 rpm) et 3731g (5000 rpm). Les limites de séparation
particulaire pour des échantillons de 1343g sont 2669, 2200 et 1783 nm, correspondant a 20, 30 et
40 min de traitement respectivement. Les débits d’alimentation des centrifugeuses-décanteuses
continues a assiettes pour 1343g ont été déterminés. Pour ces centrifugeuses, les seuils de coupure
ou granulométries équiprobables (xs0) pourraient étre de 1887, 1556, 1261 nm, pour 20, 30 et 40

min, respectivement.
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ABSTRACT

The main objective of this thesis was to liquefy a white flesh guava puree (Psidium guajava) with
industrial pectinases from Aspergillus niger and to clarify by centrifugation the enzymatically
treated juice. The methodological approach consisted in, determining enzymatic guava pectin
depectinization mechanism; determining the effect of enzymatic treatment on the physicochemical
parameters of the juice; determining the effect of time and centrifugation speed on the
physicochemical parameters of the clarified juice; and, identifying operation conditions of some
potential disc stack centrifuges. These are the following outputs of this work. The depectinization
kinetics of commercial pectin exhibits a hyperbolic trend which fits the Michaelis-Menten model.
Kinetic parameters are Ky, 1148.50 mg/L and Vma, 0.017pumol/mL/min. The degree of guava
pectin hydrolysis greater than 77.70% was obtained for 0.055% wi/w; 0,078% w/w and 0.100%
w/w enzyme concentrations. For each enzyme concentration, guava pectin depectinization kinetics
exhibits a sigmoidal trend and the Hill coefficient (n) decreases from 7 to 4 with an increase in
enzyme concentration owing to the processivity mechanism, inhibition of some isoforms by their
substrate/products. The maximum velocity Vmax increases from 60 to 280 mg/L/min with an
increase in enzyme concentration. Enzymatic treatment leads to significant increase in
galacturonic acid and total soluble solid content, as well as the color of samples. Apparent viscosity
drops drastically in the first 3 min of treatment followed by a weak decay, up to 90min. pH values,
protein and polyphenol content decrease during treatment; but no significant effect on antioxidant
capacity was observed. Electron Microscope Images of samples revealed that particle size
decreased during treatment; whereas more liquid appeared and the homogeneity of the mixture
improved. Centrifugation enabled the recovery of more than 90% w/w of juice. It also led to a

decrease in surface of particle size distribution curves and the mean size, the dry matter content,
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the electric conductivity, and the protein and pectin contents. Clarity and total soluble solid content
of samples increased during centrifugation. No significant effect on pH and galacturonic acid
content was observed. Apart from the juice centrifuged within 10 min at 1343g (3000 rpm), a 10%
difference was observed between clarification efficiency obtained at 1343g, 2388g (4000 rpm) and
37319 (5000 rpm). The particle separation limits for juices at 1343g were 2669, 2200 and 1783
nm, for 20, 30 and 40 min, respectively. Feed flowrates of continuous disc stack centrifuges for
13439 were determined. For those centrifuges, estimated cut-off sizes (xs) were 1887, 1556 and

1261 nm, for 20, 30 and 40 min, respectively.
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INTRODUCTION GENERALE

La goyave a chair blanche (Psidium guajava) est un fruit du goyavier, plante cultivée en
zones tropicales et subtropicales avec une production mondiale en 2014 estimée a environ 6,2
millions (USAID, 2014). La valeur nutritive de la goyave, son godt, ses vertus thérapeutiques dues
aux composés phénoliques qu’elle renferme et leur capacité antioxydante, les teneurs élevées en
vitamines C et A lui conférent une place importante dans le classement des fruits. La teneur en
vitamine C de la goyave a chair blanche est au moins quatre (4) fois celle de ’orange. Les
appellations de « Super — fruit » et de « Pomme des tropiques » lui ont été attribuées (Nag et al.,
2011, Surajbhan et al., 2012 ; Ali et al., 2014). Elle est un fruit climactérique fortement périssable
qui a une durée de vie d’environ 3 a 4 jours aprés marissement lorsqu’elle est maintenue a la
température ambiante. Elle est le plus souvent consommee a 1’état frais, mais peut également étre
transformée en plusieurs autres produits dérives tels que la confiture, la gelée, la poudre, les
conserves de fruits, le concentré de goyave, la purée, le nectar, mais également le jus de goyave a
chair blanche (Wu et al., 2005). La fabrication de ce dernier et d’autres produits dérivés liquides
nécessite 1’obtention au préalable d’une purée qui contient plusieurs particules en suspension et
des scléroides (granulats) qui la rendent dense, trouble et epaisse (Wu et al., 2005). A ces particules
et granulats s’ajoutent des macromolécules telles que la pectine, la cellulose, I’hémicellulose, la

lignine.

La pectine est un polysaccharide relativement complexe, de structure hétérogene,
négativement chargée et acide (Jayani, Saxena et Gupta, 2005 ; Prasanna, Prabha et Tharanathan,
2007). Sa masse moléculaire élevée, son degré de méthoxylation et la présence dans sa structure
de plusieurs groupements hydroxyles lui conférent une capacité élevée de rétention d’eau, avec

pour consequence une valeur relativement élevee de la viscosité du jus de goyave. Elle provoque



I’encrassement et le colmatage de la membrane de filtration au cours de la clarification du jus avec
pour consequence la diminution du rendement en jus (Lee et al., 2006). L’hydrolyse de la pectine
est indispensable. Celle-ci peut se faire entre autre par voie enzymatique. La teneur en pectine de
la goyave a chair blanche fraiche est comprise entre 0,77 et 0,99 % en base humide, tandis que
celle de la purée fraiche est comprise entre 0,26 et 1,2% m/m (Prasanna et al., 2007 ; Combo,

Aguedot et Paquot, 2011).

Les pectinases sont les enzymes qui hydrolysent les macromolécules de pectine. Elles
peuvent étre d’origine végétale, bactérienne ou fongique ; cette derniére étant la plus préférée pour
les applications industrielles. Pour des raisons d’efficacité et des critéres d’acceptabilité dans
I’industrie agro-alimentaire, les pectinases d’Aspergillus niger sont les plus utilisées (Gummadi et
Panda, 2003). Le jus issu du traitement enzymatique de la purée a une viscosité apparente et une
teneur en pectine plus faibles, facilitant ainsi I’opération de clarification (Lee et al., 2006). Ces
propriétés technologiques ont été exploitées dans plusieurs travaux de la bibliographie concernant
le jus de goyave a chair blanche blanche (Nso et al., 1998 ; Kaur et al., 2009 ; Kaur et al., 2011 ;
Suradjbahan et al., 2012 ; Le et al., 2012 ; Akesowan et Choonhahirun, 2013 ; Nguyen et al.,
2013 ; Marcelin et al., 2017). Dans la majorité de ces travaux, la dépectinisation a été couplée a la
clarification par centrifugation qui s’est faite a une vitesse et un temps fixes. Il en a résulté une
augmentation ou une diminution plus ou moins considérable des parametres physicochimiques du
jus a I’issue de la dépectinisation. Sur le plan phénoménologique, le mécanisme moléculaire de la
dépectinisation enzymatique de la purée de goyave n’a pas été décrit par ces équipes de recherche.
Sur le plan technologique, la détermination de I’effet du temps et de I’accélération centrifuge sur
les caractéristiques physicochimiques du jus de goyave a chair blanche et les performances de

clarification des centrifugeuses de laboratoire n’a pas été faite par ces chercheurs. De plus, les



travaux ne décrivent pas la prédiction de la performance de centrifugation du jus de goyave a chair
blanche d’une centrifugeuse-décanteuse continue a partir de celle des centrifugeuses de laboratoire
utilisées. L’objectif général de ce travail était de depectiniser la purée de goyave a chair blanche
(Psidium guajava) cv Lucknown — 49 par les pectinases industrielles d’Aspergillus niger et de

clarifier le jus de goyave a chair blanche par centrifugation. Il s’est agi spécifiquement de :

- Déterminer le mécanisme de dépectinisation enzymatique de la purée de goyave a
chair blanche avec pour hypothése : I’hydolyse enzymatique de la pectine de goyave a chair
blanche n’obéit pas au mécanisme classique de Michaelis Menten ;

- Déterminer 1’effet de la concentration en pectinases et du temps de contact enzyme-
purée sur les caractéristiques physicochimiques du jus de goyave a chair blanche issu de la
dépectinisation avec pour hypotheése : les caractéristiques physicochimiques du jus de goyave a
chair blanche issu de la dépectinisation dépendent de la concentration en pectinases et du temps
de contact enzyme-purée ;

- Déterminer I’effet du temps et de la force de centrifugation sur les caractéristiques
physicochimiques du jus clarifié de goyave a chair blanche avec pour hypothése : les
caractéristiques physicochimiques du jus clarifié de goyave a chair blanche dépendent des
conditions de centrifugation ;

- Identifier les caractéristiques opérationnelles d’une centrifugeuse-décanteuse
continue a partir de la performance d’une centrifugeuse de laboratoire a rotor conique avec pour
hypothese : le taux de clarification du jus de goyave a chair blanche blanche par une centrifugeuse
de laboratoire a rotor conique fixe les limites de fonctionnement d’une centrifugeuse-décanteuse

continue.
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CHAPITRE 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 La goyave

1.1.1 Origine et distribution

La goyave a chair blanche est un fruit originaire de 1I’Amérique Centrale et du Sud du
Mexique. Les explorateurs espagnols ont amené la goyave a chair blanche aux Philippines et les
portugais I’ont disséminée des Philippines jusqu’en Inde. Elle est actuellement cultivée dans les
parties tropicales et subtropicales du monde sur presque tous les types d’habitat comme 1’un des
fruits les plus utilisés dans le monde (Wu et al., 2005). Sa production mondiale moyenne entre
2015 et 2017 est de 6 752 500 tonnes. Le Tableau 1 donne la production des principales régions,

de méme que les premiers pays dans le monde.

Tableau 1 : Production moyenne de la goyave a chair blanche entre 2015 et 2017 selon les

régions et les pays

Pays ou continents producteurs Volume (*1000Tonnes)
Asie 5519,3
Amérique du Sud 574,1
Afrique 435,6
Amérique Centrale et Caraibes 223,5
Inde 3885,0
Pakistan 474,2
Chine 365,5
Brésil 353,2
Indonésie 264.,8
Thailande 218,1
Malaysie 49,5

Source : Altendorf, 2018.



Sur le plan de la consommation, les Etats-Unis sont le premier pays importateur de goyaves
provenant du Mexique, 1’Inde, le Brésil, ’Equateur, la Colombie, les Républiques Dominicaines,
les Philippines, I’ Afrique du Sud, la Thailande et Taiwan (Jules et Robert, 2008 ; Hassan, Khurshid

et Igbal, 2012 ; Hernandez et al., 2012 ; Altendorf, 2018).

La goyave a chair blanche fait partie des fruits les plus populaires et les plus consommeés a
cause de son co(t relativement faible comparé a celui de plusieurs autres fruits, sa valeur nutritive,
son goit, ses vertus thérapeutiques dues aux composés phénoliques qu’elle renferme et leur
capacité antioxydante, les teneurs élevées en vitamines C et A ; ce qui lui confére I’appellation de

"Pomme des tropiques™ (Nag et al., 2011).

1.1.2 Description botanique

Le goyavier (Psidium guajava) est un arbuste de la famille des Myrtaceae. Le goyavier est
un arbuste dicotylédone, ou un arbuste a feuillage peu persistant, généralement haut de 3 a 10 m
et possédant plusieurs branches ayant des branchettes incurvées. Les branchettes possedent des
feuilles opposeées. Ces feuilles sont dépourvues de stipules et possedent de courts pétioles longs de
3 a 10 mm. Il posséde une écorce d’aspect variant du clair au brun rougeatre. Les fleurs sont
blanches, et 2 ou 3 fleurs peuvent étre présentes au niveau de 1’aisselle de la feuille. Ces fleurs

possédent 4 a 6 pétales incurvées et une anthere jaune (Orwa et al., 2009).

En fonction de la forme de la goyave, les cultivars peuvent étre classés en deux grands
groupes : les pyriferum (goyave a chair blanche a la forme de la poire) ou goyave a chair blanche
pear et les pomiferum (forme ronde) ou goyave pomme. La couleur de la chair peut étre rose,
saumon, blanche ou jaune ; cependant les cultivars sont le plus souvent classés en goyaves a chair

rose et goyaves a chair blanche. Sur les goyaviers naturels, le diametre des fruits varie entre 3 et 7



cm ; tandis que sur des goyaviers de culture, ces diameétres peuvent atteindre 13 cm. La masse des
fruits peut atteindre 700g. La goyave renferme de petits pépins durs dont le nombre varie entre
153 et 664 par fruit. Des variétés dépourvues de pépins ont également été développées. La couleur
de la peau du fruit mdr est jaune, et sa texture peut étre lisse ou rugueuse (Paull et Bittenbender,

2008 ; Sidhu, 2012).

La Figure 1 présente une image du goyavier de la goyave verte.

(A) (B)

Figure 1 : (A) Photo du goyavier en floraison, (B) Photo des fruits verts sur le goyavier
1.1.3 Ecologie et culture

Le goyavier se développe sous un climat tropical et subtropical. Il s’adapte facilement aux
climats chauds, mais se développe aussi dans les climats secs ou humides. Il se développe dans
une aire ouverte comme la savane. Le goyavier est un arbuste résistant qui s’adapte aux conditions

diverses de croissance. Il peut résister a des températures élevées, mais les meilleurs rendements



sont obtenus a des températures comprises entre 23 et 28°C. Les températures inférieures a 23°C
ou supérieures a 27°C pendant la floraison diminuent considérablement la production des fruits.
Dans les régions tropicales, les goyaviers quiescents résistent a la faible gelée et, a des
températures supérieures a 16°C, 3,5 a 6 mois suffisent pour obtenir la floraison et la production
des fruits. Le goyavier peut survivre a une altitude de 2000 m. Une pluviométrie optimale de 1000
— 2000 mm/an est optimale, bien qu’il se développe également sur des sols arides ou la
pluviométrie est sensiblement égale a 25 cm. Pour une production maximale, il exige une
pluviométrie s’étendant sur toute I’année. Il se développe mieux sur des sols acides (pH 4,5) ; mais
il peut aussi se développer sur des sols alcalins (pH 8,5). 1l se développe également sur des sols
pauvres avec un bon drainage. La production et la croissance sont meilleures sur des terres
argileuses ; mais il peut aussi se développer sur des sols sableux. Il peut résister a des vitesses de
vent de I’ordre de 16 — 32 km/h (Paull et Bittenbender, 2008 ; Orwa et al., 2009 ; Hassan et al.,

2012).

Le goyavier commence a produire du fruit 1 a 2 ans apres le plantage. La période de
floraison a lieu pendant les mois de juin et juillet (saison des pluies) et la période de récolte s’étend
de I’automne a I’hiver. La floraison sous un systéme artificiel d’irrigation a lieu entre février et
mai avec une période de récolte s’étendant du printemps a 1’été. Les goyaviers qui sont issus des
techniques telles que le greffage ou le bourgeonnement peuvent porter les fruits 1 an apres le
plantage, alors que les goyaviers issus des semis peuvent porter les fruits 2 ans aprés le plantage.

Les goyaviers issus des semis peuvent produire des fruits pendant 15 a 30 ans (Orwa et al., 2009).



1.1.4 Composition chimique et valeur nutritionnelle

La goyave est constituée de 20% de peau, 50% de chair et 30% de pépins. C’est un fruit a
faible valeur calorifique (275kJ/100g) et a faible teneur en protéine (environ 1%). Pendant le
marissement, les solides solubles totaux et les sucres solubles augmentent de 10,5% a 12,75% et
de 4,81% a 7,32% respectivement. La teneur en acide ascorbique augmente de 118,53 a 199,26
mg/100g, alors que I’acidité du fruit diminue de 0,72% a 0,55%. L’acidité provient des acides
citrique, malique, glycoligue, tartrique et lactique. Les teneurs en glucose, fructose et saccharose
varient d’un cultivar a 1’autre avec les cultivars rencontrés en Chine connus pour étre ceux aux

teneurs les plus élevées (Sidhu, 2012).

La goyave est également une bonne source de Phosphore, calcium, et fer, ainsi que de
nombreuses vitamines (Vitamine C, niacine, acide pantothénique, thiamine, riboflavine et
vitamine A). La teneur en composeés phénoliques décroit au cours du ramollissement. Elle contient
des composés comme la guaijavarine, la quercitine. Elle est trés riche en composés aromatiques
tels que: I’acide acétique, le 3-hydroxy-2-butanone, le 3-méthyl-1-butanol, le 3-
méthylbutanoique, le (Z)-3-hexén-1-ol, le 6-méthyl-5-hepten-2-one, le limonéne, 1’octanol,
I’éthyloctanoate, le 3-phénylpropanol, I’alcool cinnamyl, 1’a-copaene. Elle est également riche en

pectine (0,1-1,8%) (Orwa et al., 2009 ; Sidhu, 2012 ; Ali et al., 2014).

Le Tableau 2 suivant présente la composition et la valeur nutritionnelle de la goyave.



Tableau 2: Composition et valeur nutritionnelle de la goyave

Composants Teneurs (/100g de purée)
Teneur en eau () 82
Protéines (g) 1,1
Lipides (g) 04
Glucides (g) 15,7
Fibres (g) 5,3
Cendres (g) 0,73
Vitamine C (mg) 260
Fer (mg) 0,31
Calcium (mg) 20
Phosphore (mg) 25
Magneésium (mg) 10
Potassium (mg) 284
Sodium (mg) 3
Cuivre (mg) 0,103
Sélénium (ug) 0,6
Vitamine E (mg) 0,73
Vitamine A (ug) 31
Thiamine (mg) 0,05
Riboflavine (mg) 0,05
Niacine (mg) 1,20
Pyridoxine (mg) 0,143
Folate (ug/100g de purée) 14

Source : USDA, 2004 ; Ashaye et al., 2005.

La goyave est quatre (4) fois plus riche en vitamine C que I’orange et elle est une bonne

source de fibres alimentaires (Surajbhan et al., 2012).



1.1.5 Utilisations

La goyave a chair blanche est un fruit climactérique extrémement périssable qui a une durée
de vie d’environ 3 a 4 jours lorsqu’elle est maintenue a la température ambiante. La goyave a chair
blanche est consommée soit fraiche, soit transformée en d’autres produits. A cause de son faible
co(t, elle a une grande importance économique. La goyave a chair blanche peut étre transformée
en produits dérivés liquides ou semi-solides. La purée non pasteurisée et le jus de goyave a chair

blanche peuvent étre obtenus en suivant le schéma simplifié du procédé décrit a la Figure 2.

- Eau
. Murissement -
Recolte | » 25+3°C/2-7 jours | Triage l Brossage *@
lGoya_vg Lavage |—»
endomnL—
Eau

Ou non mures

v

Q)-> Rincage Triage Parage | Broyage | pulpage —»@

lEau souillée  + lGoyaves lCorps l Pépins +
+

y

A 4

Détergent endommagées ¥ étrangers fragments fibreux
Solution de lavage Préparation
Eau enzymatique
. Purée . ) . .
—»| Affinage [ de Mélange (—»| Dépectinisation |—»| Filtration =
lParticules l Particules non
caillouteuses hydrolysées
. " S . Jus de
Pasteurisation [»| Refroidissement » Microfiltration —» Conditionnement Goyav

l Particules

Figure 2 : Schéma simplifié du procédé de fabrication de la purée et du jus de goyave a
chair blanche (Wu et al., 2005)
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Le concentré de goyave a chair blanche peut étre fabriqué a partir de la purée ou du jus de
goyave a chair blanche clarifié. Des concentrés de teneur en sucres solubles totaux d’environ 66°
Brix peuvent étre obtenus pour augmenter la durée de conservation ou pour le transport par bateau.
Le nectar de goyave a chair blanche peut étre fabriqué a partir de la purée, du jus de goyave a chair
blanche clarifié et le concentré en les mélangeant avec de ’eau, du saccharose, de 1’acide citrique
et autres additifs pour obtenir un nectar trouble ou un nectar clair. D’autres produits dérivés
liquides pouvant étre fabriqués a partir du jus de goyave a chair blanche clarifié de goyave a chair
blanche sont la gelée, les mélanges de jus ou de nectar de fruits, les boissons gazéifiées de goyave,

le vin de goyave a chair blanche (Wu et al., 2005).

Les produits dérivés semi-solides a base de goyave a chair blanche comprennent la barre
de goyave, les confitures, les gelées, les bonbons, les conserves de fruits, les cannettes de goyave
a chair blanche et le « beurre de goyave a chair blanche ». La goyave a chair blanche peut
également étre utilisée pour enrichir les produits laitiers. Les autres parties (troncs, feuilles)
peuvent étre utilisées pour produire du charbon, produire de 1’alcool, extraire les huiles
essentielles, faire la pratique de 1’aquaculture (Wu et al., 2005 ; Orwa et al., 2009 ; Nag et al.,

2011 ; Teixeiraet al., 2011).

La goyave a chair blanche a de nombreuses vertus thérapeutiques. Elle possede des
propriétés antioxydantes. Le fruit est riche en vitamine C. La consommation du fruit peut avoir a
long terme des effets cardioprotectifs résultant de 1’effet antioxydant. Le fruit est aussi une source
de fibres alimentaires. La goyave a chair blanche est laxative. Elle permet ainsi une amélioration

de I’état de santé (Yamashiro et al., 2003; Jimenez-Escrig et al., 2001).
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1.2 LESPECTINES

1.2.1 Structure de la pectine

Les membranes cellulaires des végétaux sont les éléments majeurs qui contribuent a la
forme et aux propriétés des structures végétales. Les polysaccharides de la membrane cellulaire
des végétaux tels que les pectines, les celluloses, les hémicelluloses, les polysaccharides de réserve
tels que I’amidon et le galactomannane, les gommes et les mucilages, constituent un mélange trés
diversifié de biopolyméres, lesquels jouent un réle important en tant qu’éléments de structure. La
pulpe des fruits ou leur mésocarpe est la partie comestible du fruit et est composée de cellules de
stockage. Ces cellules sont caractérisées par une membrane constituée d’un réseau complexe de
polysaccharides et de protéines, laquelle confere aux tissus une force mécanique. La paroi
cellulaire primaire contient en base séche 35% de pectines, 25% de cellulose, 20% d’hémicellulose
et 10% de protéines de structure riches en hydroxyproline (Prasanna et al., 2007 ; Howell et Davis,

2005 ; Willats et al., 2001).

Les pectines sont des macromolécules glucidiques complexes a haut poids moléculaire,
négativement chargées et acides, existant dans le régne végétal. Contrairement aux protéines, aux
lipides et acides nucléiques, elles n’ont pas un poids moléculaire défini et celui-ci varie d’un fruit
ou légume a I’autre (Jayani et al., 2005). Elles sont tres abondantes dans la lamelle moyenne ou
elles assurent une adhésion intracellulaire, contribuant ainsi a la fermeté et a la structure des tissus
végétaux. Elles sont présentes en quantité réduite ou sont absentes dans les membranes cellulaires
secondaires (Willats et al., 2001 ; Gummadi et Panda, 2003). Les molécules de pectine étant
négativement chargées, elles peuvent étre complexées par des cations divalents tels que les ions

calcium et magnésium présents dans les interstices. L’association avec lesdits cations confere la
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fermeté. Elles jouent un rdle important dans 1’adhésion et le maintien des cellules des tissus
végétaux, servant de ciment qui rattache ces cellules les unes aux autres (Prasanna et al., 2007 ;

Jayani et al., 2005 ; Combo et al., 2011).

Sur le plan structurel, les pectines sont généralement considérées comme une alternance
des zones dites lisses et des zones dites hérissées. Les premieres zones sont aussi connues sous le
nom d’homogalacturonane, tandis que les deuxiémes zones sont connues sous le nom de
rhamnogalacturonane | (Koubala et al,. 2008, Nikoli¢ et Mojovic, 2007). Plusieurs groupements
ou chaines polysaccharidiques peuvent étre rattachées a 1’homogalacturonane : les
xylogalacturonanes, les apiogalacturonanes, les rhamnogalacturonanes, les arabinanes, les
galactanes et les arabinogalactanes. Cette association permet de décrire les pectines comme étant
constituees essentiellement de trois domaines distincts dans les parois cellulaires végétales : le
rhamnogalacturonane 1l (RG-II), le rhamnogalacturonane | (RG-I) et 1’homogalacturonane

(Combo et al., 2011 ; Howell et Davis, 2005).

L’homogalacturonane (HG) est un polymere linéaire constitué uniquement d’acides D-
galacturoniques reliés entre eux par des liaisons o - (1 — 4) et dont les fonctions carboxyliques et
alcools peuvent étre estérifées respectivement par du méthanol en position C6 et par ’acide
acétique en position C2 ou C3. Il a une longueur d’environ 100 nm. L’homogalacturonane
représente environ 60% des pectines de la paroi cellulaire (Combo et al., 2011 ; Prasanna et al.,
2007 ; Brudieux, 2007). Le squelette d’homogalacturonane serait constitué de 100 résidus de
I’acide galacturonique (Salas-Tovar et al., 2017). Les acides galacturoniques de
I’homogalacturonane peuvent étre substitués en O3 par les résidus de Xxylose pour obtenir un
domaine connu sous le nom de xylogalacturonane (XGA) qui est trés répandu. Dans ce domaine,

les résidus supplémentaires de xylose peuvent étre liés au premier xylose par des liaisons § — (1 —
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4) (Willats et al., 2001 ; Harholt et al., 2010). Les acides galacturoniques peuvent également étre
substitués en O2 ou O3 par des chaines latérales de B-D-Apiofuranose (Apif) et de B-D-Apif-(1,3")-
B-D-Apif pour obtenir le domaine connu sous le nom d’apiogalacturonane dont la fonction

biologique n’est pas connue (Brudieux, 2007).

En fonction du taux de méthylestérification, I’homogalacturonane peut étre désigné par
pectine (taux de méthylestérification élevé) ou acide pectique (taux de méthylesterification faible).
Les pectines dont les unités linéaires d’homogalacturonane ont plus de 50% de 1’acide
galacturonique méthyl-esterifiés au niveau du carbone C6 sont appelées « pectines HM
(Hautement méthylées) » ; tandis que celles dont les unités possedent un pourcentage plus faible
sont appelées « pectines LM (faiblement méthylées) » (Salas-Tovar et al., 2017). Le taux de
méthylestérification des régions homogalacturonanes détermine leur capacité d’interaction.
L’élimination des groupements méthoxyl confére a I’homogalacturonane la capacité de former des
liaisons avec les ions calcium, ce qui conduit a la formation des gels (Brudieux, 2007 ; Ralet et al.,

2005 ; Willats et al., 2001).

Le Rhamnogalacturonane I est une famille de polysaccharides pectiques qui represente 7 a
14% des pectines. C’est un polymere ramifié¢ dont le squelette n’est pas un polymeére de 1’acide
galacturonique, mais une répétition d’unités disaccharidiques de [o - (1 — 4) — D - acide
galacturonique - (1 — 2) — a — L — rhamnose]. Le nombre d’unités disaccharidiques peut étre
supérieur a 100. Les résidus de rhamnose peuvent étre ramifiés en leur O-4 par les sucres neutres
et la proportion des résidus pouvant étre ramifiés peut varier d’environ 20% a environ 80% en
fonction de la source de polysaccharide. Ces chaines ramifiées sont principalement composeées de
résidus de galactosyl et/ou d’arabinosyl. Elles comprennent une unité simple de [ — D — Galp —

(1 — 4)], mais aussi des unités polymériques telles que I’arabinogalactane I (AG-I) et d’arabinane
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(50 résidus de glycosyl ou plus). L’AG-I est composé d’un squelette d’unités de 1,4 — 3 — D —
Galp ; les résidus d’a— L — Araf peuvent étre attachés au O-3 des résidus galactosyl. Les arabinanes
comprennent un squelette d’unités de 1,5 —a — L — Araf qui peuvent étre branchées par des chaines
d’a—L-Araf—-(1-2),a—-L—Araf—-(1-3)et/oua—-L—Araf—(1-3)-a—L—Araf—(1-3)
-. Cette structure complexe du RGI lui confére 1’appellation de « région hérissée » dans laquelle
I’AG-I et I’arabinane sont les « poils » (Vincken et al., 2003 ; Willats et al., 2001 ; Brudieux,
2007 ; Harholt et al., 2010). Le RGI jouerait un réle de plastifiant dans la membrane cellulaire.
Les arabinanes qu’il renferme joueraient un role de régulateur de proximité entre les domaines
d’HG ; ils empécheraient la formation de liaison avec Ca®* entre les régions d’HG. L’arabinane et
le galactane sont des polymeres fortement mobiles comparés aux autres constituants de la pectine,
et cette mobilité est influencée par 1’hydratation de la membrane cellulaire. Selon les conditions
de cette hydratation, ces deux polyméres seront les premiers a diffuser (cas de la réhydratation) ou
les derniers (cas de la dessiccation) remplissant de ce fait les cavités créées par le réarrangement
physique de la membrane cellulaire. Les constituants du RGI joueraient un role direct dans le

comportement rhéologique de la membrane en transmettant les contraintes (Harholt et al., 2010).

Le rhamnogalacturonane 1l (RG II) est un composant mineur de la paroi cellulaire. Il
représente 10 a 11% de la pectine. La chaine principale du RG-1l est un homogalacturonane
constituée par au moins 9 résidus de 1’acide galacturonique liés en a - (1,4) et qui peuvent étre
ramifiés en O-2 ou en O-3. Quatre différentes chaines (de longueur connue et consistante) avec
des résidus distincts de sucre sont présentes dans la structure du RGII. Ces chaines sont constituées
de onze sucres différents parmi lesquels I’apiose, 1’acide acérique, le Dha (I’acide 3 — deoxy — D
—lyxo — heptulosarique) et le Kdo (I’acide 2 — keto — 3 désoxy — D — manno — octulosonique). Une

caracteristique importante du RGII est que deux molécules peuvent étre complexées avec le bore
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et former un ester borate — diol ; ce qui peut relier deux molécules d’HG. Seuls les résidus
d’apiofuranosyl des chaines contenant le 2 — O — méthyl — D — xylose dans chaque sous-unité du
dimeére participent a la liaison. Le RG-II est le seul domaine pectique majeur qui ne présente pas
une diversité notable dans sa structure et celle-ci est trés conservée au sein d’especes végetales.
Bien que le RG-I1 soit présent en petite proportion, il joue un réle trés important dans 1’architecture

de la paroi cellulaire (Willats et al., 2001 ; Vincken et al., 2003 ; Harholt et al., 2010).

La Figure 3 représente la structure primaire de la pectine avec la mise en évidence de ses

différentes régions et domaines.

@ Galacturonic acid
[l Rhamnose

Deoxylyxoheptulo-
Homogalacturonan pyranosylaric acid

/ (HGA) B Glucuronic add

@ Fucose
A Aceric acid
e T —— - RG-1 @ Galactose
Arabinose
A Apiose
A Xylose
| Acetyl ester
RG-II Methyl ester

Figure 3: Représentation schématique de la structure primaire de la pectine. HGA, RG-I et
RG-II représentent ’homogalacturonane, le Rhamnogalacturonane I, et le Rhamnogalacturonane,

respectivement (Source : Minzanova et al., 2018).

La Figure 4 représente la structure de 1’acide galacturonique et de 1’homogalacturonane

avec la mise en évidence de certains résidus méthoxylés de 1’acide galacturonique.
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Figure 4: Représentation schématique de la structure de I’acide galacturonique (a) et de

1’homogalacturonane (b) (Source : Sriamornsak, 2003)

1.2.2 Les modifications des pectines pendant le madrissement de fruits et

légumes

Pendant le murissement, des modifications diverses de la structure de la membrane
cellulaire se produisent ; celles-ci sont couplées a la dissociation de la lamelle moyenne et la
rupture de la membrane cellulaire primaire. Ces modifications comprennent la solubilisation et la
dépolymérisation des polysaccharides (pectine, cellulose et hemicellulose) et les réarrangements
de leurs associations. Les modifications des pectines résulteraient de deux processus: la
solubilisation et la dépolymérisation. La solubilisation des pectines est le résultat de la conversion
(hydrolyse) de la protopectine, polymére insoluble & haut poids moléculaire, en pectine soluble
dont la liaison a la membrane cellulaire est plus faible que celle de la protopectine. Cette hydrolyse

est effectuée par des protopectinases endogenes produites lors de la phase de maturation du fruit.
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A la solubilisation de la pectine est couplée la perte de sucres neutres des chaines ramifiées de la
pectine. La perte de galactose des chaines de rhamnogalacturonane semble étre 1’événement le
plus notable. La perte d’arabinose et de xylose pourrait également étre observée chez certains
fruits. La solubilisation de la pectine résulterait de la perte de la matrice pectique cohésive, de la
dissociation des molécules de pectine les unes des autres du fait de la perte de résidus galactosyls
ou d’autres sucres neutres des chaines de rhamnogalacturonane. Ces modifications ont pour
conséquences le ramollissement des membranes cellulaires, leur hydratation due a la modification
de lamelle moyenne riche en pectine et la perte de la cohésion cellulaire (Goulao et Oliveira, 2008).
Les pectines sont les seuls polysaccharides de la membrane cellulaire capables de se solubiliser
dans D’eau, elles peuvent étre désestérifices et dépolymérisées par voie enzymatique. La
dépolymérisation et la désterérification sont des processus biochimiques résultant de 1’action des
pectinases endogénes. Celles-ci, d’une maniére concertée, vont hydrolyser la pectine en de
composés de faible poids moléculaire. L’hydrolyse ainsi que la dépolymérisation et la
désestérification des pectines sont les phénoménes les plus apparents ayant lieu pendant le

marissement des plusieurs fruits (Prasanna et al., 2007).

1.2.3 Propriétés et Utilisations des pectines

Les solutions diluées de pectine ont un comportement newtonien; mais a des
concentrations élevées, elles présentent un comportement non-newtonien et pseudoplastique. La
viscosité, la solubilité et la gélification sont des propriétés généralement liées. Les facteurs qui
augmentent la force du gel, diminueront la solubilité, et augmenteront la viscosité (Sundar Raj et
al., 2012). Les caracteéristiques chimiques des pectines qui influencent la force du gel sont le degré
de méthoxylation et le poids moléculaire. Les solutions de pectine HM se gélifient rapidement,

alors que celles LM se gélifient par une structure dite "Egg-Box" (alvéole d’ceuf) dans laquelle les
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ions calcium forment des liaisons ioniques avec les fonctions oxygene de deux chaines adjacentes
pour les lier. La force de la pectine augmente avec son poids moléculaire (Pagan et al., 2001). Les
pectines ont la possibilité de former des gels avec des sucres et des acides. Cette propriété confere
aux pectines la capacité d’étre utilisées comme additifs alimentaires pour épaissir, gélifier et
émulsifier les confitures, les gelées, les marmelades, les boissons sucrées, les produits avicoles et
carnés (Koubala et al., 2008). Elles sont utilisées dans les confiseries comme agent stabilisant pour
les produits laitiers acides. Elles ont connu plusieurs applications récentes dans les industries
pharmaceutiques a cause de leurs activités antidiarrhéiques, antibactériennes, antivirales,
cicatrisantes, désintoxicantes, de régulation et protection du tractus gastro-intestinal. Elles sont
également utiles dans la réduction du temps de coagulation du sang et jouent de ce fait un réle dans
le controle de I’hémorragie et des saignements locaux. Elles sont également utilisées parce qu’elles
retardent la boulimie, diminuent le taux de cholestérol sanguin et le métabolisme du glucose
(Prasanna et al., 2007 ; Sundar Raj et al., 2012). Elles connaissent des applications dans le domaine

de la dentisterie, de la cosmétique et de la fabrication de la cigarette (Pagéan et Ibarz, 1999).

1.3 LES PECTINASES

Les pectinases sont des enzymes responsables de I’hydrolyse de la pectine. Etant donnée
la complexité de la structure de la pectine, les pectinases peuvent étre classées selon trois critéres
principaux : le type de substrat, le mécanisme d’action et le type de réaction catalysée. Selon le
type de substrat, une distinction est faite entre la pectine, I’acide pectique et 1’oligo — D —
galacturonate. Selon le mécanisme d’action, le saucissonnage peut se faire de maniere aléatoire
(endo-) ou a partir de I’extrémité (exo-). La réaction catalysée peut étre une trans-élimination ou

une hydrolyse (Tapre et Jain, 2014). Les pectinases peuvent étre classées en trois grands groupes :
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les enzymes de désestérification, les enzymes de dépolymérisation, et les protopectinases. Le
premier groupe est essentiellement constitué de polyméthylgalacturonate estérase (PMGE) connue
sous le nom de « Pectine Estérase » (PE). Le deuxiéme groupe est subdivisé en hydrolases et en
lyases. Les hydrolases comprennent les polygalacturonases qui peuvent étre de type endo ou exo
(exo — PG1 ou exo — PG2) et les polyméthylgalacturonases (PMG) qui peuvent également étre de
type endo et exo. Les hydrolases catalysent 1’hydrolyse de la liaison glycosidique par introduction
d’une molécule d’eau au niveau du pont d’oxygene. Les lyases débranchent les chaines de pectines
par transélimination (sans addition de molécule d’eau) des liaisons glycosidiques a (1,4) avec
formation d’une liaison insaturée entre les carbones C4 et C5 de ’extrémité non réductrice de
I’acide galacturonique formé. Elles comprennent les polygalacturonate lysases (PGL) de type endo
ou exo, les oligogalacturonate lyases, et les polymethylgalacturonate lyases (PMGL) sont
également de type endo ou exo. La protopectinase, quant a elle, solubilise la protopectine formant

les polymeres solubles de pectine (Jayani et al., 2005).

D’autres pectinases existent ; celles-ci n’ont pas encore fait I’objet de nombreuses études,
raison pour laquelle peu d’informations concernant leur structure sont disponibles. Ces enzymes
comprennent celles qui agissent sur les chaines latérales des pectines (RGI et RGII). Elles sont
constituées entre autres : des rhamnogalacturonases, des rhamnogalacturonane acetylesterases, de
la rhamnogalacturonane lyase, de la xylogalacturonane hydrolase, des arabinofuranosidases, des
endoarabinanases, des galactosidases, des galactanases et du feruloylesterase (Benen et al., 2003).
Toutes ces enzymes pectinolytiques jouent un réle important dans le processus de ramollissement
des tissus de la paroi cellulaire ; leur activité spécifique contribue a 1’altération de la structure des

pectines pendant le marissement, la sénescence ou la transformation de plusieurs fruits et Iégumes
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contribuant a la diminution de 1’adhésivité intracellulaire et la rigidité des tissus (Van Dijk et al.,

2006 ; Prasanna et al., 2007).

Une attention particuliére sera accordée aux enzymes les plus étudiées et les plus présentes

dans les préparations industrielles. Il s’agit de la Pectine Estérase (PE) et la Polygalacturonase

(PG).

1.3.1 La pectine estérase (PE) ou Pectine méthyl estérase (PME)

La Pectine Méthyl Estérase (PME) (EC 3.1.1.11) encore appelée Pectine Estérase, Pectase,
Pectine Méthoxylase, Pectolipase est une enzyme pouvant étre isolée a partir des végétaux, des
bactéries et des moisissures. Les PME ont, en fonction de leur source, des points isoélectriques,
des masses moléculaires et des propriétés biochimiques différents. Il s’agit d’une estérase d’acide
carboxylique appartenant au groupe des hydrolases (da Silva Cerqueira Leite et al., 2006 ; Umit

Unal et Bellur, 2009).

1.3.1.1 Mode d’action
La PME hydrolyse les liaisons méthyl ester de 1’homogalacturonane pour libérer des
groupements carboxyliques libres et le méthanol. A I’issue de cette désestérification, les résidus
de l’acide galacturonique déméthoxylés et négativement chargés deviennent potentiellement
capables d’interaction ionique avec des cations divalents (Ca?*, Mg?*, ...). Il se produit une
association de molécules formant ainsi un gel de pectate. La coordination d’au moins 10 résidus
de I’acide galacturonique déméthoxylés génére une structure alvéolaire (« egg box structure »)

(Salas-Tovar et al., 2017). Le mode d’action de la PME est représenté sur la Figure 5 suivante :
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Figure 5: Mode d’action de la PME (Salas-Tovar et al., 2017)

Les PME hydrolysent seulement les groupements esters adjacents a un groupement
carboxyle libre et libérent ainsi les groupements méthoxyles de la chaine les uns apreés les autres
dans une direction donnée. Le mécanisme d’attaque des PME varie en fonction de I’origine. Ainsi,
les PME d’origine fongique agissent de manicre aléatoire suivant un mécanisme d’attaque dit «
chaine multiple » selon lequel I’enzyme forme avec le substrat un complexe enzyme-substrat, se
dissocie apres I’événement catalytique et s’associe de nouveau avec la molécule de substrat pour
libérer les groupements méthoxyles. En revanche, les PME d’origine végétale tendent a réagir a
partir de I’extrémité non réductrice ou a c6té d’un groupement carboxyle libre et évolue le long de
la molécule par un mécanisme d’attaque a « chaine unique » ou le substrat est progressivement
déméthoxylé jusqu’a ce que I’enzyme atteigne 1’extrémité de la chaine ou un groupement qui
restreint sa progression le long de la chaine. Un troisieme mode, intermédiaire aux deux
précedents, a également été constaté ; il s’agit également d’un mécanisme d’attaque a chaine
multiple. Dans ce cas, lorsque le complexe enzyme substrat est formé, 1’enzyme catalyse la
transformation d’un certain nombre de monomeéres d’une branche de pectine (Deng¢s et al., 2000 ;

Jayani et al., 2005 ; Cameron et al., 2008 ; Salas-Tovar et al., 2017).
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1.3.1.2 Facteurs influencant ’activité de la PME
D’une maniére générale, les facteurs du milieu influengant 1’activité de la PME sont : la
concentration en substrat, le pH, la température, la force ionique. Plusieurs travaux de recherche

ont été effectués sur 1’étude de I’influence des facteurs du milieu sur ’activité de la PME.

v’ Le substrat : ’activité maximale de la PME est atteinte pour un degré de méthoxylation
compris entre 65% et 75%. La PME est inhibée par 1’augmentation du nombre des groupements
carboxyliques libres le long des chaines polygalacturoniques. Cette inhibition est due a la répulsion
intra et intermoléculaire exercée par la charge négative des carboxyles ionisés. Cette inhibition des
PME serait eégalement due aux chaines latérales de sucres neutres dans la molécule de pectine
(Jayani et al., 2005 ; Combo et al., 2011).

v" Le pH : I’activité de la PME dépend du pH. En général, les PME d’origine bactérienne et
végétale ont un pH optimum compris entre 6 et 8, alors que celles d’origine fongique ont un pH
optimum compris entre 4 et 6 (Jayani et al., 2005 ; Umit, Unal et Bellur, 2009).

v La température : I’activité de chaque enzyme varie avec la température. La température
optimale de la PME dépend de sa source. Les PME d’origine végétale ont des températures
optimales d’activité variant de 50 a 80°C, tandis que celles d’origine microbienne sont plus actives
a des températures comprises entre 40 et 50°C (Do Amaral, De Assis et De Faria Oliveira, 2005 ;
Jayani et al., 2005 ; Da Silva Cerqueira Leite et al., 2006 ; Umit, Unal et Bellur, 2009)

v’ La force ionique : les ions issus des sels a différentes molarités peuvent avoir un effet
d’activation ou d’inhibition sur I’activité de la PME. D’apres les travaux de Do Amaral, De Assis
et De Faria Oliveira (2005), la présence de 0,15 M de NaCl ou 0,025 M de NazS0O4, 0,1 M de KClI,
0,025 M de K>S0O4, 0,05 et 0,1 M de NH4Cl entrainait une augmentation de 1’activité de la PME

des oranges. Ces mémes travaux ont révélé que quelle que soit la concentration de chlorure de
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lithium et de sulfate de lithium, la PME était inhibée. Les travaux réalisés par Da Silva Cerqueira
Leite et al. (2006) ont révélé que les cations Na*, K*, Li*, Ca*", Mg?* augmentent 1’activité de la

PME de la goyave a chair blanche brésilienne.

Du point de vue technologique, la PME endogéne peut avoir des effets bénéefiques ou
indésirables sur la qualité des produits dérivés des végétaux. Comme effets bénéfiques, elle
désestérifie la pectine préparant ainsi un substrat idéal pour I’action de la Polygalacturonase qui
va reduire la viscosité et modifier la texture. En plus, la déeméthoxylation de la pectine réduit sa
susceptibilité a la dépolymérisation thermique par B-élimination qui peut avoir lieu lors du
chauffage. Elle affecte les différentes propriétés et applications technologiques de la pectine
(Section 1.2.3). Comme effets indésirables, la précipitation des pectines de faible degré de
méthoxylation avec les ions divalents conduit a la formation de gel mais aussi a la diminution de
la turbidité des jus de goyave a chair blanche et Iégumes. Cela conduit a la déstabilisation de la
suspension et entraine la précipitation des particules de jus. Cela constitue un probléeme de qualité
organoleptique dont en particulier ’apparence, d’ou 1’intérét d’inactiver la PE au cours de la

production des jus de fruit (Jolie et al., 2010 ; Umit Unal et Bellur, 2009 ; Salas-Tovar et al., 2017).

1.3.2 Les polygalacturonases (PG)

Les polygalacturonases (PG) (EC 3.2.1.15) sont produites par les végétaux, les
microorganismes tels que les bactéries et les moisissures, mais elles sont trés peu produites par
levures (Mohamed, 2006). Elles sont les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire les plus
abondamment étudiées (Howell et Davis, 2005 ; Willats et al., 2001). Elles constituent les

glycanases primaires qui jouent un réle trés important dans la dissolution in vivo de la pectine.
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Elles sont les principales responsables des modifications des caractéristiques texturales des fruits

pendant le marissement conduisant a une diminution de la fermeté (Prasanna et al., 2007).

1.3.2.1 Mode d’action

Les PG appartiennent & la famille 28 des glycosyls hydrolases et catalysent I’hydrolyse des
liaisons glycosidiques a-(1,4) entre deux unités d’acides galacturoniques non ou partiellement
méthoxylées en introduisant une molécule d’eau au niveau du pont oxygene (Benen et al., 2003 ;
Jayani et al., 2005). Dans leur structure, huit (08) résidus d’acide aminés existent ; il s’agit de :
Asn'® Asp® Asp?l Asp?®? His?®, Gly?4, Arg®® et Lys?®. La glycosylation se fait de la
maniéere suivante : I’un des résidus acides agit comme un acide, donnant un proton a 1’oxygéne
glycosidique de la liaison ; et un second carboxylate agit comme une base qui active une molécule
d’eau qui effectuera 1’attaque nucléophile sur le carbone anomérique du sucre. Dans le cas de
I’endopolygalacturonase 11, c’est I’acide aminé Asp?® qui assure la premiére réaction ; tandis que
les acides aminés Asp® et Asp?®? activeront la molécule d’eau qui leur est liée (Figure 6). Cette
molécule d’eau effectuera 1’attaque nucléophile sur le carbone anomérique de 1’acide

galacturonique pour produire la scission de la liaison glycosidique (van Santen et al., 1999).
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Figure 6: Représentation schématique du mécanisme catalytique des glycosyl hydrolases

de la famille 28 (Source : van Hansen et al., 1999).

En fonction de leur mode d’action (Figure 7), les polygalacturonases peuvent étre classées
en deux grands sous-groupes : les exo-polygalacturonases (exo-poly (1,4 a — D — galacturonide)
galacturonohydrolase, EC 3.2.1.67) qui hydrolysent la pectine a partir de 1’extrémité non-
réductrice et les endo-Polygalacturonases (endo-poly (1,4 o — D - galacturonide)
glycanohydrolase, EC 3.2.1.15) qui I’hydrolysent de maniére aléatoire (Prasanna et al., 2007). En
général, par un mécanisme d’attaque multiple a chaine unique ou par un mécanisme d’attaque «
multi-chaines », I’action des endo-PG libére des mono-, di- et triacides galacturoniques avec pour

conséquence une diminution rapide de la viscosité (Combo et al., 2011).
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Figure 7: Hydrolyse de la chaine de pectate par des polygalacturonases (PG). (Source :

www.worthlington-biochem.com)

Le mécanisme d’attaque des polygalacturonases peut se faire de différentes fagons :

v Dans I’attaque sur des simples chaines, une premiére liaison est hydrolysée au hasard au

sein du polymere, puis ’enzyme I’hydrolyse totalement en glissant le long d’un des
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fragments ainsi obtenus. Les oligomeéres de trés faible degré de polymérisation (DP) issus
des dégradations successives apparaissent des le début de la réaction (Bekhouche, 2006).
v Dans I’attaque sur plusieurs chaines, I’enzyme s’associe au hasard avec le substrat pour
former un complexe enzyme-substrat (ES). Apres la catalyse de la liaison glycosidique,
I’enzyme se sépare du polymére et le complexe ES se forme ailleurs indépendamment du
premier. Ce mécanisme libere des oligomeres de degré de polymérisation (DP) élevé qui
seront par la suite dégradés en oligomeéres de DP de plus en plus faible (Bekhouche, 2006).
v Dans I’attaque multiple, les deux précédents mécanismes se combinent pour dégrader les
chaines du polymere les unes aprés les autres. Le complexe enzyme substrat (ES) se forme
au hasard, ’enzyme coupe la liaison et le complexe (ES) se forme ailleurs sur la méme
chaine. Ce mécanisme permet la libération rapide d’oligoméres de faible DP ; leurs modes
d’action se caractérisent par une chute rapide de la viscosité du substrat en solution

(Bekhouche, 2006).

Les exopolygalacturonases (exo PG) hydrolysent les liaisons o — (1 — 4) entre deux résidus
d’acide D-galacturonique ; elles agissent généralement a partir de I’extrémité non réductrice d’une
chaine dont les AG ne sont pas estérifiés. Le principal produit formé est I’acide galacturonique.
La vitesse de la réaction est dépendante du degré de polymérisation et augmente avec
I’augmentation du poids moléculaire du substrat. Les exo PG sont de deux types selon le produit
de la réaction. Le type | (PG, poly, a-1,4-D galacturonide galacturonohydrolases, E.C. 3.2.1.67)
libére I’AGI et le type 11 (PG, poly, a-1,4-D-galacturonide digalacturonohydrolases, E.C.3.2.1.82)
libere I’AG2. L’activité de ces deux types d’enzymes peut étre inhibée par la présence de résidus
de rhamnose ou de chaines latérales d’oses neutres et ¢galement la présence de méthyl (Me). En

effet, lorsque le second résidu a partir de D’extrémité non réductrice est méthoxylé, I’exo-
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polygalacturonase de type I est incapable de libérer ’AG non réducteur. Les exo-PG sont
caractérisées par la libération de groupements réducteurs, mais une faible diminution de la vitesse

(Bekhouche, 2006 ; Prasanna et al., 2007).

1.3.2.2 Facteurs influencant I’activité des PG

L’activité des PG dépend eégalement des facteurs du milieu réactionnel.

v' Le pH : le pH optimal d’activité des PG d’origine microbienne ou végétale est situé entre
3,5 et 5,5 (Jayani et al., 2005).

v Latempérature : La plupart des PG ont une température optimale d’activité comprise entre
30-50°C (Jayani et al., 2005).

v’ La force ionique : la présence des sels peut activer ou inhiber ’activité des PG. D’aprés les
travaux de Mohamed et al. (2006), les ions métalliques Ba?*, Fe?*, Ni?*, Li*, Cu?*, Mg?*, Zn?",
Ca?*, Ag?, Hg®*, Mn?" et Co? inhibent partiellement ou totalement I’activité des

polygalacturonases des Trichoderma harzianum.

1.3.3 APPLICATIONS DES PECTINASES

1.3.3.1 Applications dans la transformation des jus de fruits et en

vinification
Dans les procédés industriels destinés a la consommation, les pectinases les utilisées sont
celles provenant des moisissures. Les plus rencontrées sont produites les moisissures du genre
Aspergillus avec une prédominance de celles issues d’A. niger et A. aculeatus. Les raisons de cette
préférence sont les propriétés technologiques appréciées des pectinases de ces moisissures, le
caractére moins nocif sur la santé¢ des consommateurs et 1’effet négigeable sur 1’environnement

des sous-produits issus de leur action (Naidu et Panda, 1999). Les pectinases produites par ces
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deux moisissures ont recu la mention de " Generally Recognised As Safe " (GRAS) par ’'USDA
(Pariza et Foster, 1983 ; Naidu et Panda, 1999). Ces raisons justifient 1’utilisation dans cette étude

des pectinases de la moisissure d’Aspergillus niger.

L’application des pectinases dans la clarification des jus de goyave a chair blanche est la
plus répandue de ces enzymes. La pectine rend les jus de goyave a chair blanche visqueux et
troubles. Du fait de sa structure moléculaire fibreuse, elle affecte la filtration du jus de goyave a
chair blanche en colmatant les membranes de clarification avec pour conséquence la diminution
du flux de filtrat. L utilisation des pectinases dans les jus de goyave a chair blanche et les vins
conduit a la liquéfaction de la purée facilitant I’opération de filtration ou de pressage. Il en résulte
une augmentation du rendement d’extraction, 1’obtention d’un jus plus clair ayant une proportion
réduite des particules grossieres. Les enzymes peuvent étre utilisées soit lors du traitement de la
purée, soit pour la clarification du jus de goyave. Dans les deux cas, 1’objectif final est d’obtenir
plus de jus de goyave. L’application des pectinases conduit a une réduction de la viscosité et de la
turbidité des jus de goyave a chair blanche et pulpes de fruits, aussi bien qu’a une floculation des
particules présentes qui peuvent étre séparées par sédimentation ou filtration (Alkorta et al., 1998 ;

Hohn et al., 2005 ; Jayani et al., 2005 ; Lee et al., 2006 ; Tapre et Jain, 2014).

En vinification, en plus d’améliorer le rendement de I’extrait aqueux avant la fermentation,
le traitement pectolytique de la maiche permet d’améliorer la chromaticité (par 1’accélération de
I’extraction de la couleur) et de la stabilité¢ (diminution de la turbidité). Les pectinases dégradent
les tissus du fruit, accélerent la diffusion des pigments. De plus, elles sont utilisées pour hydrolyser
la pectine qui stabilise les matiéres en suspension et les empéchent de sédimenter rapidement. Ce
traitement antérieur a la préclarification du modt vise a réduire la durée de cette opération avant la

fermentation alcoolique (Jayani et al., 2005 ; Héhn et al., 2005).
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1.3.3.2 Autres applications des pectinases

Les pectinases sont utilisées dans les procédés ou peuvent intervenir les pectines. Elles sont
utilisées dans le décapage du coton, le rouissage des fibres végétales. Elles sont également utilisées
dans le traitement des eaux usées des industries de transformation des légumes. Elles sont utilisées
dans 1’alimentation animale pour réduire la viscosité des aliments, augmenter 1’absorption des
nutriments, libérer les nutriments. Elles sont utilisées dans [’industrie des papiers pour
dépolymériser les pectines pendant la fabrication du papier ; ensuite pour I’extraction des huiles
d’agrumes par la destruction des propriétés émulsifiantes de la pectine et par ailleurs dans la

purification des virus des végétaux (Jayani et al., 2005).

1.4 QUELQUES NOTIONS SUR LA CINETIQUE ENZYMATIQUE

1.4.2 La cinétique michaélienne

Les enzymes sont des molécules tridimensionnelles de protéines possédant un site actif a
un emplacement precis de la surface. Cette partie de la surface peut étre considérée comme une
poche qui permettra I’entrée d un substrat spécifique pour qu’il y ait réaction. D’aprés Emil Fischer
en 1884, au cours de la réaction enzymatique, I’enzyme et le substrat doivent s’ajuster a la maniére
de la clé et de la serrure au niveau du site actif. Autrement dit, I’enzyme posseéde un degré élevé
de spécificité qui permettait a I’enzyme de ne catalyser qu’une réaction spécifique. La théorie de
la clé et de la serrure de Fischer a été modifiée et prend en compte des changements de
conformation au niveau du substrat ou plus précisément de ’enzyme. L’enzyme décrira une

spécificité vis-a-vis du substrat et décrira également une certaine flexibilité (Uhlig, 1998).

La réaction enzymatique a été considerée comme une réaction unimoléculaire entre

I’enzyme et le substrat. Elle peut se résumer aux réactions suivantes :
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kg
Enzyme + substrat «» Enzyme — substrat—2— produit+ Enzyme
kg

Les facteurs ki, k-1 et ko étant les constantes de formation du complexe enzyme — substrat,

de libération du substrat et de libération du produit, respectivement.

Prenant en compte le postulat de Fischer, Michaelis et Menten formulérent que la
conversion d’un substrat donné nécessite un contact physique intime entre le substrat et I’enzyme
au cours de la phase dite initiale. Au cours de cette phase, il y a accumulation de complexes
enzyme-substrat et la concentration en enzyme libre diminue. Cette phase initiale est suivie de la
phase stationnaire au cours de laquelle la concentration du complexe enzyme — substrat atteint un
équilibre dynamique. La formation et la dissociation du complexe enzyme — substrat sont en
équilibre. Durant cette phase, la disparition du substrat et la formation du produit suivent un profil
lineaire (ordre zéro), tandis que la concentration du complexe enzyme — substrat demeure
pratiguement constante. Etant donné que la vitesse de la réaction dépend directement de la
concentration du complexe, la variation de la concentration du complexe et celle de I’enzyme avec
le temps peuvent étre considérées comme égales a 0 (Uhlig, 1998 ; Bisswanger, 2008). Apres
écriture et réarrangement des équations de disparition du substrat, de formation du produit et du
complexe enzyme — substrat, Michaelis et Menten ont obtenu le modéle dit de Michaelis — Menten

dont I’expression est décrite par I’Equation 1 :

_9[P]_ Vi [S]

o K, +[S]

Equation 1

Avec : v : la vitesse de reaction ; [P] : la concentration en produit ; [S] : la concentration en
substrat ; t: le temps de réaction ; Vmax : la vitesse maximale de la réaction et Ky : constant de
Michaelis qui représente la concentration du substrat pour laquelle la vitesse est la moitié de la

vitesse maximale.
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1.4.3 La coopérativité et I’allostérie ou allostérisme

Plusieurs enzymes sont composees de sous-unités distinctes souvent identiques et
possédant chacune un site catalytique. Si les sites sont identiques et indépendants les uns des
autres, la présence d’un substrat a un site n’aura aucun effet sur la fixation du substrat et les
propriétés catalytiques des autres sites. Ainsi, le processus catalytique d’une enzyme a plusieurs
sites peut étre décrit par les modeles mathématiques applicables a celui d’une enzyme a un seul
site de fixation (Marangoni, 2003). Toutefois, certains problémes liés a la stabilité des enzymes
peuvent avoir pour effet la déviation du comportement hyperbolique de la cinétique. Un profil
sigmoidal peut étre observé (Cardenas, 2013). Deux types de phénomeénes peuvent étre entre autres

responsables de cette déviation : la coopérativité et 1’allostérie (Section 2.3.2.1).

Deux modeles permettent d’expliquer les phénoménes de coopérativité et d’allostérie : le
modele séquentiel a interaction (Figure 8) et le modele a symétrie concertée (Figure 9). Dans le
premier modéle, toute fixation d’une nouvelle molécule de substrat/ligand entraine une
modification conformationelle des sites vacants conduisant a la fixation d’une nouvelle molécule
substrat/ligand. Ce phénomeéne est observé dans le cas d’une coopérativité positive. La vitesse de
la réaction tient compte de toutes les réactions de fixation du substrat sur I’enzyme et prend en
compte les constantes de chacune des réactions. A 1’équilibre, la constante de dissociation
(macroscopique ou globale) est fonction de chacune des constantes de dissociation de tous les
complexes (enzyme-substrats) formés (constantes microscopiques ou intrinséques). Les constantes
de dissociation peuvent diminuer dans le cas d’une coopérativité positive (affinité ¢levée de
I’enzyme pour le substrat) ou augmenter dans le cas d’une coopérativité négative (faible affinité

de I’enzyme pour le substrat) (Marangoni, 2003 ; Leskovac, 2003).
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Figure 8: Representation schematique du mécanisme de coopérativité/allostérie a
interaction séquentielle pour une enzyme disposant de quatre sites de fixation. S représente la
molécule de substrat ou le ligand. Les constantes k représentent les constantes microscopiques de

dissociation pour les quatre sites respectifs de fixation (Source : Marangoni, 2003).

Dans le cas du modéle a symétrie concertée encore appelé « modéle allostérique », la
régulation de la conformation est la spécificité majeure. Il existe, en absence de tout ligand, un
équilibre entre deux états (conformations) connus sous le nom d’état R ("relaché") qui a une forte
affinité avec le substrat et état T ("Tendu") qui a une faible affinité avec le substrat. Pour ce modeéle,
chaque enzyme est constituée de protomeres identiques occupant des positions équivalentes dans
la structure de I’enzyme de telle sorte que cette derniere présente un axe de symétrie. Un protomere
est une unité structurale qui contient un site unique de fixation pour chaque ligand spécifique. Tous
les protomeéres de I’enzyme doivent étre dans la conformation R ou T ; la combinaison des deux
conformations n’est pas tolérée. L’affinité de fixation d’un ligand spécifique dépend de la
conformation de I’enzyme (R ou T) et non de I’occupation du site voisin. Les différents ligands se
lient préférentiellement a I’'un des deux états et perturbent de ce fait I’équilibre entre eux. Par la
suite, toutes les sous-unités d’une protéine monomérique changent entre les états R et T de manicre
concertée ; par consequent, la symétrie est maintenue (Bisswanger, 2008 ; Marangoni, 2003 ;

Cérdenas, 2013).
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Figure 9: Représentation schématique du modeéle a symétrie concertée pour une enzyme

allostérique a deux sites de fixation du substrat. R et T représentent les états relaxes et tendus
respectivement ; S: le substrat ; L : la constante d’équilibre entre les deux conformations ; les
constantes k representent les constantes de dissociation de chaque complexe enzyme-substrat
(Source : Marangoni, 2003).

Les deux modeéles peuvent étre décrits par plusieurs expressions mathématiques exprimant
I’évolution de la vitesse de la réaction en fonction de la concentration en substrat, les plus connus
sont les modeles de Hill, d’Adair et de Pauling. Ils ont éte établis pour décrire le comportement de

la courbe de fixation de 1’oxygéne par I’hémoglobine.

Le modele de Hill a été développé par A.V. Hill en 1910. Il avait émis comme postulat que
plusieurs (n) molécules d’oxygéne se lient simultanément a une molécule d’hémoglobine
(Bisswanger, 2008). Il a dérivé une équation dite Equation de Hill (Equation 2) qui décrit la courbe

sigmoidale observée avec I’hémoglobine et qui a pour forme :

n[A]"

r=——>— Equation 2
Kq +[A]
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Avec r la quantit¢é d’oxygéne fixé par unité de temps; [A] la concentration en
hémoglobine ; n le nombre de sites de fixation et Kq représente la constante prenant en compte les

constantes de dissociation de chacun des complexes formés.

Dans le cas de la cinétique enzymatique, r est remplacé par la vitesse de la réaction ; [A]
représente la concentration en substrat et Kq représente la constante de Hill qui a pour unité

concentration”.

A la suite de Hill, G.S. Adair a prouvé que I’hémoglobine est constituée de quatre sous-
unités. 1l a pu montrer que d’une part, le nombre de sites de fixation ne pouvait étre obtenu a partir
de la courbe de gradient de Hill, et d’autre part, I’Equation de Hill ne pouvait suffisamment décrire
les relations de fixation. Le modele de Hill ne considere pas que les différents sites de la
macromolécule sont occupés successivement suivant une série d’étapes réactionnelles
individuelles. Il suggére la fixation simultanée de toutes les molécules d’oxygene, et élimine de ce
fait la formation d’un complexe intermédiaire. La saturation de I’hémoglobine est obtenue en une
seule étape. Le modéle d’Adair suggere la formation des complexes intermediaires a chaque
fixation d’une molécule d’oxygene. L’Equation générée par Adair prend en compte les différents
complexes formés et les différentes constantes de dissociation associées (Bisswanger, 2008). Dans
le cas des enzymes coopératives possedant n sites de fixation, I’Equation d’Adair (Equation 3) se

présente sous la forme suivante :

[s1,25F, ISP , . ST

V= K, KllK‘zz K1K2K33  KiKoKy K Equation 3
n
1+@+ [S.].+ [S] ++L
K, KK, KKK, KKKy K
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Avec v : la vitesse de la réaction ; [S] : la concentration en substrat, n : le nombre de sites
de fixation ; et les constantes K’ représentent les constantes de dissociation pour chaque complexe

enzyme — substrat formé.

L’Equation d’Adair n’est pas le plus souvent utilis¢é pour ajuster des donnees
experimentales, car les constantes ne peuvent pas étre déterminées directement (Bisswanger,

2008).

Le modéle de Pauling a été élaboré en 1935 par Linus Pauling. 1l considéra également que
la macromolécule était constituée de sites identiques de fixation avec une constante uniforme Ka.
Il supposa que la sous-unité occupée par un ligand induit un effet stabilisant sur les autres sous-
unités libres de la macromolécule. En prenant en considération le facteur d’interaction a et en
faisant des arrangements de 1I’Equation d’Adair, Pauling a obtenu I’expression de la vitesse de la
réaction suivante en fonction de la concentration en substrat pour une enzyme ayant quatre sites

de fixation (Equation 4) :

48], 12a[S]? s 12a%[ST? .\ 4a°[S]*

- Ky Ka Kg Kg Equation 4
2 3re13  A6ra1d
1, 451 6aST 42°[ST 2IS]
Ky K K K.

Avec v: la vitesse de la réaction; [S]: la concentration en substrat, a: le facteur
d’interaction ; et la constante Kq représente la constante de dissociation pour chaque complexe

enzyme — substrat formé.
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1.5 LA CENTRIFUGATION

1.5.1 Définition

La décantation centrifuge (ou centrifugation) se définit comme 1’opération unitaire de
séparation mécanique qui permet de séparer un mélange de deux phases liquides ou d’une phase
solide en suspension dans une phase liquide, ou, éventuellement de deux phases liquides contenant
une troisieme phase solide, sous action de la force centrifuge sur les constituants (Koller, 2009).
Elle est utilisée pour la séparation des phases, la collecte des précipités, et la sédimentation des
macromolécules. La séparation des composés est basée sur les différences de granulométrie, de
forme ou de densité. Les particules sont soumises a des forces centrifuges qui les font se déplacer
de maniére radiale a travers le liquide vers I’extérieur ou vers ’intérieur, selon qu’elles soient plus
ou moins denses (plus lourdes ou plus légeres) que le liquide. La centrifugation peut étre

considérée comme une extension de la sédimentation gravitaire (Svarovsky, 2000).

1.5.2 La sédimentation gravitaire

Elle dépend de la différence de densité entre plusieurs solides en suspension ou entre le
milieu de suspension et la particule. Généralement, la force de gravité est I’unique force motrice
pour la séparation. Lorsqu’un solide est en suspension, une force externe, Fe, agit sur lui pour qu’il
se déplace dans la direction de la force. Cette force peut étre une force gravitaire ; et dans ce cas,
elle entrainera un mouvement vers le bas de la particule. Elle peut également étre une force
centrifuge, et elle entrainera le mouvement vers le centre de rotation. De plus, une force
d’Archimede, Fbp, agit dans la direction opposée a la force externe. Elle représente la masse de
fluide déplacée par la particule solide multipliée par I’accélération générée par la force externe.

Une derniére force existe, la force de trainée, Fq ; celle-ci est due au déplacement de la particule
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en suspension et agit dans la direction opposée a celle d’écoulement du solide. La force de trainée
est en fait la résistance du fluide au mouvement de la particule. La composante dans la direction
du mouvement du solide de la force nette F:agissant sur la particule va obéir a 1’équation
d’équilibre de force. La vitesse de chute limite vt est la vitesse a laquelle la sédimentation se déroule
a une vitesse constante. A cette vitesse, la force nette est nulle et la vitesse relative v est égale a la
vitesse vt et 1’écoulement du fluide autour de la particule est laminaire. En remplagant les
composantes de chaque force par son expression, en considérant une particule sphérique, le
remplacement de m par le produit du volume par la masse volumique permet d’obtenir I’Equation
5 valable pour un régime d’écoulement laminaire :
ae X (pp - ,0) xd ?

V, = Equation 5
18x u

Avec : vt : la vitesse de chute limite, p : la viscosité du fluide ; d : le diamétre de la particule ; p la
masse volumique du fluide ; ae : I’accélération due a la force externe ; pp : la masse volumique de

la particule.

L’Equation 5 est connue sous le nom de la loi de Stokes. Dans le cas de la sédimentation
gravitaire, ae = g, g étant I’accélération de la pesanteur. Dans le cas de la sédimentation centrifuge,
ae = w?xr.. w étant la vitesse angulaire de rotation et rc, le rayon de rotation. En remplacant ae par

w?Xrc dans I’Equation 5, I’Equation 6 pourrait étre obtenue :

a)zxrcx(pp —p)xd2
V., =
t 18x u

Equation 6
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1.5.3 La sédimentation centrifuge

La sedimentation centrifuge consiste a soumettre un mélange soit de liquides non miscibles
ou solide-liquide & un champ centrifuge afin d’accélérer la sédimentation des phases plus denses.
Les objectifs de la séparation peuvent étre multiples. Il peut s’agir d’obtenir un solide aussi
concentré que possible ; dans ce cas, il s’agit de ’épaississement. Dans le cas de la clarification,
I’objectif principal est d’obtenir un liquide aussi clair que possible. Si I’objectif est 1’obtention
d’une phase 1égére pure dans le cas d’une émulsion, il s’agit de la purification. Si c’est la pureté
de la phase lourde qui est visée, il s’agit de la concentration ou de 1I’écrémage. Selon ces objectifs,
la séparation peut se faire suivant deux mécanismes : la décantation centrifuge et ’essorage
centrifuge. Dans la décantation centrifuge ou sédimentation centrifuge, la séparation des phases
est fondée sur les différences de densité des constituants soumis au champ centrifuge. Les
particules dispersées de solide, ou la phase la plus lourde s’accumule a la paroi du bol, en couches
successives selon la densité, tandis que le liquide clarifié reste a I’intérieur de la centrifugeuse.
Cette opération obeéit aux mémes principes que ceux de la décantation statique ; le champ de la
pesanteur est remplacé par un champ de forces beaucoup plus intense, ce qui permet de réduire la
durée de la séparation et d’en augmenter le rendement. Au cours de 1’essorage centrifuge, SOUS
I’action d’un champ centrifuge, la séparation est obtenue aprés passage de la phase liquide au

travers d’'une membrane filtrante qui retient la phase solide (Koller, 2009).

1.5.4 Les différents types de centrifugeuses-décanteuses continues

Il existe deux grands types de centrifugeuses : les centrifugeuses qui fonctionnent suivant
le mécanisme de la décantation centrifuge (solide-liquide ou liquide-liquide), et les centrifugeuses
qui fonctionnent suivant le mécanisme de 1’essorage centrifuge (pour la séparation solide-liquide).

Ces deux types peuvent étre subdivisés en plusieurs sous-types selon la méthode de décharge des
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solides. Cette méthode peut étre discontinue, continue ou une combinaison des deux. D’autres
types de subdivision existent selon qu’il s’agisse d’une centrifugeuse de laboratoire ou d’une
centrifugeuse industrielle continue (Dahlstrom et al., 1999 ; Richardson et Harker, 2002). Le choix
entre ces deux types de centrifugeuse pour une application particuliére dépend de la nature de
I’alimentation et des exigences du produit & obtenir. En regle générale, la sédimentation centrifuge
est utilisée lorsque 1’objectif recherché est d’obtenir un produit clarifié, alors que 1’essorage permet
d’obtenir un solide pur et sec (Richardson et Harker, 2002 ; Koller, 2009). L’objectif recherché
étant de clarifier le jus de goyave, une attention particuliere sera accordée aux centrifugeuses-
décanteuses continues reposant sur le principe de la sédimentation dont plusieurs modeles existent.
Plusieurs travaux dans la litérature ont mis en évidence la possibilité de prédire la performance de
séparation d’une centrifugeuse continue a partir de celle d’une centrifugeuse de laboratoire

(Mayburry et al., 2000 ; Boychun et al., 2004).

1.5.4.1 Les centrifugeuses-décanteuses continues a bol tubulaires
La centrifugeuse-décanteuse continue a bol tubulaire consiste en un tube vertical ayant un
ratio longueur/diamétre élevé (6 mm/mm) et qui tourne a une vitesse élevée (plus de 13 000 Q)
autour de son axe vertical. Dans ce type de centrifugeuse continue, le bol est suspendu a un support
supérieur et un dispositif d’entrainement (moteur ou turbine électrique) a travers une broche a
transmission flexible munie d’un guide lache dans un dispositif d’amortissement contrdlé en

dessous (Figure 10) (Dahlstrom et al., 1999 ; Svarovsky, 2000).
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Figure 10: Représentation schématique d’une centrifugeuse-décanteuse continue a bol
tubulaire (Techniques de 1’Ingénieur, trait¢ Génie des Procédés, Chapitre A5560, Centrifugation —

Technologie).

L’écoulement dans la centrifugeuse-décanteuse a bol tubulaire est essentiellement axial a
I’exception des zones immédiatement adjacentes a I’entrée et a la sortie. Le mélange est introduit
au niveau de la portion inférieure du bol a travers un injecteur. Immédiatement aprés 1’injecteur se
trouvent un distributeur et un assemblage qui distribuent et accélérent la suspension a la vitesse de
rotation du bol. Le liquide clair se décharge a partir de 1’ extrémité supérieure du bol par écoulement
au-dessus d’une barriere annulaire. Les solides sédimentés a la paroi du bol sont enlevés
manuellement de la centrifugeuse lorsque leur quantité dans le bol est suffisante et commence a

affecter la limpidité du surnageant (Dahlstrom et al., 1999).
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1.5.4.2 La centrifugeuse-décanteuse continue a bol a chambres
concentriques

Alors que les centrifugeuses tubulaires ont un rapport longueur/diametre de 5 a 7, les
centrifugeuses a bol a chambres concentriques ont un rapport inférieur ou égal a 1. Le bol entrainé
par le bas comprend une série de sections tubulaires courtes de diameétre croissant (300 et 1000
mm) rangées de maniére & former un passage tubulaire continu pour I’écoulement du liquide. La
suspension est alimentée par la partie supérieure soit par gravité, soit sous pression, dans la
chambre de plus petit diamétre. La phase liquide circule successivement de haut en bas et de bas
en haut, de chambre en chambre, et est évacuée vers le centre soit par débordement, soit par une
turbine centripéte. Les particules denses et grosses sédimentent dans les chambres de petit
diamétre, tandis que les particules plus fines et petites sédimentent au niveau des chambres de
grand diameétre. L’évacuation de ces particules se fait de facon discontinue. Ce type de
centrifugeuse est plus utilisé pour la clarification des jus de fruit, du mout et de la biére (Robatel
et Borel, 1989b ; Dahlstrom et al., 1999). La Figure 11 donne une représentation schématique

d’une centrifugeuse tubulaire.
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Figure 11: Représentation schématique d’une centrifugeuse-décanteuse continue a bol a
chambres concentriques. (Techniques de 1’Ingénieur, traité Génie des Procédés, Chapitre A5560,

Centrifugation — Technologie).

1.5.4.3 Les centrifugeuses-décanteuses continues a axe vertical muni de

couteau ou racloir
Elles sont généralement du type suspendu en trois points et comportent soit un entrainement
par moteur électrique a plusieurs vitesses (en général trois), soit un entrainement par moteur
électrique ou hydraulique a vitesse variable. Le bol possede, a sa partie inférieure, des orifices de
déchargement du solide et la cuve porte un mécanisme de déchargement appelé couteau ou racloir

(Figure 12).
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Figure 12 : Représentation schématique d’une centrifugeuse-décanteuse continue a axe
vertical et a racloir (Techniques de 1’Ingénieur, traité Génie des Procédés, Chapitre AS5560,
Centrifugation — Technologie)

Lors du fonctionnement, par cycles pouvant étre automatises, 1’alimentation s’effectue en
continu pendant la premiére phase du cycle, le liquide clarifié¢ s’évacuant au moyen d’un tube
siphon généralement appelé sucette, les sédiments s’accumulant progressivement contre la paroi
intérieure du bol. En fin de chargement et aprés élimination du liquide surnageant, la centrifugeuse
est ralentie jusqu’a une faible vitesse (entre 10 et 50 tr/min) et le solide est déchargé par le racloir
a travers les orifices situés dans la partie inférieure du bol. La commande du racloir s’effectue soit
manuellement, soit, plus généralement, par un dispositif hydraulique dans le cas de centrifugeuses

automatiques a programmes (Robatel et Borel, 1989b).
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1.5.4.4 Les centrifugeuses-décanteuses continues a axe horizontal muni de
couteau ou racloir
L’alimentation entre a travers ’extrémité de 1’orifice alloué a cet effet et est accélérée a la

vitesse de consigne avant d’étre introduite dans la chambre de séparation (Figure 13).
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Figure 13: Représentation schématique d’une centrifugeuse-décanteuse continue a axe
horizontal et a racloir (Techniques de 1’'Ingénieur, traité Génie des Procédés, Chapitre A5560,
Centrifugation — Technologie)

Les solides sédimentent au niveau de la paroi du bol et le liquide clarifié¢ déborde I’anneau
ou est déchargé a travers la vanne d’écrémage. A la fin d’un cycle (due & I’accumulation a
I’intérieur du bol d’une quantité¢ suffisante de solide) signalée par un outil de détection de
I’épaisseur du gateau, le surnageant qui est resté au-dessus du gateau, est écréme en ouvrant la

vanne d’écrémage par rotation vers 1’intéricur. Apres que le liquide ait été aspiré, le gateau qui en
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résulte est plus asséché. Ces solides sont enlevés par des racloirs (Dahlstrom et al., 1999 ;

Svarovsky, 2000 ; Richardson et Harker, 2002).

1.5.4.5 Les centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes

La centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes est I’un des types de centrifugeuse-
décanteuse les plus populaires. Elle contient un assemblage d’assiettes coniques. L’alimentation
est introduite dans le bol via un tube d’alimentation fixe débouchant dans un distributeur qui va
I’accélérer a la vitesse du bol. La conception du distributeur est telle qu’il puisse assurer
’accélération en douceur du produit afin d’éviter un impact violent des forces de cisaillement sur
les particules. La séparation s’effectue entre les assiettes. Le flux entrant est divisé en de
nombreuses couches minces créées par I’empilement d’assiettes ; ce qui permet d’obtenir une
grande surface de séparation. A la sortie de la pile d’assiettes, le liquide clarifié est repris par une
turbine centripéte pour étre évacué. Selon le procédé, le liquide peut étre évacué sous pression ou

non (Flottweg, sd).

Il existe trois configurations de centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes selon le
mode d’évacuation de la phase solide (Figure 14). Pour la centrifugeuse continue a bol plein ou a
décharge manuelle, les solides s’accumulent progressivement contre la paroi. Leur évacuation
nécessite I’arrét, le démontage du bol, son nettoyage et I’enlévement de 1’assemblage d’assiettes.
Dans la configuration continue a bol autodébourbeur ou a décharge intermittente, les solides ou
sédiments accumulés contre la paroi sont éjectés par des anneaux de réglage fixe ou variable. Un
systeme hydraulique fonctionne comme un pointeau ou piston coulissant et automatiquement
éjecte de facon périodique les solides a la vitesse maximale de rotation a travers un cyclone a
solides qui peut étre optionnel. Enfin, dans la configuration continue & bol & buses ou a

embouchures ou & décharge continue, les solides sont évacués continuellement avec une partie du
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liquide a travers des embouchures placées a la périphérie du bol et qui sont profilées au bout offrant
un espace (chambre a boues) pour le stockage des boues (Robatel et Borel, 1989b ; Dahlstrom et

al., 1999 ; Flottweg, sd).
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Figure 14: Représentation schématique des centrifugeuses-décanteuses continues a
assiettes. (a) a bol plein ; (b) a bol autodébourbeur a ouverture par piston ; (c) a bol a buses ou a
embouchures (Techniques de 1’Ingénieur, traité Génie des Procédés, Chapitre A5560,
Centrifugation — Technologie).

Certaines centrifugeuses a décharge continue comportent un dispositif de recyclage partiel
de la phase solide a proximité des buses, ce qui permet d’accroitre la concentration en solide de la

boue évacuée (Robatel et Borel, 1989b ; Dahlstrom et al., 1999 ; Flottweg, sd).

1.5.4.6 Le décanteur centrifuge continu a vis

Parmi les centrifugeuses industrielles modernes, le décanteur centrifuge continu a vis est
celle qui a le plus grand nombre d’applications. Le décanteur centrifuge continu consiste en un bol
solide muni d’une vis convoyeuse entre les tétes de bols pour solides et liquide (Figure 15). Le bol
et la vis convoyeuse tournent mais a des vitesses différentes de maniére a permettre
I’acheminement des sédiments le long de la machine vers le cylindre a I’issue conique de décharge.
La suspension a séparer est introduite dans le décanteur par une vanne d’alimentation axiale
localisée au centre de la vis. Le produit est progressivement accéléré dans la chambre de
distribution avant d’étre introduit dans le bol par des orifices appropriés dans la chambre de
séparation. Dans celle-ci, la suspension tourne avec le bol a la vitesse de fonctionnement et forme
une couche concentrique sur la paroi interne du bol. Les particules solides contenues dans la
suspension sont plaquées contre la paroi du bol sous I’effet de la force centrifuge. Le liquide
clarifié se déplace de maniére radiale vers la surface de la chambre. Le liquide s’écoule par la suite
le long du canal d’hélice formé par les lames adjacentes de la vis convoyeuse, vers la téte du bol a
liquide. C’est a partir de cette téte que le liquide sera déchargé au dessous des anneaux. Le liquide
clarifi¢ reflue vers I’extrémité cylindrique du bol et déborde par-dessus le jeu d’anneaux

déversoirs. Le liquide est recueilli dans le centrat et évacué par gravité. Il peut également étre
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évacué par une turbine centripete ; cela se fait sous pression et ne nécessite pas 1’utilisation d’une
pompe de reprise séparée. Les solides séparés sont acheminés par la vis convoyeuse et évacués a
I’extrémité conique du bol dans le collecteur de sédiments puis tombent par gravité, dans la trémie

d’évacuation (Dahlstrom et al., 1999 ; Svarovsky, 2000 ; Flottweg, sd).
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Figure 15: Représentation schématique d’un décanteur centrifuge continu a vis racleuse
(Techniques de I’Ingénieur, trait¢ Génie des Procédés, Chapitre AS5560, Centrifugation —

Technologie).

1.5.4.7 Le décanteur centrifuge continu a tamis

Il consiste en un décanteur centrifuge continu a vis auquel un tamis cylindrique a été ajouté
a la petite extrémité conique (Figure 16). La vis convoyeuse s’étend le long du bol. Ce type de
centrifugeuse est une combinaison d’une décanteuse et d’une essoreuse. L’alimentation est
semblable a celle d’un décanteur centrifuge a vis. A I’intérieur de la chambre de séparation, les
solides denses sédimentent au niveau de la paroi du bol et I’effluent s’échappe a travers des orifices
appropriés au niveau de la large extrémité de la machine. Les sédiments sont acheminés vers un
tamis a ’extrémité conique de la machine. Au cours de ce mouvement de sédiments, le liquide est

draineé a travers le tamis ; il se forme un géteau plus sec (Dahlstrom et al., 1999).
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Figure 16: Représentation schématique du décanteur centrifuge continu a tamis. (Source :

Perry’s Chemical Engineers’ Handbook)
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CHAPITRE 2

ETUDE DE LA CINETIQUE DE DEGRADATION
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CHAPITRE 2 : ETUDE DE LA CINETIQUE DE DEGRADATION ENZYMATIQUE DE
LA PECTINE COMMERCIALE ET DE LA PECTINE DE GOYAVE

RESUME DU CHAPITRE

L’objectif de ce chapitre est de déterminer le mécanisme de dépectinisation enzymatique
de la purée de goyave a chair blanche. A cet effet, une étude de la dégradation de la pectine
commerciale et de la pectine de la purée de goyave a chair blanche a été faite. L’effet de la
concentration en pectine commerciale sur la vitesse de réaction a été évalué. La cinétique ainsi
obtenue a été ajustée par le modéle cinétique de Hill et les parameétres cinétiques (Km et Vmax) ont
été estimés. L’¢étude de la cinétique de dépectinisation de la purée de goyave a chair blanche a
nécessité la préparation de ladite purée par broyage de la pulpe et mélange du broyat avec de I’eau
a une proportion de 35% m/m. Les concentrations en pectinases variaient de 0,033% a 0,100%
m/m et le temps de contact enzyme-purée variait de 3 a 90 min. La température de dépectinisation
était de 43 £ 2°C. Le taux d’hydrolyse et la vitesse de réaction ont été déterminés pour chaque
condition opératoire. La cinétique de dépectinisation de la purée de goyave a chair blanche a été
ajustée a 1’aide du mod¢le de Hill et les coefficients du modele ont été estimés. Les résultats
obtenus ont montré que la cinétique de dégradation de la pectine commerciale a pu étre décrite a
I’aide du modele de Hill avec un coefficient de détermination de 0,997. Le nombre de Hill pour ce
modele a été évalué a 1, ramenant ledit modeéle a celui de Michaelis-Menten. Les valeurs estimées
de Kwm et de Vimax était de 1148,50 mg/L et 0,017 umol/L/min. Le taux d’hydrolyse de la pectine de
goyave a chair blanche a montré une augmentation considérable pendant les 20 premiéres minutes
de traitement pour les concentrations de 0,055% et 0,078%, et la 3*™ minute pour la concentration
de 0,100%. Cette phase d’augmentation notable était suivie d’une augmentation négligeable. La
cinétique de dépectinisation de la purée de goyave a chair blanche décrit une forme sigmoidale
pour toutes les concentrations en enzyme. La valeur de Vmax augmentait de fagon linéaire avec la
concentration en enzyme de 60 & 280 mg/L/min, alors que le coefficient de Hill (n) diminuait de 7

a 4 avec I’augmentation de la concentration en enzyme.
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2.1 INTRODUCTION

La purée fraiche de goyave contient une teneur en pectine entre 0,26 et 1,2% m/m (Combo
etal., 2011). Au cours du traitement enzymatique de la purée de goyave, sa pectine est hydrolysée
en divers produits. Plusieurs travaux de dépectinisation enzymatique de la purée de goyave a chair
blanche par les pectinases industrielles d’Aspergillus niger existent dans la bibliographie. Sept
isoformes de polygalacturonases ont été isolées a partir de cette moisissure. Chacune d’elles a été
caracterisée ; les parametres cinétiques (Km et Vimax), leur mécanisme d’hydrolyse de la pectine et
les types de substrats catalysés ont été déterminés. Ces différentes études ont été faites sur des
substrats (pectines et oligomeres de 1’acide galacturonique) en milieu relativement simple (solution
tampon) (Benen et al., 2003). Les parameétres cinétiques ont été déterminés en utilisant le modéle
de Michaelis-Menten supposant des effets négligeables de la rétroaction ou inhibition par le
produit (Céardenas, 2013). Les préparations commerciales de pectinases d’A. niger sont des
mélanges des différentes isoformes de polygalacturonases. L’effet conjoint de ces isoformes a été
exploité lorsqu’elles ont été appliquées aux pectines extraites de diverses sources (Kiss et al.,
2009). Les parameétres cinétiques du mélange sur la pectine préalablement isolée de sa source ont
été déterminés par ajustement a 1’aide du modele de Michaelis-Menten. Dans ces diverses sources,
la pectine est mélangée a des molécules qui peuvent décrire certaines interactions avec les
pectinases utilisées pour la dépectinisation. L’application des préparations des pectinases d’A.
niger & la purée de goyave a chair blanche entraine une hydrolyse de la pectine avec diminution
de sa teneur au cours du traitement telle que rapportée par Nso et al. (1998). Il ressort de ces
travaux qu’aucun mécanisme moléculaire de dépectinisation de la purée de goyave a chair blanche
prenant en compte sa complexité n’a été développé. L’objectif de ce chapitre est de déterminer le

mécanisme de dépectinisation enzymatique de la purée de goyave a chair blanche. Il s’agira de
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déterminer le comportement cinétique des polygalacturonases d’Aspergillus niger en milieu
simple (pectine pure) et en milieu complexe (jus de goyave). L hypothése qui permet de soutenir
cet objectif est la suivante : I’hydolyse enzymatique de la pectine de goyave a chair blanche n’obéit

pas au mécanisme classique de Michaelis Menten.

2.2 MATERIEL ET METHODES

2.2.1 Matériel biologique

Le matériel biologique a été constitué des fruits de goyave a chair blanche (cultivar
Lucknow 49) achetés dans le marché de Kharagpur dans I’Etat de la Bengale Occidentale en Inde,
auprés d’un commergant se ravitaillant dans les vergers de la contrée de Baruipur (Coordonnées
GPS : 22°21°0.00"N ; 88°26°24.00"E) pres de la ville de Calcutta. La Figure 17 présente des

images de la goyave de ce cultivar.

Figure 17 : Images de la goyave a chair blanche du cultivar Lucknow 49
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2.2.2 METHODES

2.2.2.1. Détermination de Pactivité des pectinases

L’activité des pectinases a été déterminée par la méthode au 2 — cyanoacétamide telle que
décrite dans le Codex (Enologique International (2012) avec quelques modifications. Le substrat
utilisé a été la pectine commerciale extraite a partir d’agrume. La concentration en pectine a été

variée et I’effet de cette variation sur I’activité spécifique des pectinases a été déterminé.

a. Principe

Les pectinases hydrolysent les liaisons a - (1 — 4) galactosidiques de la pectine avec
libération dans le milieu des unités de I’acide galacturonique ainsi que des oligomeres
d’homogalacturonanes. Des extrémités a réactivité réductrice sont par conséquent libérées. Cette
méthode a recours aux ultraviolets et au cyanoacétamide et repose sur la réaction de
KNOEVENAGEL, a savoir la condensation entre un groupe méthyléne actif et un groupe
carbonyle dans un milieu fortement alcalin (Rupainwar et al., 2019). Elle permet de déterminer

I'activité de diverses enzymes parmi lesquelles les pectinases.

b. Mode opératoire

Pour la détermination de ’activité enzymatique, 9,5 mL de solutions de pectine (extraite a
partir de zeste d’agrumes ; degré de méthoxylation 65% ; pureté 83% m/m) (Loba Chemie Pvt.
Ltd., Mumbai, Inde) a différentes concentrations (0 — 1900 mg/L) dans le tampon citrate de sodium
(Merck Specialities Private Limited, Mumbai, Inde) (100 mM ; pH 4,0) ont été introduits dans des
tubes a essais de 25 mL. Ces tubes a essais ont été par la suite introduits dans un bain-marie (Remi,

modeéle RSB — 12, Remi Elektrotechnik Ltd, Inde) a 43+2°C et maintenus pendant 5 minutes. Dans
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chaque tube a essais, la réaction a été initiée par I’ajout de 0,5 mL d’extrait enzymatique (Pectinase
d’Aspergillus niger : 8000 — 12000 U/g) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Inde) (0,02
g/mL). La réaction s’est ainsi déroulée a 43+2°C. Apres 15 minutes de réaction, 500 pL du milieu
réactionnel a ensuite été introduit dans des tubes de culture contenant 20 mL d’eau déminéralisée
préalablement incubés dans un bain-marie bouillant. Aprés 10 minutes de chauffage (a 97 + 1°C)
du mélange afin de stopper la réaction enzymatique, suivi du refroidissement a la température
ambiante (30 £ 3°C), la solution a été complétée a 25 mL avec de I’eau déminéralisée. Un volume
(2 mL) de cette solution a eté prélevé et complété avec 4 mL d’une solution de tampon borate
(Loba Chemie Pvt. Ltd., Mumbai, Inde) 0,1 M pH 9,0 et 2 mL d’une solution de 2-cyanoacétamide
(Spectrochem Pvt. Ltd. Mumbai, Inde) (1% m/v). Le tube du mélange a été par la suite placé dans
un bain marie bouillant (97 £ 1°C) pendant 10min. Apres le refroidissement a la température
ambiante, les absorbances ont été mesurées a 273nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible
(M/s Perkin Elmer, Connecticut, USA) contre un blanc ayant subi la méme procédure, a la seule
différence que I’extrait enzymatique a, au préalable, été chauffé a 95°C pendant 10 minutes. La
teneur en acide galacturonique (Sigma Aldrich, Slovaquie) a été déterminée en se rapportant a la
courbe d’étalonnage en utilisant I’acide galacturonique anhydre a des concentrations de 0 a 250

ug/mL.

c. Expression des résultats

L’unité de la vitesse de réaction ou de I’activité de polygalacturonase (umol.L-.min?) a
été exprimée comme étant la quantité d’acide galacturonique (en pmol/L) libérée par unité de
temps (en minutes) ; le facteur de correction du volume a été de 50. Cette vitesse de réaction a été

obtenue a I’aide la formule (Equation 7) (Codex (Enologique International, 2012) :
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(Abséch B Absblanc) %50

V (umol.Lt.min™) =
axt

Equation 7

Avec : V : Vitesse de la réaction enzymatique en pmol.Lt.min ; a : la pente de la courbe
d’étalonnage en L.mg™ ; t : le temps de réaction en min ; Absecn €t AbSpianc : 1’absorbance du tube
contenant I’extrait enzymatique non inactivé et du tube contenant l’extrait enzymatique

préalablement inactivé, respectivement.

2.2.2.2 Traitement préliminaire des fruits de goyave a chair blanche

Les goyaves a chair blanche du cultivar Lucknown 49 ont été réceptionnées a la maturité
physiologique. Le critere de détermination a été la couleur de la peau ; la couleur des fruits était la
couleur verte pale. Des travaux réalisés sur ce cultivar par Jain et al. (2001), et Phani Deepthi et
Chandra Sekhar (2015) ont permis de retenir cet état de maturité pour procéder au processus de
marissement et de sénescence. Cet état de maturité a permis de transporter les fruits des vergers
pour le laboratoire en minimisant les risques de ramollissement et de détérioration liés au transport.
Arrivés au laboratoire, les fruits ont subi une opération de triage qui a permis d’éliminer les fruits
immatures (couleur de la peau : verte sombre), et les fruits présentant des signes de détérioration.
Les fruits ont par la suite été lavés sous un jet d’eau de robinet. Ils ont été émondés de pédoncules
et de parties florales. Les fruits ont été conserves dans des emballages en carton garnis de papiers ;
ces emballages ont été par la suite scellés par des rubans adhésifs. Le mirissement a été fait a la
température ambiante (30 £ 3°C). La durée du processus de mdrissement était de 7 — 10 jours. Au
cours de cette période, la couleur de la peau des fruits est passée du vert pale au jaune verdatre.
Au toucher, la surface de contact du fruit avec le doigt s’enfongait sous I’application d’une
pression. De plus, les arbmes étaient intenses et les fruits étaient plus sucrés que les fruits a la

cueillette. Cette période de conservation, de méme que la couleur de la peau ont été choisies en se
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référant aux résultats des travaux de Jain et al. (2001), et Phani Deepthi et Chandra Sekhar (2015).
Ces chercheurs ont prouvé que c¢’est pendant cette phase de mdrissement (passage de la couleur de
la peau du vert pale au jaune verdatre) que des changements physiologiques et biochimiques
considérables ont lieu. Il s’agit entre autres de la diminution de la fermeté des fruits ; la diminution
de la teneur en chlorophylle et I’augmentation de la teneur en caroténoides ; la diminution de la
teneur en amidon, en hémicellulose, cellulose et lignine, en pectine ; la diminution de la verdeur ;
I’augmentation de la couleur jaune ; 1’augmentation de la teneur en sucres totaux et en sucres
réducteurs ; I’augmentation de ’activité des polygalacturonases, la diminution de I’activité des a
— amylase et f — amylase. A I’issue du marissement, les fruits ont été retirés des emballages en
carton et transférés dans des emballages en chlorure polyvinylique (PVC) pour le processus de

préparation du jus de goyave.

2.2.2.3 Préparation du jus brut de goyave

Pour cette préparation, le lot de fruits a subi une opération de triage ; les corps étrangers
(fruits présentant des entailles ou des signes de ramollissement, et cailloux, feuilles, pédoncules)
ont été écartés du lot. Les fruits ont par la suite été lavés sous un jet d’eau de robinet. Apres avoir
été épluchés, ils ont été dépépinés par rapage et affinage a 1’aide d’un tamis conventionnelle de
maille 1,19 mm. La purée a été broyée a 1’aide d’un broyeur (Inalsa, Modéle Fiesta,
Tuareg marketing Pvt Ltd, Inde). Des travaux préliminaires ont été effectués en variant le ratio
masse de purée/masse d’eau (25% m/m a 45% m/m). Ceux-ci ont permis de sélectionner le ratio
35% m/m pour la suite des travaux. Le mélange purée —eau (jus brut de goyave) a été conditionné
dans des bouteilles plastique Polyéthyléne Térephtalate (PET) et conservé au congélateur (LG,

Inde) & -18°C pour des travaux ultérieurs.
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2.2.2.4 Traitement enzymatique du jus brut de goyave

Le jus brut de goyave a chair blanche congelé (a -18°C) a été décongelé. Le traitement
enzymatique a été effectué en suivant le protocole développé par Akesowan et Choonhahirun
(2013) avec quelques modifications. Pour cela, dans un bécher de 250 mL, 100 g de jus brut de
goyave a chair blanche ont été pesés a 1’aide d’une balance de précision au millieme (A & D,
Model GF — 300, A & D Company Limited, Japon). Le bécher a été introduit dans un bain-marie
a 43+2°C. Les données de la littérature ainsi que les travaux préliminaires effectués a 25+2°C,
43+2°C et 55+2°C ont permis de sélectionner la température de 43+2°C pour le traitement
enzymatique. A 1’aide d’un agitateur a pales (Remi Motor agitator, type RQ 122, Remi
Elektrotechnik Ltd, Inde), le jus brut de goyave a chair blanche a été homogénéisé a 1000 rpm
pendant 5 minutes pour pré-conditionnement a la température de réaction. L’extrait enzymatique
sec (en poudre) a par la suite été ajouté a celui-ci. Des travaux préliminaires effectués avec une
concentration en enzyme de 0,01% m/m (masse d’enzyme/masse de purée initiale) n’ont pas
permis d’obtenir des changements notables des caractéristiques du jus de goyave issu de la
dépectinisation. A cet effet, la dépectinisation a été effectuée avec les ratios de pectinase (% masse
d’enzyme/masse de purée initiale) de 0,033% ; 0,055; 0,078% et 0,100% m/m. L’extrait
enzymatique a été ajouté sous agitation. Aprés 10 secondes d’homogénéisation permettant de
disperser I’enzyme dans le jus de goyave, le temps de contact enzyme-substrat a été chronométré
en négligeant ce temps d’homogénéisation. Les temps de réaction sous agitation pour toutes les
concentrations en enzyme ont été de 3 min, 5 min, 8 min, 12 min, 15 min, 18 min, 20 min, 40 min,
60 min, 80 min et 90 min, respectivement. Ces valeurs de temps de contact enzyme-purée ont été
sélectionnées dans le but d’appréhender le phénomene d’hydrolyse lors des vingt (20) premicres

minutes de la réaction et de mieux visualiser les changements qui ont eu lieu pendant cette premiére
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tranche de 20 minutes. De plus, les travaux préliminaires ont permis de montrer que des variations
négligeables n’étaient observées qu’a partir de la trentiéme minute pour les concentrations en
enzyme ci-dessus mentionnées. Au terme de la durée d’agitation, le jus de goyave a chair blanche
issu de la dépectinisation a été introduit dans des bocaux en verre, fermé et introduit dans un bain-
marie bouillant (95°C) pendant 5 minutes pour arréter la réaction enzymatique. Le bocal a été
refroidi dans un bain-marie a la température ambiante. Le jus de goyave a chair blanche issu de la
dépectinisation a été essoré a I’aide d’une toile filtrante et le filtrat recueilli et conditionné dans
des emballages en polyéthyléne térephtalate (PET) et conservé dans le congélateur pour la suite
des travaux. Trois répétitions ont été faites pour chague combinaison de parameétres (temps et

concentration en enzyme) ; la valeur moyenne et 1’écart-type ont été calculés.

2.2.2.5 La détermination de la teneur en pectine des échantillons de jus de
goyave a chair blanche
La détermination de la teneur en pectine a été faite par la méthode au carbazole telle que

développée par McComb et McCready (1952).

a. Principe

La détermination de la teneur en pectine repose sur trois réactions consecutives. La
premiére consiste initialement en une hydrolyse a chaud des molécules de pectine sous I’influence
de I’acide sulfurique en des monoméres de I’acide galacturonique. Dans la deuxiéme réaction, les
monomeres de 1’acide galacturonique formeraient avec 1’acide sulfurique des produits
intermédiaires contenant un groupement carbonyl. Dans la troisieme réaction, ces produits
intermédiaires vont se combiner avec le carbazole pour donner un complexe rouge violacé ou

marron (Dische, 1947).
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b. Mode opératoire

— Extraction de la pectine

La détermination de la teneur en pectine a d’abord nécessité une étape préliminaire
d’extraction de la pectine des échantillons de goyave a chair blanche. Celle-ci a été réalisée en
suivant la méthode décrite par Masmoudi et al. (2008) avec quelques modifications. Pour cela, 10
mL d’échantillon ont été prélevés et introduits dans les tubes de centrifugation de 30 mL. Ce
volume a été complété avec 15 mL d’éthanol (Honyon International Inc., Chine) (99% v/v) pour
la précipitation de la pectine et autres composés insolubles dans 1’éthanol. Le mélange a été agité
manuellement et les tubes de centrifugation conservés dans le réfrigérateur a 4°C durant toute la
nuit (15 heures). Le mélange a été centrifugé a 10000 rpm pendant 15 minutes a 1’aide d’une
centrifugeuse (Remi, Remi Elektrotechnik Ltd, Bengale Occidentale, Inde). Le surnageant a été
collecté dans les bocaux en polyéthyléne téréphtalate et conservé dans le réfrigérateur pour des
analyses ultérieures. Le culot dans les tubes de centrifugation a été lavé avec 1’éthanol a 50% v/v,
75% v/v respectivement pour éliminer les mono et les disaccharides. Les précipités ont été mis en
suspension dans 1’éthanol a 99% v/v et le contenu a été centrifugé a 10000 rpm pendant 10 minutes.
Le surnageant a été séparé du précipité et a par la suite été utilisé pour la détermination de la

concentration en pectine.

— Détermination de la teneur en pectine

La détermination de la teneur en pectine a été effectuée en utilisant la méthode au carbazole
telle que décrite par McComb et McCready (1952) avec quelques modifications. Le précipité a été
premiérement dissout dans une solution de NaOH (0,05 N) (Merck Specialities Private Limited,

Mumbai, Inde) dans une fiole de 100 mL, afin de rompre les liaisons méthoxyls et libérer des
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molécules de pectate (pectine dépourvue de groupements méthyliques). Apres 30 minutes de
réaction, 1 mL d’échantillon dilué au centiéme a été introduit dans un tube de culture contenant 6
mL d’acide sulfurique concentré (Merck Specialities Private Limited, Mumbai, Inde) (98% v/v) et
maintenu dans un bain de glace (3 £ 1°C). Apres fermeture des tubes a essais, ceux-ci ont été agités
et introduits dans un bain-marie bouillant a 95°C pendant 10 minutes. Apres chauffage, les tubes
ont été immédiatement refroidis dans un bain-marie a 20°C. Un volume (0,5 mL) de la solution de
carbazole (Loba Chemie Pvt. Ltd., Mumbai, Inde) (0,15% m/v) a été ajouté. Le mélange a été par
la suite agité vigoureusement et laissé au repos pendant 30 minutes. La transmittance (%T) des
échantillons a été mesurée a 520 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible (M/s Perkin
Elmer, Connecticut, USA). La teneur en acides galacturoniques issus de la réaction d’hydrolyse
acide de la pectine a été obtenue a I’aide d’une courbe d’étalonnage utilisant 1’acide galacturonique

anhydre comme étalon (0 — 200 mg/L).

Pour la détermination de la teneur équivalente en pectine de 1’échantillon, des solutions de
pectine a des concentrations connues ont eté préparees. Celles-ci ont subi le traitement acide
précédemment décrit. Les teneurs en acides galacturoniques de chaque échantillon ont été
déterminées. Une courbe d’étalonnage donnant la concentration en acide galacturonique anhydre
de chaque solution de pectine en fonction de la teneur correspondante en pectine a été tracée. La
teneur en pectine des échantillons de goyave a chair blanche a été déterminée en utilisant cette

courbe d’étalonnage.

Pour chaque échantillon, le taux d’hydrolyse (TH) a été calculé a ’aide de I’Equation 8

(Masmoudi et al., 2008) :
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DHt (%) _ ([S]t=0 _[S]t) %100
[Sk-o Equation 8

Avec TH;: : le taux d’hydrolyse au temps de traitement t, [S], la concentration en pectine (mg/L) et

t : la durée de traitement.

Pour chaque concentration en enzyme, le taux d’hydrolyse a été tracé en fonction du temps

de contact enzyme-substrat.
2.2.2.6 Determination de la cinétique d’hydrolyse de la pectine

Pour la modélisation de la cinétique de dégradation enzymatique de la pectine
commerciale, la vitesse de la réaction de chaque échantillon a été tracée en fonction de la

concentration en pectine correspondante.

En ce qui concerne la pectine de goyave, la modélisation de sa cinétique a nécessité une
détermination prealable de la vitesse de la réaction pour chaque concentration en enzyme ; celle-

ci a été faite en utilisant I’Equation 9 :

V (mg.(L.min)™) __[SLi-ISka

G-ty Equation 9

Avec : V: Vitesse de la réaction; [S]iet [S]i1: la concentration en pectine (en mg/L) de
I’échantillon correspondant au temps ti (en minute) et celle de I’échantillon du temps

immediatement précédent t;.1.

L’évolution de la vitesse de la réaction en fonction de la concentration en pectine

(commerciale ou celle de goyave) a été modélisée en utilisant 1’équation de Hill (Equation 10) en
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se fondant sur I’hypothése de I’existence d’une multitude de sites de fixation du substrat sur

I’enzyme.

V (mg.(L.min) %) =V x LT

K +[ST" Equation 10

Avec V : Vitesse de la réaction ; Vimax : la vitesse maximale de réaction ; n : le nombre de sites de
fixation ; celui-ci devant étre entier, un arrondi a 1’'unité supérieur ou inférieur selon la partie
décimale s’est avéré indispensable. [S] : la concentration en pectine (mg/L). K est une constante
qui traduit I’affinit¢ de ’enzyme pour le substrat mais qui n’est pas forcement la constante de

Michaelis-Menten. K est donné par I’Equation 11 :

K =[Sg]" Equation 11

Avec [Sso] est la concentration en substrat pour laquelle la vitesse est la moitié de la vitesse

maximale.

Si n dans le modele de Hill est égal a 1, alors ce modéle s’apparente a celui de Michaelis-
Menten donné par I’Equation 12. Dans ce cas, K devient la constante de Michaelis-Menten (Kw)
(mg/L) qui représente la concentration en pectine pour laquelle la vitesse est égale a la moitié de

la vitesse maximale (Vimax).

V (umol.(L.min) ™) =V, x [S]

K +[5] Equation 12

Le logiciel SigmaPlot version 11.0 a été utilisé pour tracer la courbe de I’activité
enzymatique et I’estimation des parametres cinétiques de modeéle de dégradation de la pectine

commerciale.
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Les valeurs Vmax et n ont été estimées en minimisant la somme des carrés a chaque point
expérimental sous un environnement Matlab 14b. La somme des carrés est donnée par I’Equation

13 suivante :

2
\Y/

S — z exp,i

i=1 V

_Vsim,i

Equation 13

exp,i

AVEC Veyp,i €t Vsim,i les valeurs expérimentales et simulées de la vitesse de réaction au temps

Les valeurs Vmax et n ont respectivement été tracées en fonction des différentes

concentrations en enzyme.

2.3 RESULTATS ET DISCUSSION

2.3.1 Modélisation de la cinétique d’hydrolyse enzymatique de la pectine

commerciale

La concentration en pectine commerciale varie entre 0 et 1900 mg/L (Figure 18). La vitesse
initiale de la réaction augmente de 0 et 0,0108 pmol/mL/min avec I’augmentation de cette
concentration (Figure 15). La vitesse initiale augmente en fonction de la concentration en pectine
pour celles comprises entre 0 et 1700 mg/L. Pour des concentrations en pectine comprises entre

1700 et 1900 mg/L, la vitesse de la réaction ne varie pas considérablement (présence d’un plateau).
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Figure 18: Cinétique de dégradation enzymatique de la pectine commerciale

Afin de déterminer la variation de la vitesse de la réaction en fonction de la concentration
en pectine commerciale, sa cinétique de dégradation enzymatique a été modélisée. Celle-ci a été
faite en ajustant les données expérimentales a ’aide du modéele de Hill (Equation 10). La courbe
continue de la Figure 18 représente celle générée par ledit modele. Celui-ci suppose une forme
sigmoidale de la courbe de la vitesse de la réaction en fonction de la concentration en pectine.
Cette forme a également été décrite par Trindade et al. (2016) dans la modélisation de la cinétique
de dégradation de la pectine (26% de degré de méthoxylation) par 1’exo-polygalacturonase de
Rhizomucor pusillus A13.36. N’ayant pas trouvé dans la littérature de résultats semblables pour
effectuer une comparaison, ce profil a pu étre justifié par la complexité de la molécule de pectine
qui n’était pas un substrat synthétique. Ces chercheurs ont également émis 1’hypothése de la
présence dans la molécule de pectine de certaines régions qui poseraient une difficulté initiale pour

la réaction d’hydrolyse qui se déroulerait a une faible vitesse de réaction.
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La ligne continue rouge représente le modele cinétique généré par le logiciel SigmaPlot11.
Le coefficient de détermination (R?) obtenu avec le modeéle de Hill est de 0,9992 suggérant une
corrélation acceptable. Ce modeéle permettrait par conséquent de décrire la cinétique de
déégradation enzymatique de la pectine commerciale. Les coefficients du modeéle estimés par le

logiciel SigmaPlot 11 pour cette cinétique ont permis de générer I’Equation 14.

[8]1,09

V =0,017 x 59
[1148,50]" " +[S]"®

Equation 14

Avec V : Vitesse initiale de la réaction (umol/mL/min) et [S] : la concentration en pectine

(mg/L).

La puissance de la concentration en pectine est égale a 1,09 (Equation 14). Cette puissance
qui représente le nombre de sites de fixation du substrat, doit étre entiére. Vue sa partie décimale,
elle a par conséquent été arrondie a 1. Dans ce cas, le modéle de Hill ainsi a été rapporté a celui de
Michaelis-Menten. Cette approximation pourrait se justifier par le profil hyperbolique de la
courbe, typique du modele de Michaelis-menten et différent de celui sigmoidal caractérisant les
courbes du modele de Hill. Les impuretés contenues dans la préparation commerciale de la pectine
ne décriraient pas des phénomeénes pouvant permettre 1’apparition de la cinétique non-
michaelienne. Les utilisations du modéle de Michaelis-Menten dans les études de dépectinisation
de cette pectine d’agrume pourraient donc étre justifiées. L unicité de n représente en effet I’unicité
du site actif ou site d’hydrolyse des substrats avec libération de monomeéres. Car en effet, sept (07)
isoformes de polygalacturonases peuvent étre isolées a partir de la moisissure Aspergillus niger.
A D’exception de I’isoforme PGD qui poss¢de quatre (04) sites de fixation du substrat, les autres

en possédent au moins sept (07) (Benen et al., 2003). Deux types de sites peuvent étre rencontrés

65



au niveau de la structure des PG : les sites négatifs et positifs. Les sites positifs sont ceux qui
doivent étre occupés par les unités de I’acide galacturonique du substrat a partir de son extrémité
réductrice pour que le complexe formé soit productif. Selon le type de produit pouvant étre issu de
I’hydrolyse, les unités de 1’acide galacturonique a partir de cette extrémité doivent occuper ces
sites positifs. Quel que soit le degré de polymérisation du produit, la réaction d’hydrolyse se
déroule exclusivement a I’arrangement tridimensionnel situé entre les sites de fixation — 1 et +1.
Cet espace tridimensionnel est constitué des acides aminés impliqués dans I’hydrolyse de la liaison
galactosidique (Figure 7); celui-ci constitue par conséquent le site actif de I’enzyme (Van
Pouderoyen et al. 2003). Le produit de la réaction mesuré dans cette étude est le monomere de
I’acide galacturonique. L’hydrolyse permettant la libération de ce dernier se déroulerait lorsque
’unité terminale de I’acide galacturonique du substrat a partir de son extrémité réductrice occupe
le premier site positif (site +1) de la molécule d’enzyme (quelle que soit I’isoforme de PG) (Figure

19) (Pafenicova et al., 1998; Benen et al., 1999 ; Pafenicova et al., 2000; Pafenicova et al., 2000).

66



Oligomere d’AG
DP =n
+

Molécule
d’enzyme
Sites de fixation \
Site actif
K1
Mise en évidence de 1’occupation du
site actif (site + 1) par ’AG terminal
( )P Complexe
enzyme-substrat
+2
K2
Libération du monomeére d’AG, de
I’oligomere (DP =n — 1) et de I’enzyme
Oligomere d’AG (DP=n-1) Monomere de ’acide galacturonique
+
Molécule
d’enzyme

Figure 19 : Mécanisme réactionnel de libération d’une unité de I’acide galacturonique
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L’assimilation du modéle de Hill a celui de Michaelis-Menten a permis d’estimer les
parametres catalytiques de la préparation enzymatique. A partir de I’Equation 14, la valeur 0,017
pmol/mL/min représenterait la vitesse maximale (Vmax). A cause de ’unicité de n, la constante
1148,50%%° mg/L devient égale & 1148,50 mg/L qui représenterait la constante de Michaelis-
Menten (Km) du mélange de pectinases. Le paramétre Km représente la concentration en substrat
pour laquelle la vitesse de la réaction est la moitié de la vitesse maximale. Cette valeur
renseignerait sur ’affinit¢ du consortium d’enzymes pectolytiques par rapport a la pectine
commerciale. Les préparations commerciales de pectinases seraient un mélange de toutes les
isoformes de PG (Nikoli¢ et Mojovic, 2007). Chaque isoforme a une valeur spécifique de Kwm
variant de moins de 150 mg/L pour les isoformes PGI, PGII, PGA et PGC a 2500 mg/L pour

I’isoforme PGE (Benen et al., 2003).

Les deux plages de concentrations en pectine ci-dessus mentionnées (0 — 1700 mg/L et
1700 — 1900 mg/L) peuvent étre décrites par deux types différents de cinétique. Dans la premiére
région ou I’augmentation de la concentration en pectine entraine une augmentation de la vitesse
de la réaction, la cinétique serait de premier ordre. La vitesse de la réaction serait directement
proportionnelle a la concentration en substrat, la corrélation étant de type linéaire. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que pour des concentrations en pectine comprises entre 0 et 1700 mg/L, les
enzymes hydrolyseraient les molécules de substrats avec formation de produits. L’augmentation
de la concentration en substrat conduirait a une augmentation de la concentration en produits
formés pendant la durée de réaction. L’accumulation de monomeres de 1’acide galacturonique
n’affecterait pas la réaction enzymatique comme I’ont montré la courbe d’évolution des produits
des différentes isoformes de PG (Pafenicova et al., 1998; Benen et al., 1999 ; Pafenicova et al.,

2000; Pafenicova et al., 2000). Dans la deuxieme région (concentration en pectine comprise entre
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1700 et 1900 mg/L) ou la vitesse de la réaction est pratiquement constante autour d’une valeur de
0,01 umol/mL/min, la cinétique serait de zéro ordre. Dans cette région, la vitesse de la réaction ne
serait pas fonction de la concentration en substrat; par conséquent 1’augmentation de la
concentration en pectine n’affecterait pas la vitesse de la réaction. Ceci pourrait étre d0 au fait
qu’au-dela 1700 mg/L, le milieu réactionnel deviendrait saturé en substrat entrainant une
augmentation de la viscosité du milieu réactionnel et limitant les phénomeénes de diffusion des
enzymes vers leurs substrats. Il en résulterait une variation négligeable de la vitesse de la réaction

(Marangoni, 2003 ; Bisswanger, 2008).

2.3.2 Modélisation de la cinétique de dégradation enzymatique de la pectine

du jus de goyave

Le taux d’hydrolyse varie en général entre O et 58% pour la concentration en enzyme de
0,033% m/m pour un temps de contact enzyme-purée compris entre 0 et 90 min, tandis qu’il varie
entre 0 et 82% pour les autres concentrations (Figure 20). Pour chaque concentration en enzyme,
le taux d’hydrolyse augmente avec une augmentation du temps de contact enzyme-purée. Cette
augmentation du taux d’hydrolyse se fait avec une diminution progressive de la pente de la droite
entre deux périodes de temps distantes de 20 minutes. Dans le cas des concentrations en enzyme
0,055 et 0,078% m/m, le taux d’hydrolyse augmente considérablement entre 0 et 20 minutes. Cette
période est suivie des périodes de faible croissance (pente de la droite sensiblement égale a 0).
Dans le cas de la concentration en enzyme 0,100% m/m, le taux d’hydrolyse augmente

considérablement dans les trois premiéres minutes de contact entre I’enzyme et le substrat.
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Figure 20: Effet du temps de contact enzyme-substrat et de la concentration d’enzyme sur

le taux d’hydrolyse

L’augmentation du taux d’hydrolyse serait due a une diminution de la quantité de pectine
suite a leur hydrolyse au cours du temps (Nso et al., 1998 ; Tapre et Jain, 2014). Cette hydrolyse
s’accompagnerait de la formation progressive des produits de la réaction. Entre 0 et 20 minutes,
I’hydrolyse de la pectine se produirait a une vitesse de réaction d’hydrolyse élevée (augmentation
de 65% du taux d’hydrolyse) (Combo et al., 2012). L augmentation du taux d’hydrolyse entre 20
et 90 minutes pourrait s’expliquer par 1’accumulation progressive des produits de la réaction dans
le jus de goyave a chair blanche qui satureraient ce dernier (Combo et al., 2012). Il pourrait
également se produire un phénomeéne d’inhibition des enzymes par les produits de la réaction
(Benen et al., 2003). Couplée a la diminution de la quantité de substrat, cette saturation entrainerait
une faible augmentation du taux d’hydrolyse (65% a 75%). Dans cet intervalle de temps, il se

produirait des phénomeénes d’attaque simple et/ou de processivité conduisant a I’hydrolyse des
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substrats secondaires (oligomeres de faible poids moléculaire issus de 1’hydrolyse de la pectine
initiale) (Nikoli¢ et Mojovic, 2007). Dans le cas de 0,100% m/m d’enzyme, ces phénomenes
pourraient étre observés deés la troisieme minute de réaction traduisant une hydrolyse de la pectine
avec accumulation de produits dés les premieres minutes de la réaction comme rapportée par

Combo et al. (2012).

2.3.2.1 Modélisation de la cinétique d’hydrolyse enzymatique de la pectine
de goyave

La détermination de la concentration en pectine apres chaque temps de réaction et pour
chaque concentration en enzyme a permis de déterminer la valeur de la vitesse de réaction. Ces
vitesses de réaction ont été tracées en fonction de la concentration en substrat. Les courbes de
vitesse de réaction en fonction de la concentration en pectine ont été ajustées en utilisant I’Equation
B de Hill qui est celle la plus facile et la mieux adaptée a cet effet, car elle ne nécessite que
I’estimation de deux parametres. Cette Equation B se distingue de celles A et C (également décrites
par Hill (1910)) qui nécessitent I’estimation de (2n + 1) paramétres (Goutelle et al., 2008). Le
choix de I’Equation B de Hill se justifie également par son application dans plusieurs procédés
biochimiques, physiologiques, pharmacologiques pour analyser les équilibres de liaisons dans les
interactions ligand — récepteur. Elle présente néanmoins I’inconvénient d’étre basée sur la fixation
simultanée de plusieurs molécules de ligand sur le récepteur et ne tient pas compte des complexes
intermédiaires qui peuvent se former de maniere séquentielle ou indépendante (Weiss, 1997). A
I’aide de cette équation, différents modeles ont été générés pour chaque concentration en enzyme
a I’aide du logiciel Matlab 14b (Tableau 3). Les coefficients de modéles ont été estimés en

minimisant la somme des carrés a chaque point expérimental.

71



Tableau 3: Modeles de la cinétique d’hydrolyse enzymatique de la pectine dans le jus de

goyave a chair blanche générés pour chaque concentration en enzyme

Concentration 0,033 % m/m 0,055 % m/m 0,078 % m/m 0,100 % m/m

en enzyme

Equation de 7 6 5 4

m(j)déle V) 60><&7 145)(% 230><i5 280><&4
K +[S] K +[S] K +[S] K +[S]

Vmax 60 145 230 280

n 7 6 5 4

Les différentes modeles (ligne continue) ont permis d’ajuster les points expérimentaux

représentés par des puces (Figure 21).
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Figure 21: Modélisation de la cinétique réactionnelle décrite par les pectinases pour
différentes concentrations en enzyme (Les lignes représentent les modeles obtenus a I’aide de

I’Equation de Hill).
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La concentration en pectine de 1’échantillon non traité est de 2300 mg/L (Figure 21). La
diminution de la concentration en substrat pour chaque concentration en enzyme utilisée entraine
une diminution de la vitesse de réaction. L’hydrolyse de la pectine au cours de la réaction
entrainerait la diminution de leur concentration au cours du temps (Nso et al., 1998 ; Tapre et Jain,
2014). Cette hydrolyse serait initiée dés les premiéres minutes de réaction avec accumulation des
produits (Combo et al., 2012). Les taux d’hydrolyse supérieurs & 35% obtenus deés les premieres
minutes de réaction pourraient justifier les valeurs élevées de vitesse de la réaction pour des
concentrations en pectine de I’ordre de 2000 a 2300 mg/L et une diminution rapide de la vitesse
de la réaction pour des concentrations en substrats comprises entre 1000 et 2000 mg/L. Avec une
augmentation de la concentration en enzyme, 1’effet de cette diminution deviendrait de plus en
plus considérable, étant donné que la vitesse de la réaction enzymatique est fonction de la
concentration en enzyme (Robinson, 2015). La concentration en pectine apres 3 minutes de
réaction est de 1’ordre de 800 mg/L avec 0,100% m/m d’enzyme alors qu’elle est d’environ 1900

mg/L avec 0,033% m/m d’enzyme.

Les cinétiques de dégradation de la pectine de goyave a chair blanche décrivent toutes un
profil sigmoidal avec une double concavité ; une concavité croissante vers le haut pour des valeurs
de concentrations en pectine comprise entre 300 et 800 mg/L, et une concavité décroissante vers
le haut pour des valeurs de concentration en pectine comprises entre 1500 et 2000 mg/L. La double
concavité traduirait I’existence d’un point d’inflexion pour toutes les courbes ; I’existence du point
d’inflexion pouvant s’expliquer par la valeur de n supérieure a 1 pour toutes les concentrations en
enzyme (Goutelle et al., 2008). Les différentes courbes présentent une sigmoidicité croissante avec
I’augmentation de la concentration en enzyme pouvant ainsi expliquer la raideur croissante des

courbes avec 1’augmentation de la concentration en enzyme. De plus, pour chaque courbe,
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I’amplitude des intervalles de concentrations en pectine ou la concavité décroissante se manifeste
augmente avec 1’augmentation de la concentration en enzyme. Ces intervalles sont 1100 — 1700
mg/L, 1100 — 1800 mg/L, 1200 — 2200 mg/L et 1200 — 2300 mg/L pour des concentrations en
enzyme de 0,033%, 0,055%, 0,078% et 0,100% m/m, respectivement. Dans le cas des intervalles
de manifestation de la concavité croissante, leur amplitude diminue avec I’augmentation de la
concentration en enzyme. Elles sont de 300 — 850 mg/L, 300 — 800 mg/L, 300 — 700 mg/L et 300
— 600 mg/L pour les concentrations en enzyme de 0,033%, 0,055%, 0,078% et 0,100% m/m,

respectivement.

La tendance sigmoidale observée avec la pectine de goyave a chair blanche pourrait étre
expliquée par les phénomenes de coopérativité et d’allotérisme (Figure 22). La coopérativité
(Figure 22a) pourrait étre expliquée par le fait que la fixation d’une molécule de substrat sur la
molécule d’enzyme y entrainerait des modifications conformationnelles et/ou électroniques. Ceci
pourrait résulter en une amélioration (coopérativité positive) ou une détérioration (coopérativité
négative) de I’affinité de I’enzyme vis-a-vis d’une autre molécule de substrat (Marangoni, 2003).
La valeur de n supérieure a 1’unité telle qu’observée avec les différentes courbes de la Figure 18
traduirait le fait qu’il s’agit d’une coopérativité positive (Goutelle et al., 2008). L’allotérisme
(Figure 22b) est le phénomeéne qui est observé lorsque la fixation d’une molécule de substrat ou
d’un ligand affecte I’activité de ’enzyme. Le ligand pourrait étre un inhibiteur ou un effecteur.
L’allotérisme homotropique est celui ou la régulation de 1’activité est essentiellement assurée par
la molécule de substrat ou par une molécule de méme type. L’allotérisme est dit hétérotropique
dans le cas d’un ligand qui n’est pas le substrat ou une combinaison du substrat et du non-substrat

(parfois produit de la réaction) (Marangoni, 2003).
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Figure 22: Représentation schématique du mécanisme de la cinétique de Hill. (a) le
mécanisme de la coopérativité et (b) le mécanisme d’allostérisme. S : Substrat, P : Produit, NS :

Non Substrat

75



L’allostérisme pourrait étre expliqué par le phénomene d’inhibition inhérent aux molécules
intrinseques de la goyave. Deo et Shastri (2003) ont isolé trois isoformes de protéines inhibitrices
de polygalacturonase a partir du cultivar Lucknown 49 de la goyave. Ces protéines qui sont des
glycoprotéines, participent a un mécanisme de défense de la goyave a chair blanche contre les
attaques fongiques. Elles décrivent toutes une inhibition mixte vis —a — vis des polygalacturonases
d’A. niger. Les isoformes PGIP Il et PGIP Ill auraient une affinité élevée pour les
polygalacturonases d’A. niger que I’isoforme PGIP I. L’affinité élevée de ces protéines vis-a-vis
des enzymes aurait pour conséquence la diminution de leur affinité vis — a — vis de leurs substrats.
De plus, ces chercheurs ont prouvé que c’est durant la phase initiale de madrissement (couleur de
la peau du fruit passant du vert pale au jaune verdatre) que 1’activité de ces protéines est la plus
élevée. Parmi les molécules intrinseques a la goyave, figureraient les sucres réducteurs issus de
I’hydrolyse de la pectine par les pectinases au cours du madrissement (Jain et al., 2001). Ceux-ci
provoquent également un phénoméne d’inhibition des polygalacturonases d’A. niger tel que décrit

ci-dessous (Section 2.3.2.2).

Le phénomeéne d’allotérisme pourrait également étre la conséquence de la présence de
plusieurs sites de fixation du substrat ou du ligand sur la molécule d’enzyme. Aspergillus niger,
qui est la source de la préparation enzymatique utilisée dans cette étude, est une moisissure
filamenteuse saprophyte pouvant synthétiser une large variété d’enzymes capables d’hydrolyser la
pectine. Parmi ces enzymes, se trouvent les polygalacturonases. Benen et al. (2003) ont rapporté
I’existence de 7 isoformes de polygalacturonases issues d’A. niger : les isoformes PGI, PGII, PGA,
PGB, PGC, PGD et PGE. L’allostérisme ou la coopérativité des polygalacturonases d’A niger
pourrait étre expliqué par la présence de plusieurs sites de fixation des substrats sur les différentes

isoformes d’enzymes. Il a été rapporté qu’a I’exception de I’isoforme PGD qui posséde quatre (04)
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sites de fixation de substrat (- 3 & +1), toutes les autres possederaient au moins 7 sites (- 5 a +2)

(Benen et al., 2003).

Toutes les isoformes de polygalacturonase d’Aspergillus niger appartiennent a la famille
des Hydrolases — 28. Elles sont capables d’hydrolyser les liaisons a- (1 — 4) galactosidiques des
oligomeéres de I’acide galacturonique pour libérer des produits de faibles degrés de polymérisation.
Elles sont de type endo, c’est-a-dire qu’elles n’hydrolysent pas les chaines de la pectine a partir de
I’extrémité libre non réductrice, mais de fagon aléatoire avec libération de produits de degrés de
polymeérisation variables (Prasanna et al., 2007). Les isoformes de polygalacturonase d’A. niger
hydrolysent la pectine ou les oligoméres d’acides galacturoniques a partir de 1’extrémité réductrice.
Elles ont des caractéristiques intrinséques distinctes. Les masses moléculaires sont 58 kDa, 38
kDa, 35 497 Da, 35 188 Da, 61 kDa, 50 788 Da et 35 584 Da pour les isoformes PGI, PGII, PGA,
PGB, PGC, PGD et PGE, respectivement (Pafenicova et al., 1998 ; Benen et al., 1999 ; Pafenicova
et al., 2000). Les pH optimums d’activité varient de 3,8 a 5,0. Les paramétres cinétiques des
isoformes sont également différents. Les valeurs de Ku sont inférieures a 0,15 mg/mL pour les
isoformes PGI, PGII, PGA et PGC ; elles sont de 0,9 mg/mL, 0,2 mg/mL, 2,5 mg/mL pour les
isoformes PGB, PGD et PGE, respectivement. Les valeurs de Vmax sont 800 U/mg, 4000 U/mg,
1200 U/mg, 900 U/mg, 25 U/mg, 96 U/mg et 80 U/mg pour les isoformes PGI, PGII, PGA, PGB,
PGC, PGD et PGE, respectivement (Benen et al., 2003). Les isoformes auraient une large gamme
de substrats et nécessiteraient un degré de polymérisation minimal pour 1’expression de leur
activité. Le dimére de I’acide galacturonique est le plus petit pouvant étre hydrolysé ; cette
hydrolyse ne pouvant étre faite que par I’isoforme PGD. Pour les autres isoformes, le plus petit

substrat est le trimére de I’acide galacturonique (Pafenicova et al., 2000). Chacune des isoformes
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a également un mode d’action spécifique sur la pectine et des affinités différentes pour certains

types de substrat (Pafenicova et al., 1998 ; Benen et al., 1999 ; Paienicova et al., 2000).

L’hydrolyse de la pectine et des produits dérivés par les isoformes de PG pourrait se faire
soit par le mécanisme de simple attaque (Figure 23a), soit par le mécanisme d’attaque multiple
connu sous 1’appellation de processivité (Figure 23b). Le premier mécanisme impliquerait
I’hydrolyse de la molécule de substrat avec libération des produits. Dans le second mécanisme,
apres 1’hydrolyse, un produit (de préférence celui au plus petit degré de polymérisation) serait
libéré tandis que 1’autre resterait fixé a 1’enzyme, et subirait une réorientation et un déplacement
vers le site actif pour une nouvelle réaction d’hydrolyse. Parmi les isoformes de PG, seules PGI,
PGA, PGC et PGD sont processives (Benen et al., 2003). Pour chaque isoforme, la manifestation
de la processivité nécessiterait un degré de polymérisation minimal précis. Les isoformes PGA et
PGC seraient processives a partir de DP 7, tandis que 1’isoforme PGD serait processive a partir de
DP 4 et I’isoforme PGI a partir de DP 6. Pour des valeurs de degré de polymérisation inférieures
a ces valeurs, le mécanisme d’action serait 1’attaque simple (Benen, Kester et Visser, 1999 ;

Pafenicova et al., 2000 ; Pafenicova et al., 2000).

Le mécanisme d’action des isoformes sur les molécules de pectine serait concerté et
séquentiel. Au regard des valeurs de Ku des isoformes de PG, celles qui vont hydrolyser les
macromolécules de pectine sont les isoformes PGI, PGII, PGA et PGC. Ces macromolécules
seraient les substrats naturels de ces isoformes. Les valeurs de Kwm des autres isoformes
prouveraient que la pectine ne serait pas leur substrat naturel (Benen et al., 2003). Ces derniéres
isoformes préfereraient les oligoméres de faible poids moléculaire. L’isoforme PGII, plus active
sur les macromolécules de pectine au regard de sa valeur de Vmax, les hydrolyserait et libérerait des

oligomeéres des poids moléculaires éleves. Cette isoforme en synergie avec celles PGI, PGA et
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PGB hydrolyseraient les oligomeéres ainsi obtenus et libéreraient des monomeres et des oligomeres
de faible degré de polymérisation (Benen et al., 1999 ; Pafenicova et al., 2000). La synergie entre
les PGI et PGII (isoformes majeurs) pourrait justifier leur prépondérance dans les préparations
enzymatiques industrielles (Benen et al., 1999). Les oligomeres de faible degré de polymérisation
seraient hydrolysés a la fin par des autres isoformes (dits mineurs). L’isoforme PGD serait celle
qui hydrolyse plus facilement les di et triméres (Pafenicova et al., 2000). L’observation des
fréquences de scission des liaisons de toutes les isoformes montre que la premiére liaison
galactosidique est celle ayant la fréquence la plus élevée ; cette liaison serait donc la plus
hydrolysée avec des fréquences supérieures a 50% pour des degrés de polymérisation compris
entre 2 et 8. Cette préférence pour la premiére liaison expliquerait I’accumulation progressive des
monomeéres observée sur les courbes d’apparition des produits de la réaction observée pour toutes
les isoformes. Cette liaison est suivie de la deuxiéme. L’isoforme PGB est celle qui hydrolyse
preférentiellement a partir des deuxiéme et troisiéme liaisons (Pafenicova et al., 2000). Ces
courbes montrent une accumulation progressive des mono, di et trimeres de 1’acide galacturonique.
Les oligoméres de degré de polymérisation supérieur a 3 s’accumuleraient plus lentement et leur
teneur diminue par la suite a cause de leur hydrolyse en mono et diméres, selon la nature de
I’isoforme. Pour les isoformes non-processives (PGlI, PGB et PGE), il apparait une accumulation
des triméres, tétrameres et pentameres deés les premiéres minutes de la réaction. Au cours du temps,
il y a donc accumulation des produits de poids moléculaire décroissant (Pafenicova et al., 1998 ;

Benen et al., 1999 ; Patenicova et al., 2000 ; Pafenicova et al., 2000).
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Figure 23: Représentation schématique des mécanismes d’attaque simple (a) et de
processivité (b) pouvant avoir lieu sur un sous-site de pectinase d’A. niger avec un substrat a

extrémité réduite. m et n = sites de fixation du substrat ; k: constantes de vitesse de réaction.

La diminution de la vitesse de réaction en fonction de la concentration en substrat (Figure
21) pourrait étre expliquée par la diminution de la vitesse des réactions d’hydrolyse secondaire des
nouveaux substrats (produits de la réaction d’hydrolyse primaire des substrats de degré de
polymérisation élevé). Ce phénomene est commun aux hydrolases possédant plusieurs sous-sites

de fixation (Pafenicova et al., 2000). La vitesse de la réaction d’hydrolyse d’un oligomére de degré
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de polymérisation donné est plus faible que celle de I’oligomére de degré de polymérisation
immeédiatement supérieur dont il est issu. Quelques exceptions existent; c’est le cas des
pentameéres dont I’hydrolyse se fait a une vitesse de réaction inférieure a celle des tetrameéres dans
le cas des isoformes PGl et PGD (Benen et al., 1999 ; Patfenicova et al., 2000). De plus, la
diminution de la concentration d’un oligomére de poids moléculaire donné du fait de I’hydrolyse
s’accompagnerait d’une diminution de la vitesse de la réaction ; ce phénomeéne est observé chez
toutes les isoformes a 1’exception de PGD (Patenicova et al., 1998 ; Benenetal., 1999 ; Patenicova

et al., 2000 ; Benen et al., 2003).

2.3.2.2 Effet de la concentration en enzyme sur la valeur du coefficient de

Hill (n)

Pour les concentrations en enzyme allant de 0,033% a 0,100% m/m, la valeur n diminue
de 7 & 4 (Figure 24). L’augmentation de la concentration en enzyme entraine par conséquent une
diminution de la valeur de n et donc une diminution du nombre de sites de fixation du substrat.
Les valeurs obtenues corroborent avec celles obtenues par Prinz (2010) qui a reporté des valeurs
¢levées du coefficient de Hill (supéricures a 4) dans 1’analyse des courbes de dose-réponses. Cette
diminution de la valeur de n avec la concentration en enzyme justifierait le caractére moins
prononcé de la sigmoidicité observe sur les courbes de la vitesse en fonction de la concentration
en pectine. Ceci pourrait étre di au fait que I"augmentation de la concentration en enzyme
entrainerait une augmentation de la quantité de produits. Au regard de ce qui précéde, 1’action
enzymatique s’accompagnerait d’une libération d’une large gamme de produits de poids
moléculaire variable. La diminution du nombre de sites de fixation pourrait également étre due a
deux phénomeénes d’inhibition qui pourraient étre affectés par I’augmentation de la concentration

en enzyme. Le premier phénomene serait celui de 1’inhibition causée par certains produits de la
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réaction suite a la processivité. Certains substrats auraient une affinité avec certains sites de
fixation bien précis. Les hexameéres se fixeraient préférentiellement sur les sites allantde —5a +1 ;
I’hydrolyse se produit et une molécule de monomere est libérée. Le pentamére qui en résulte
resterait attaché a I’enzyme au niveau des sous-sites — 5 a — 1 a cause de la forte affinité de cette
portion de I’enzyme (— 5 & — 1). Dans le cas d’une enzyme processive, le nouveau complexe
enzyme — pentamere serait non productif et aucune réaction ne pourrait se produire. Le pentamére
provoquerait alors une inhibition par le produit et empécherait la fixation d’une nouvelle molécule
d’hexamere (Figure 25c). Pour que la réaction ait lieu, une migration du pentameére a la surface de
I’enzyme vers les sous-sites — 4 a +1 devrait se produire. Ce phénomene serait observe avec les
isoformes PGI et PGA (Benen et al., 1999 ; Patenicova et al., 2000). Un phénomeéne similaire a
été constaté avec I’heptamére dans le cas de PGA et PGC. Aprés I’hydrolyse de I’heptameére au
niveau des sous-sites — 6 a +1, ’hexameére qui en résulte resterait attaché a I’enzyme au niveau des
sous-sites — 6 & — 1. La fixation d’une nouvelle molécule d’heptamére deviendrait impossible et
une migration de I’hexamere vers les sous-sites — 5 & +1 devrait donc se produire (Benen et al.,
1999 ; Pafenicova et al., 2000). Le deuxiéme phénomene serait celui de I’inhibition de 1’enzyme
par les molécules de substrat (Pafenicova et al., 1998 ; Benen et al., 1999 ; Patenicova et al., 2000).
Lorsque le pentamere est utilisé comme substrat, il pourrait former avec 1’enzyme un complexe
productif s’il s’attache aux sous-sites — 4 a + 1 ou — 3 a + 2 (Figure 25a). Il pourrait également
former un complexe improductif, s’il s’attache aux sous-sites —5 a — 1 & cause de la forte affinité
des sous-sites (Figure 25b). Dans le deuxiéme cas, il apparait un phénomeéne d’inhibition par le
substrat (Benen et al., 2003). Les fixations improductives des penta et hexameéres sur des sites
donnés provoqueraient ainsi des interactions allostériques dans la mesure ou elles empécheraient

la fixation fonctionnelle d’autres molécules de substrat (Prinz, 2010). L’augmentation de la
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concentration en enzyme permettrait d’accélérer et de donner plus d’importance a ces différents

phénomenes.

Coefficient de Hill (n)

O T T T T T T T 1
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10
Concentration en enzyme (% m/m)

Figure 24: Effet de la concentration en enzyme sur la valeur du coefficient de Hill
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Figure 25: Représentation schématique du phénoméne d’affinité des substrats avec les sites
de fixation. (a) Formation d’un complexe enzyme — substrat suivie de I’hydrolyse au niveau d’un
site donné ; (b) Formation d’un complexe enzyme — substrat inactif sur un autre site de fixation ;
(c) Mise en évidence de phénoméne d’inhibition de la réaction par le produit de la réacation due a

son affinité avec I’enzyme. m et n = sites de fixation du substrat; k: constantes de réaction.
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Nikoli¢ et Mojovic (2007) ont rapporté une production graduelle des oligomeéres de degré
de polymérisation décroissant au cours de I’hydrolyse de la pectine de pomme par les
polygalacturonases d’A. niger. Avec I’augmentation de la durée de réaction, il apparaissait une
diminution progressive de la concentration en octaméres, heptameéres, hexameres et pentameres.
Cette diminution progressive de la concentration de ces oligomeres traduirait leur disparition due
a leur hydrolyse par les polygalacturonases, d’ou I’augmentation de la concentration en tétrameres,
triméres, diméres et monomeres (Nikoli¢ et Mojovic, 2007). L’activit¢ de la préparation
enzymatique utilisée dans le cas de la présente étude (8000 — 12000 U/g) pourrait entrainer
I’accélération du phénomeéne d’hydrolyse des oligomeres décrit par ces deux auteurs qui ont utilisé
des enzymes d’activité (1000 U/g). Il se produirait donc 1’hydrolyse des oligomeéres de degré de
polymeérisation décroissant au cours de la durée de traitement. La diminution du degré de
polymérisation des substrats au cours de 1’hydrolyse couplée a la diminution de la vitesse de
réaction permettrait d’expliquer la diminution du nombre de sites (Figure 24). La vitesse
d’hydrolyse d’un oligomére de degré de polymérisation donné est plus élevée que celle de
I’oligomeére immédiatement précédent de degré de polymérisation plus faible. Par exemple,
I’hydrolyse du pentameére par la PGI aprés migration de celui-ci des sous-sites — 5 a — 1 vers les
sous-sites — 4 a +1 se déroule avec une vitesse plus de trois fois inférieure a celle de 1’hexamére
dont il est issu (Benen et al., 1999). La valeur de la vitesse d’hydrolyse des pentameéres diminue
compareée a celles des tétra et héxameéres dans le cas des isoformes PG |, PGA et PGC. Dans le cas
de PGA, I’hydrolyse de I’hexamére se déroule a une vitesse de 1’ordre de 91% de celle de
I’hydrolyse de 1’heptamére dont il est issu. L hydrolyse du pentamére se fait a une vitesse de

I’ordre de 18% de celle de I’hydrolyse de I’hexameére dont il est issu (Pafenicova et al., 2000).
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La diminution du nombre de sites de fixation pourrait étre due a I’affinité entre les sites de
fixation et les oligoméres de 1’acide galacturonique endogenes a la goyave. Ceux-ci proviendraient
de I’hydrolyse des molécules de pectine par les pectinases de la goyave a chair blanche au cours
du processus de marissement du fruit (Prasanna et al., 2007). De plus, au cours de la phase de
marissement pendant laquelle la couleur de la peau de la goyave a chair blanche change (cultivar
Lucknown 49), I’activité de la polygalacturonase augmente passant de 100 unités/g a 140 unités/g
de masse de fruit (Jain et al., 2001). Cette augmentation de 1’activité a pour conséquence la
diminution de la teneur en pectine au cours de cette phase de mdrissement (Jain et al., 2001, Phani
Deepthi et Chandra Sekhar, 2015). La diminution de la teneur en pectine au cours de ladite phase
causée par l’augmentation de [’activité de la polygalacturonase aurait pour conséquence
I’augmentation de la teneur en sucres réducteurs (de 4% a 5,8% de masse fraiche de fruit) et en
sucres totaux (de 4,5% a 6,5% de masse fraiche de fruit) telle qu’observée par Jain et al. (2001).
Parmi ces sucres figureraient les monomeéres et oligomeres de ’acide galacturonique de faibles
degrés de polymérisation issus de I’hydrolyse de la pectine par la polygalacturonase de goyave.
Ceux-ci pourraient constituer des inhibiteurs pour les isoformes de polygalacturonase d’A. niger

ajoutées pour accélérer I’hydrolyse de la pectine de goyave.

2.3.2.3 Effet de la concentration en enzyme sur la valeur de Vmax
La Figure 26 présente 1’évolution de la valeur de Vmax €n fonction de la concentration en

enzyme.
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Figure 26: Effet de la concentration en enzyme sur la valeur de Vmax

Pour la concentration en enzyme allant de 0,033% a 0,100% m/m, Vmax varie de 60 a 280
mg/L/min (Figure 26). L’augmentation de la concentration en enzyme entraine donc une
augmentation de la valeur de Vmax. Une relation quasi-linéaire existerait entre la concentration en
enzyme et Vmax. Cette augmentation serait due a I’apparition de plus de produits de la réaction a
cause de ’augmentation de la quantité d’enzyme. Nikoli¢ et Mojovic (2007) ont rapporté
I’existence d’une relation linéaire entre la quantit¢ de groupements réducteurs libérés par
I’hydrolyse de la pectine de pomme par les polygalacturonases d’A. niger et la concentration en
enzyme pour une durée de traitement de 30 min. Ces quantités de produits rapportées a la durée
de traitement permettraient d’obtenir une relation linéaire entre la vitesse de réaction et la
concentration en enzyme. La vitesse maximale de réaction est une fonction linéaire de la

concentration totale en enzyme (Marangoni, 2003). L’augmentation de la concentration en enzyme
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entrainerait une augmentation linéaire de la concentration en produits de la réaction telle que

montrée par Nikoli¢ et Mojovic (2007), et par conséquent de la vitesse de la réaction.

2.4 CONCLUSION PARTIELLE

En somme, 1’objectif de ce chapitre a été de déterminer le mécanisme de dépectinisation
enzymatique de la purée de goyave a chair blanche. Il s’agit de comprendre le comportement
cinétique des pectinases d’Aspergillus niger sur la pectine commerciale et sur la pectine de goyave.
La cinétique de dégradation de la pectine commerciale a été ajustée a I’aide du modele de Hill. Le
coefficient de Hill (n) obtenu a permis de conclure que la cinétique de I’hydrolyse enzymatique de
la pectine commerciale obéissait a celle classique de Michaélis-Menten. Les parameétres cinétiques
de la préparation enzymatique ont été évalués. Un taux d’hydrolyse de la pectine de goyave a chair
blanche supérieur & 80% a été obtenu. La cinétique de cette hydrolyse n’obéissait pas au
mécanisme de Michaélis — Menten, mais a celui de Hill pour toutes les concentrations en enzyme.
Une diminution du coeffient de Hill a été observee avec la concentration en enzyme ; tandis qu’une
tendance contraire a été remarquée pour la vitesse maximale. Le profil sigmoidal des courbes des
cinétiques de dépectinisation de la purée de goyave a chair blanche a permis de vérifier I’hypothése
formulée dans ce chapitre : I’hydrolyse enzymatique de la pectine de goyave a chair blanche

n’obéit pas au mécanisme classique de Michaelis Menten

La dépectinisation enzymatique du jus de goyave a chair blanche s’accompagnant de la
désintegration du réseau macromoléculaire de pectine, il serait indispensable de déterminer 1’effet
de cette désintégration sur les autres caractéristiques physicochimiques du jus de goyave a chair

blanche et son homogénéité en fonction des différentes conditions opératoires.
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CHAPITRE 3: EFFET DU TRAITEMENT ENZYMATIQUE SUR LES
CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES DU JUS DE GOYAVE A CHAIR
BLANCHE

RESUME DU CHAPITRE

L’objectif de ce chapitre était de déterminer Déterminer 1’effet de la concentration en
pectinases et du temps de contact enzyme-purée sur les caractéristiques physicochimiques du jus
de goyave a chair blanche issu de la dépectinisation. Cette détermination s’est faite sur les
échantillons du chapitre précédent. Les extraits séchés d’échantillon ont été analysés par le
microscope électronique a balayage avec émission de champ. Les résultats obtenus ont montré que
le traitement enzymatique a contribué a une diminution considérable de la viscosité du jus dés la
troisieme minute de réaction pour toutes les concentrations en enzyme ; apres ce temps, la viscosité
diminuait de facon négligeable. Le traitement enzymatique a contribué a une augmentation
remarquable de la teneur en acide galacturonique. Une différence non notable a été observée pour
la conductivité électrique, la couleur du jus, le pH, les teneurs en protéines et polyphénols. La
dépectinisation n’a pas eu d’effet considérable sur la capacité antioxydante du jus issu de la
dépectinisation. Les images obtenues grace au microscope électronique a balayage avec émission
de champ ont permis de mettre en évidence 1’augmentation de la proportion de la phase liquide
traduisant la liquéfaction se produisant au cours de la dépectinisation. L’homogénéité du jus de
goyave a chair blanche s’améliorait avec 1’augmentation du temps de contact enzyme-purée et de
la concentration en pectinase. Les granulométries de particules diminuaient au cours du traitement

et ces particules étaient plus dispersées avec 1’augmentation des conditions de dépectinisation.
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3.1 INTRODUCTION

Au cours de la transformation de la goyave, la purée subit un traitement enzymatique visant
a hydrolyser ses macromolécules en produits de faibles poids moléculaires. La dépectinisation de
la purée s’accompagne de la désintégration du réseau macromoléculaire de pectine. Celle-ci
entraine des conséquences diverses sur les caractéristiques physicochimiques du jus. La viscosité
du jus de goyave a chair blanche est relativement faible comparée a celle de la purée initiale (Nso
et al., 1998 ; Kaur et al., 2011 ; Akesowan et al., 2013). La dépectinisation affecte également le
pH du jus ainsi que sa teneur en vitamine C, sa limpidité, sa couleur, sa teneur en sucres solubles
totaux et en acide ascorbique, son acidité titrable (Nso et al., 1998 ; Kaur et al., 2011 ; Suradjbahan
et al., 2012 ; Le et al., 2012 ; Akesowan et Choonhahirun, 2013). Elle entraine également une
augmentation de la teneur en méthanol, en sucres neutres et en acides uroniques (Marcelin et al.,
2017). L’effet de la dépectinisation sur certaines caractéristiques physicochimiques telles que les
teneurs en protéines et polyphénols n’a pas été détermine par ces différents chercheurs. Ces deux
familles de composes sont susceptibles, au cours du stockage, d’initier ou d’étre impliqués dans
des interactions aboutissant a I’apparition des tannins (Siebert, 1999). De plus, la visualisation de
la désintégration des agrégats de particules se produisant au cours de la dépectinisation n’a pas
également été étudiée. L’objectif de ce chapitre est de déterminer 1’effet de la concentration en
pectinases et du temps de contact enzyme-purée sur les caractéristiques physicochimiques du jus
de goyave a chair blanche issu de la dépectinisation. L hypothése qui soutient ce chapitre est : Les
caractéristiques physicochimiques du jus de goyave a chair blanche issu de la depectinisation

dépendent de la concentration en pectinases et de temps de contact enzyme-purée.
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3.2 MATERIEL ET METHODES

3.2.1 Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans ce chapitre a été constitué des échantillons de jus de
goyave a chair blanche qui ont été préparés suivant la procédure décrite a la section 2.2.2.3 du

chapitre 2 de ce mémoire.

3.2.2 METHODES

3.2.2.1 Analyses des parameétres physicochimiques des échantillons de jus

de goyave a chair blanche issus de la dépectinisation
Pour chaque échantillon de jus de goyave issu de la dépectinisation, un certain nombre
d’analyses ont été effectués afin de déterminer les parametres que sont: la viscosité, la
concentration en sucres reducteurs, la teneur en polyphénols, la teneur en protéines, la capacité
antioxydante. A ces paramétres s’ajoutent le pH, la conductivité, les sucres solubles totaux et la

couleur.

3.2.2.1.1 Détermination de la viscosité apparente
La viscosité du jus de goyave a chair blanche a été déterminée a la température ambiante
(30£2°C) a I’aide d’un viscosimetre capillaire de type Ostwald (Pisco, Calcutta, Inde) tel que décrit

par Jain et De (2016).

La détermination de la viscosité a I’aide du viscosimétre de type Ostwald a pour principe
la mesure du temps d'écoulement d'un volume donné de fluide (liquide ou suspension) a travers un
tube capillaire de faible diameétre maintenu a température constante. Pour cela, le temps de passage

(to) entre les traits supérieur et inférieur du tube capillaire du viscosimétre d’un liquide de référence
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(eau) a été mesuré. Ceci a permis de déterminer la constante du viscosimétre. Le temps de passage
(t)) du jus de goyave a chair blanche a également été déterminé par la méme procédure.
Connaissant la viscosité dynamique de I’eau a la température ambiante, la viscosité dynamique du
jus de goyave a chair blanche a été déterminée & partir de 1’égalité du rapport des temps

d’écoulement et des viscosités apparentes (Equation 15).

t
Hius (mPa.s) = t_l X Heay
0 Equation 15

AVeC ujus et ueau les viscosités apparentes du jus de goyave a chair blanche et de I’eau en mPa.s,

respectivement.

Pour déterminer I’effet des paramétres de traitement sur la viscosité apparente du jus de

goyave, la valeur de la viscosité a été tracée en fonction du temps et de la concentration en enzyme.

3.2.2.1.2 Détermination du pH, de la conductivité électrique et des sucres
solubles totaux

Le pH et la conductivité ont été mesurés a 1’aide d’un multimetre (pHmétre/conductimeétre)

de poche (Eutech Instruments Ltd, Singapour) a la température ambiante (30 £ 2°C). L’eau
déminéralisée (obtenue du dispositif d’osmose inverse Millipore, Surepro Prefiltration System,
Merck Life Science Private Limited, Bangalore, Inde) a été, de ce fait, utilisée comme blanc.
L’¢étalonnage de I’appareil a nécessité une étape préliminaire de lavage des électrodes avec de I’eau
déminéralisée. Ensuite, dans un bécher contenant de 1’cau déminéralisée, les électrodes ont été
immergées. Le pH et la conductivité électrique des échantillons de jus de goyave a chair blanche
ont été mesurés en immergeant les électrodes dans le bécher contenant celui-ci. Aprés cette

détermination, les électrodes ont été rincées avec de I’eau déminéralisée.
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La teneur en sucres solubles totaux (TSS) a été déterminée par un refractométre de
laboratoire a affichage numérique (Lab Digital Refractometer Salinity — 300034, Sper Scientific,
Scottsdale, Arizona, Etats-Unis d’Amérique). L’eau déminéralisée a été de ce fait utilisée comme
blanc. Pour cela, quelques gouttelettes d’eau ont été déposées sur I’interface de lecture. La
détermination de la valeur de TSS a été faite en appuyant sur la touche « Read » et la valeur du
TSS a été affichée sur I’écran. L’interface de lecture a été nettoyée a 1’aide du papier hygiénique
pour éliminer toute trace d’eau pouvant influencer la lecture. Quelques gouttelettes de jus de
goyave a chair blanche ont été également déposées sur I’interface de lecture et la valeur de TSS
mesurée comme dans le cas de I’eau déminéralisée. Apres la lecture, I'interface a été nettoyée a

I’aide de I’eau déminéralisée et séchée a I’aide du papier hygiénique.

3.2.2.1.3 Détermination de la couleur
La couleur du jus de goyave a chair blanche a été déterminée par la méthode
spectrophotométrique par la lecture de I’absorbance & 420nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-
Visible (M/s Perkin Elmer, Connecticut, USA) telle que décrite par Jain et De (2016). Pour cela,
chaque échantillon a été dilué au dixieme avec de I’eau déminéralisée dans des tubes a essais de
25mL. La valeur de la couleur de 1’échantillon a été obtenue en multipliant la valeur de

I’absorbance par 10. L’eau déminéralisée a été utilisée comme blanc.

3.2.2.1.4 Détermination de la teneur en protéines

Cette détermination s’est faite par la méthode de Lowry et al. (1951) avec quelques

modifications.
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a. Principe

La méthode de Lowry est une procédure qui se déroule en deux étapes : initialement la
réaction de Biuret implique la réduction du cuivre (Cu?" en Cu®) par les protéines dans des
solutions alcalines suivie de la réduction du réactif Folin-Ciocalteu (phosphomolybdate et
phosphotungstate) produisant une couleur bleue caractéristique avec une absorbance maximale a
700nm. Le développement de la couleur est d0 non seulement au complexe cuivre-amide, mais
également a la tyrosine, au tryptophane et a une faible amplitude aux résidus de cystine, de cystéine
et d’histidine. Le protocole utilisé dans le cadre de ce travail a été celui développé par Noble et

Bailey (2009) avec quelques modifications.
b. Mode opératoire

Une solution de bicarbonate de sodium (Solution A de Lowry) a été obtenue en dissolvant
1 g de Na2CO3 (carbonate de sodium anhydre) (Merck Specialities Private Limited, Mumbai, Inde)
dans 50 mL d’une solution de soude 0,1N. La solution B de Lowry a été¢ obtenue en dissolvant
dans 5 mL d’eau un mélange de 25 mg de CuSOs, 5H20 (sulfate de cuivre pentahydraté) (Merck
Specialities Private Limited, Mumbai, Inde) et 50 mg de tartrate de potassium sodium (Loba
Chemie Pvt. Ltd., Mumbai, Inde). Les deux solutions ont été par la suite mélangées
progressivement pour obtenir la solution de Lowry et cette préparation devait se faire de fagon

journaliére.

Le réactif de Folin-Ciocalteu commercial (Loba Chemie Pvt. Ltd., Mumbai, Inde) a été

dilué de moitié (1/2) avec de I’eau déminéralisée juste avant utilisation.

La gamme d’étalonnage a été obtenue ainsi qu’il suit. A partir d’une solution de sérum

albumine bovine (BSA) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Inde) étalon mere a 2,5 g/L,
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une solution étalon fille a été préparée pour réaliser une gamme allant de 0 a 250 pg de protéines.
Chaque tube a été complété a 1 mL avec de I’eau distillée. Un volume (5 mL) du réactif de Lowry
a été ajouté par la suite dans chaque tube. Aprés agitation, le mélange a été laissé au repos pendant
10 minutes. Un volume (0,5 mL) de solution de Folin-Ciocalteu (Folin-Ciocalteu commercial
mélangé a de ’eau déminéralisée a un ratio de 1: 1 v/v) a été ensuite ajouté et I’ensemble a été
homogéneise, puis laissé au repos pendant 30 min dans I’obscurité. L ’absorbance a été mesurée a

660 nm contre le blanc préparé en remplacant 1 mL d’échantillon par 1 mL d’eau déminéralisée.

La quantité de protéine du jus de goyave a chair blanche a été déterminée suivant le
protocole précédent a la seule différence que 1 mL d’échantillon a €té introduit dans le tube a la

place de la solution de BSA. La suite du protocole a été identique a celui développé précédemment.

c. Expression des résultats
La quantité de protéines a chaque prise d’essai a été¢ déterminée en se référant a I’équation

de la droite d’étalonnage du BSA & partir de I’Equation 16 :

. _1y  Abs .
[ protéines](mg.l™)=— Equation 16
a
Avec : [Protéines] : la concentration en protéine ; Abs : ’absorbance de I’échantillon ; « : la pente

de la courbe d’étalonnage.

3.2.2.1.5 Détermination de la teneur en acide galacturonique
Le principe de la méthode de détermination de la teneur en acide galacturonique a été décrit
a la Section 2.2.2.1. Cette méthode est celle au cyanoacétamide. Un volume (2 mL) du surnageant

provenant de la centrifugation du mélange échantillon-éthanol (Section 2.2.2.5) ont été dilués au
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cinguantieme dans une fiole jaugée. Un volume (2 mL) de cette dilution a été prélevé pour la

détermination de la teneur en acide galacturonique suivant le protocole décrit a la Section 2.2.2.1.

La teneur en acide galacturonique a été déterminée par I’Equation 17 :

1y Abs ,
[AcG](mgl™)="—x50 Equation 17
o
Avec : [AcG] : la concentration en acide galacturonique ; Abs : ’absorbance de 1’échantillon ; o :

la pente de la courbe d’étalonnage.

3.2.2.1.6 Détermination de la teneur en polyphénols totaux

a. Principe

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPM012040). 11 est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite dont 1’absorption maximum
est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans

les extraits végétaux.
b. Mode opératoire

Le protocole utilisé pour la détermination de la teneur en polyphénols totaux est celui décrit
par Sagu et al. (2014). Un volume (0,5 mL) de jus de goyave a chair blanche ou de blanc ou
d’étalon a été introduit dans des tubes de 25 mL et complété avec 0,5 mL de réactif de Folin
Ciocalteu commercial de qualité analytique. Le mélange a été incubé pendant 5 min pour faciliter
la réaction sous agitation. Un volume (10 mL) d’une solution de carbonate de sodium anhydre (75

g/L) a été ajouté et mélangé. Le contenu du tube a été complété a 25 mL a I’aide de I’eau
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déminéralisée. Aprés mélange, les tubes ont été laissés au repos a la température ambiante (30+2
°C) pendant 1h. L’absorbance a été mesurée a 750 nm a 1’aide du spectrophotométre UV — Visible.
L’acide gallique (Sigma Aldrich, Slovaquie) a été utilisé pour la courbe d’étalonnage. Les résultats
ont été exprimés en mg d’équivalents d’acide gallique pour 100 mL. Le facteur de dilution a été

de 50.
c. Expression des résultats

La teneur en composés phénoliques a été déterminée par I’Equation 18 :

[ polyphénols](mgGAE.100ml ™) = Abs x50 Equation 18
K

Avec : [polyphénols] : la concentration en composés phénoliques; Abs: 1’absorbance de

I’échantillon ; « : la pente de la courbe d’étalonnage.

3.2.2.1.7 Détermination de la capacité antioxydante

a. Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-B-picrylhydrazyle)
posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les
molécules du radical ne forment pas des diméres, c’est-a-dire le DPPHe reste dans sa forme
monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation entraine également
I’apparition de la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de
I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue (avec
apparition d’une couleur jaune), due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par
spectrophotométrie a 515 — 518 nm (Popovici, Saykova et Tylkowski ; 2009). La Figure 27

présente la structure chimique du radical libre DPPHe (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle)e.
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NO,

Figure 27: Structure chimique du radical libre DPPHe (Nithya et Madhavi, 20017)

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de
mécanismes : (i) la libération de 1’atome d’hydrogene du groupement hydroxyle (cinétique rapide
de certains acides et dérivés phénoliques) ; (ii) la libération d’un électron (cinétique lente des
dérivés glycosylés et des anthocyanes). Dans le cas des composes phénoliques (®-OH), le
mécanisme principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur

le DPPH?e alors transformé en une molécule stable DPPHH.
DPPH - + ®OH —» DPPHH + @O -

Plusieurs voies réactionnelles qui contribuent a la formation des structures plus ou moins

stables sont alors possibles :
®0 -+ PO - PO — DO
DPPH - + ®0 -—» ®0 — DPPH

La capacité antioxydante (capacité a fixer des radicaux libres, donc a arréter la propagation
de la réaction en chaine) ne peut étre mesurée directement, mais par contrdle de I’effet de la

réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction,
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notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPHe, type de solvants,

pH) et le profil phénolique en particulier.
b. Mode opératoire

Le protocole de détermination de la capacité antioxydante de chaque échantillon a été celui
décrit par Brand-Williams et al. (1995) moyennant quelques modifications. Le milieu réactionnel
a éte constitué de 2,5 mL de surnageant provenant de la centrifugation du mélange échantillon-
éthanol (99% v/v) (Chapitre 2, Section 2.2.2.5), 4,5 mL d’alcool absolu et 0,6 mL de solution de
DPPH (0,5mM dans de 1’éthanol pur) (Sigma Aldrich, Slovaquie). Lorsque le DPPH réagit avec
des composés antioxydants qui peuvent donner I’hydrogene, il est réduit. Ce changement de
couleur (du violet sombre au jaune clair) a été caractérisé par 1’absorbance a 517nm aprés 100 min
de réaction. Le blanc a été constitu¢ de 2,5 mL de surnageant et 5,1 mL d’éthanol pur. La solution
de controle a été préparée par un mélange de 7 mL d’éthanol et de 0,6 mL de solution de DPPH.

Le pourcentage d’activité antioxydante (CA) a été détermineé par la I’Equation 19 :

ch — AbSblanc)
Abs

controle

CA(%) =100 — { (Abs, xlOO} Equation 19

CA: Capacité antioxydante de 1’échantillon ; AbSech, AbSpianc €t AbScontrale : 1’absorbance de

I’échantillon, du blanc et de la solution de contrdle, respectivement.

L’analyse des variances sur les résultats a été faite grace au logiciel Statgraphics Centurion
version XV.II et le seuil de signification de 5% a été utilisé pour déterminer les niveaux de

différence entre les différents échantillons.
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3.2.2.1.8 Optimisation des parametres de traitement enzymatique

L’optimisation des parametres de dépectinisation a permis de connaitre la combinaison des
facteurs (temps de contact enzyme-purée et concentration en enzyme) permettant de remplir les
conditions du cahier de charges. Ces conditions sont celles obtenues des travaux de la bibliographie
sur la goyave a chair blanche blanche couplées a une comparaison des caractéristiques
physicochimiques pour toutes les conditions opératoires de dépectinisation. Les travaux d’Ahmed
et al. (2014) ont montré que le traitement enzymatique entrainait une diminution du pH d’une
amplitude de 0,24 et 0,29 au bout de 90 min de traitement pour 0,05% m/m et 0,10% m/m,
respectivement. Ils ont rapporté que la diminution du pH contribuerait a une amélioration de la
qualité du jus de goyave. Cette amplitude a été exploitée dans cette étude. Ainsi, la plage de pH

retenue dans le cahier de charges est 3,41 — 3,46.

Nso et al. (1998) ont rapporté une réduction de la viscosité de 1’ordre de 91% pour une
concentration en enzyme de 1024 unités PG/mL pour le cultivar de goyave a chair blanche. Ce

taux de réduction de la viscosité a été retenu comme taux minimal de réduction de la viscosité.

Marcelin et al. (2017) dans le cas de la dépectinisation enzymatique du cultivar SGpreme
ont mis en évidence un taux d’hydrolyse maximal de la pectine de 77,7%. Ce taux a été défini
comme taux minimal d’hydrolyse de la pectine. Ce parametre est déterminant pour la
dépectinisation, étant donné qu’il renseigne sur la quantité de pectine résiduelle a 1’issue d’un
traitement enzymatique sous des conditions précises. De plus, I’hydrolyse de la pectine affecterait
la variation des autres parameétres. C’est ainsi que la teneur en acide galacturonique la plus élevée

possible a été retenue comme critere du cahier de charges.
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Le Tableau 4 présente le cahier de charges des réponses ou caractéristiques

physicochimiques obtenues a partir de la bibliographie.

Tableau 4 : Cahier de charges des reponses ou parametres physicochimiques

Parameétres physicochimiques Etendue

Taux d’hydrolyse (%0) 77,7—-100

pH 3,41 3,46
Pourcentage de réduction de Viscosité (%) 91-100
Teneur en acide galacturonique La plus élevée possible

Le cahier de charges a permis de trouver la combinaison de facteurs remplissant les
différents critéres pour la température de réaction (43 + 2 °C). Cette combinaison de facteurs tient

compte de I’analyse statistique et des seuils de variation entre les différentes valeurs de parametres.

3.2.2.2 Etude morphologique des échantillons de jus de goyave a chair
blanche par la Microscopie Electronique a Balayage avec Emission de Champ

La technique d’imagerie a permis de visualiser la structure des suspensions a travers I’étude

de la morphologie des particules, du profil du mélange et de la répartition des granules et particules.
L’analyse de I’image a nécessité que le jus de goyave a chair blanche dépectinisé ou non soit
déshydraté. Pour cela, les échantillons de jus de goyave a chair blanche ont préalablement été
étalés sur des lamelles de microscope et séchés sous vide dans un dessiccateur pendant 10 jours.
Les images ont été obtenues par le Microscope électronique a balayage avec émission de champ
(Field Emission Scanning Electron Microscopy (FESEM)) (JEOL, modéle JSM-7610F, Tokyo,
Japon). L’analyse des images a permis d’étudier la morphologie des particules, leur granulométrie,

et I’homogénéité des suspensions.
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3.3 RESULTATS ET DISCUSSION

3.3.1 Effet des parameétres de traitement enzymatique sur la viscosité

La viscosité apparente du jus de goyave a chair blanche non traité est de 15,90 + 0,52 mPa.s
(Figure 28). Au bout de la troisiéme minute de traitement, celle-ci a diminué considérablement
jusqu’a une viscosité de 1,32 + 0,20 mPa.s pour toutes les concentrations en enzyme ; soit une
diminution de plus de 90% de la viscosité initiale (Figure 28). Cette observation est semblable a
celle faite par Nso et al. (1998), Kaur et al. (2011), Surajbhan et al. (2012), et Akesowan et
Choonhahirun (2013). Les produits issus de I’hydrolyse de la pectine ont des degrés de
polymérisation (DP =1 — 10) et d’hydroxylation plus faibles que les siens. Ils ont par conséquent,
des rayons hydrodynamiques et des pouvoirs de rétention d’eau plus faibles que ceux de la pectine.
Il se produirait une libération des molécules d’eau dans le systéme entrainant sa dilution (Combo
etal., 2012). Le mélange qui en résulte aurait une meilleure aptitude a I’écoulement, justifiant ainsi
les faibles valeurs de viscosité obtenues avec les échantillons issus de la dépectinisation
(Akesowan et Choonhahirun, 2013). Ainsi, la diminution rapide de la viscosité apparente a partir
de la troisieme minute de réaction (Figure 28) pourrait étre due a ’activité élevée et la faible
affinité de I’isoforme PGII vis-a-vis des molécules de pectine ou d’acide polygalacturonique

(Section 2.3.2.1) (Benen et al., 1999).
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Figure 28: Viscosité apparente du jus de goyave a chair blanche en fonction du temps de
contact enzyme-purée

La phase de diminution brusque de la viscosité est suivie d’une autre de diminution plus
modérée et négligeable (Tableau 10, Annexe 4) entre la 3°™ et la 80"™ minutes (1,324 1,27 ; 1,15
a 0,97 ; 0,033% et 0,100% m/m d’enzyme respectivement) avec la valeur de la viscosité tendant
asymptotiquement vers une valeur (0,9 mPa.s pour la concentration en enzyme de 0,100% m/m ;
1 mPa.s pour les autres concentrations) (Figure 28). Le phénomeéne observé au cours de cette phase
pourrait étre di a la fois a la complémentarité entre les isoformes et au phénomeéne de processivité
qui se dérouleraient tous deux au cours du temps de traitement (Section 2.3.2.1). Certaines
isoformes (PGI et PGD) seraient sensibles a I’encombrement stérique di a la taille du substrat et
par conséquent son poids moléculaire. De ce fait, ces isoformes préfereraient des substrats a faible

poids moléculaire provenant de I’hydrolyse des oligoméres par les autres isoformes (Benen et al.,
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1999 ; Paienicova et al., 2000). Nikoli¢ et Mojovic (2007), de méme que Combo et al. (2012) ont
montré qu’avec 1’augmentation du temps de traitement enzymatique (a partir de la quinziéme
minute de réaction), il y avait une diminution progressive de la quantité d’oligomeéres de degré de
polymérisation compris entre 4 et 10 avec formation des mono, di et triméres. Ces substrats
secondaires et leurs produits dérivés formeraient les composés rencontrés au cours de la phase de
diminution non considérable de la viscosité. Ces composés décriraient une plage de rayons

hydradynamiques n’affectant pas considérablement la viscosité des échantillons.

Une augmentation négligeable de la viscosité est observée au bout de 90 min de traitement
enzymatique (Figure 28). Celle-ci pourrait étre due a la formation des particules apres
refroidissement des jus de goyave. Ces particules seraient le résultat du phénoméne de coagulation
observé du fait de I’interaction entre les molécules de protéines ou de polyphénols avec les mono,
di et certains oligomeres de 1’acide galacturonique (Shomer, Yefremov et Merin, 1999). Le
traitement thermique subi par les échantillons pour stopper la réaction enzymatique a pour
conséquence la dénaturation des molécules de protéine. Celles-ci étant positivement chargées au
pH naturel du jus de goyave a chair blanche (3,5 £ 0,2) pourraient former des interactions ioniques
avec les monomeres et oligomeéres de 1’acide galacturonique négativement chargés. Il en résulterait
la formation des particules connues sous le nom de « trouble » (Shomer et al., 1999, Rai et al.,
2006). La formation de ces particules pourrait étre promue par la teneur élevée en monomeres
aprés 90 minutes de traitement enzymatique. Les particules obtenues auraient des effets sur la
viscosité du milieu du fait de leur rayon hydraodynamique plus élevé que celui des monomeres de

’acide galacturonique et molécules de protéines prises individuellement.
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3.3.2 Effet des parameétres de traitement enzymatique sur la teneur en acide

galacturonique

La teneur en acide galacturonique du jus de goyave a chair blanche brut est de 5161,510 +
216,461 mg/L (Figure 29). Pour chacune des concentrations en enzyme, 1’augmentation du temps
de contact enzyme-purée s’accompagne d’une augmentation considérable de la teneur en acide
galacturonique (Figure 29). Pour les concentrations de 0,078% et 0,100% m/m, trois zones
distinctes peuvent étre observées : une zone de variation non considérable de la teneur en acide
galacturonique entre 3 et 18 minutes et entre 20 et 90 minutes ; une augmentation considérable

entre 0 et 3 minutes.
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Figure 29: Teneur en acide galacturonique du jus de goyave a chair blanche en fonction du

temps de contact enzyme-purée
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L’augmentation de la teneur en acide galacturonique en fonction du temps de contact
enzyme-purée pourrait étre due a sa libération a la suite de la réaction d’hydrolyse de la pectine
par les pectinases. Cette hydrolyse pourrait étre faite suivant deux mécanismes : 1’attaque simple
et I’attaque multiple ou processivité (Section 2.3.2.1). Quel que soit le mécanisme impliqué, il s’en
suit la libération des oligoméres de faible poids moléculaire. Ces oligoméres seraient par la suite
hydrolysés par les différentes isoformes de PG ; le dernier produit libéré quel que soit le degré de
polymérisation du substrat est le monomere de I’acide galacturonique (Benen et al., 2003). Les
travaux réalisés sur chacune des isoformes de PG ont montré que la courbe de progression des
produits formés au cours de la réaction d’hydrolyse de la pectine présentait une augmentation des
teneurs en oligoméres suivie d’une diminution justifiant les phénomenes de processivité et/ou
d’attaque simple. Cette diminution s’accompagnait de 1’augmentation de la teneur en monomere
(Patenicova et al., 1998; Benen et al., 1999 ; Pafenicova et al., 2000). Combo et al. (2012) utilisant
une préparation industrielle de PG d’A. niger pour I’hydrolyse de 1’acide polygalacturonique ont
mis en évidence I’apparition des monomeres de 1’acide galacturonique et des produits de degré de
polymerisation compris entre 2 et 10 au bout de la cinquieme minute de traitement. Ces chercheurs
ont en outre montré qu’avec I’augmentation du temps de traitement, il y avait une diminution
progressive (dans 1’ordre décroissant de degré de polymérisation) de la quantité d’oligomeéres de
degré de polymérisation compris entre 2 et 10. La libération de I’acide galacturonique dés la
troisiéme minute de réaction pourrait étre due a 1’activité enzymatique élevée de la préparation
commerciale utilisée dans cette étude. En effet, celle-ci était comprise entre 8000 et 12000 U/g ;
elle est donc plus élevée que celle utilisée par Combo et al. (2012) (3160 U/mL). L’augmentation
progressive de la teneur en acide galacturonique pour les concentrations en enzyme de 0,033% et

0,055% m/m pourrait étre due a I’hydrolyse progressive des oligomeres de DP supérieur a 1 avec

106



libération progressive des monomeéres de 1’acide galacturonique. Le méme phénomeéne pourrait
expliquer la variation constatée au-dela de 20 minutes pour les concentrations de 0,078% et
0,100% m/m. En effet, Combo et al. (2012) ont observé qu’au bout de la 60° minute de réaction,
le milieu était saturé essentiellement de monomeéres de 1’acide galacturonique avec de tres faibles
quantités de dimere et de trimere de I’acide galacturonique. Ils ont également montré une
augmentation du rapport monomeére/dimere au cours du temps de traitement traduisant une
hydrolyse progressive des diméres en monomeéres. Avec la prédominance de ces deux oligomeres,
I’isoforme PGD est la plus prépondérante. Cette hydrolyse se ferait & une vitesse relativement
faible (0,67*107 pkat/mg et 0,67*10* pkat/mg pour 50 et 500 uM de dimére, respectivement)
(Pafenicova et al., 2000). Cette hydrolyse du dimére pourrait expliquer I’augmentation négligeable
de la teneur en acide galacturonique observée avec les concentrations en enzyme 0,078% et

0,100% m/m (Tableau 11, Annexe 4).

Pour les concentrations en enzyme 0,078% et 0,100% m/m, une augmentation considérable
et brusque est observée entre 18 et 40 minutes de réaction (Figure 29). Cette augmentation pourrait
étre le résultat du phénoméne de processivité mettant en ceuvre les processus d’hydrolyse de
substrats, libération de produits de faible DP, migration de produit de DP élevé le long de la
molécule d’enzyme vers le site actif et hydrolyse secondaire. Le mécanisme d’attaque simple
mettant en ceuvre la libération subséquente de produits suite a I’hydrolyse pourrait également se
produire pendant cette période. La quantit¢ d’enzyme étant élevée comparée aux deux autres
concentrations, il se produirait, pour ces deux concentrations en enzyme, une accumulation plus
rapide des oligomeres de faible degré de polymérisation pendant les 20 premiéres minutes. Cette
accumulation serait suivie de I’hydrolyse de ces oligomeres en d’autres de degré de polymérisation

plus faible. Cette accumulation couplée a 1’hydrolyse secondaire des oligoméres pourraient
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expliquer la présence du premier palier observé sur la Figure 29 pour ces deux concentrations en
enzyme. Nikoli¢ et Mojovic (2007) ont montré que la quantité des oligomeéres de DP compris entre
3 et 8 augmentait au cours du temps, et aprés 120 min de traitement, la quantité d’oligomére de
DP compris entre 6 et 8 diminuait. Ces phénomenes seraient observés dans le cadre de la présente
¢tude et plus accélérés au regard de I’activité de la préparation enzymatique utilisée (8000 — 12000
U/g), soit au moins 8 fois celle de la préparation enzymatique utilisée par ces deux chercheurs

(1000 U/g).

Pour un temps de contact enzyme-substrat donne, 1’augmentation de la concentration en
enzyme entraine une augmentation considérable de la teneur en acide galacturonique (Figure 29).
Cette observation est semblable a celle faite par Wang et al. (2007). Ces chercheurs ont montré
que 1I’augmentation de la concentration en pectinase entrainait une production élevée d’acide
galacturonique pour une durée donnée de traitement de fibre de coton. Pour une durée de traitement
du jus de goyave, I’augmentation de la concentration en enzyme entrainerait une augmentation de
la quantité d’extrémités réductrices comme 1’ont montré Nikoli¢ et Mojovic (2007) avec la pectine
de pomme. Ces extréemités réductrices seraient celles des molécules de I’acide galacturonique et
de leurs oligomeres, tous libérés a I’issue de la réaction enzymatique. L’espacement progressif
entre les courbes d’évolution de la quantité d’acides galacturoniques traduirait le fait que
I’augmentation du temps de traitement entrainerait une libération progressive des produits de la
réaction avec une augmentation de la concentration en enzyme. Au regard de ces différentes
observations, il en résulte qu’avec I’augmentation de la concentration en enzyme, il pourrait se

produire une diminution de I’effet de ’inhibition par les molécules de substrat.
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3.3.3 Effet des conditions opératoires sur d’autres caractéristiques du jus de

goyave

3.3.3.1 Effet du traitement enzymatique sur le pH du jus de goyave
Le pH du jus de goyave a chair blanche non dépectinisé est de 3,70 + 0,02 (Figure 30). Le
pH diminue considérablement avec la dépectinisation des la troisiéme minute de traitement quelle
que soit la concentration en enzyme (Figure 30). Cette diminution est suivie d’une variation

négligeable entre 3 et 90 min.
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Figure 30: pH du jus de goyave a chair blanche en fonction du temps de traitement

enzymatique

La diminution du pH au cours du traitement a également été rapportée par Akesowan et
Choonhahirun (2013) et par Ahmed et al. (2014). lls ont montré que le traitement enzymatique du
jus de goyave a chair blanche entraine une diminution de la valeur du pH pour toutes les

combinaisons de facteurs.
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La diminution du pH pourrait étre expliquée par la libération de groupements
carboxyliques (groupements acides) au cours de 1’hydrolyse de la pectine. Les zones lisses de la
pectine qui constituent son squelette, est un polymere d’acides galacturoniques liés par des liaisons
a (1 — 4) galactosidiques. L hydrolyse de la pectine par les pectinases s’accompagne de la
libération des oligoméres de 1’acide galacturonique. Les mono (Figure 4a), di, tri et oligoméres
(Figure 4b) ont tous une extrémité réductrice pouvant entrainer une diminution du pH. De plus,
I’acide galacturonique posséde deux groupements carboxyliques notamment au niveau des
carbones C1 et C6 (Figure 4a). L hydrolyse des groupements méthoxyles par la Pectine Estérase
(PE) entraine la formation d’un groupement carboxylique en position C6 (Figure 5) (Garg et al.,
2016). Cette réaction de déméthoxylation est indispensable pour 1’activité des polygalacturonases
qui hydrolyseront les oligomeéres de 1’acide galacturonique au niveau des liaisons galactosidiques
avec libération d’une extrémité réductrice (Figure 6). Certaines isoformes de PG préféreraient des
substrats partiellement déméthoxylés de pectine ; le groupement méthoxyl décrivant un effet
inhibiteur pour leur activité du fait de sa conformation (effet d’encombrement stérique) (Benen et

al., 2003).

La variation non considérable du pH observée entre 3 et 90 min pour toutes les
concentrations en enzyme (Figure 30) pourrait étre expliquée par 1’effet tampon exercé par les
molécules de I’acide galacturonique issues de I’hydrolyse de la pectine (Section 3.3.2). Ce
monomere est une molécule possédant deux groupements carboxyliques et pourrait de ce fait étre
considéré comme un acide organique faible (Figure 4a). Dans le milieu réactionnel, cet acide
coexisterait avec sa base conjuguée. L’effet tampon est exprimé de facon optimale lorsque la
valeur du pH du milieu est de I’ordre de pKa =+ 0,5 ; cependant la limite maximale de pH pour

I’expression de I’effet tampon est de pKa + 1 (Dennison, 2002 ; Stoll et Blanchard, 2009). Le pKa

110



de I’acide galacturonique est de 3,47 (Holvik et Hoiland, 1977). L’effet tampon exercé par I’acide
galacturonique et I’espéce basique pourrait s’expliquer par le fait que les valeurs de pH des jus de
goyave a chair blanche obtenus aprés traitement enzymatique sont toutes comprises dans la plage

d’expression optimale d’activité (2,97 < pH < 3,97).

L’augmentation de la concentration en enzyme entraine une diminution du pH pour une
durée de traitement donnée (Figure 30). Ceci pourrait s’expliquer qu’avec 1’augmentation de la
concentration en enzyme, il y aurait une production plus considérable de monomeéres de 1’acide
galacturonique (Nikoli¢ et Mojovic, 2007 ; Wang et al., 2007). La diminution du pH avec
I’augmentation de la concentration en enzyme pourrait également étre due a la libération des
molécules d’acide ascorbique au cours de 1’hydrolyse de la pectine (Akesowan et Choonhahirun,
2013). La différence négligeable observée entre les concentrations en enzyme de 0,078% et
0,100% m/m (Tableau 3, Annexe 4) corrobore avec 1’observation faite pour la variation de la

teneur en acide galacturonique en fonction du temps pour ces deux concentrations.

3.3.3.2 Effet du traitement enzymatique sur la conductivité électrique du
jus de goyave

La conductivité électrique du jus de goyave a chair blanche initial est de 1574,33 + 18,48
mS/cm (Figure 31). Pour toutes les concentrations en enzyme, trois tendances sont observées en
général selon les intervalles de temps (Figure 31). La premiére plage de temps est celle comprise
entre 0 et 5 min ou le traitement enzymatique entraine une augmentation non considérable de la
conductivité du jus de goyave a chair blanche par rapport au jus non traité. Cette augmentation
non significative est suivie d’une diminution négigeable de la conductivité entre 5 et 8 min
(Tableau 4, Annexe 4). La troisieme plage entre 8 a 90 min est caractérisée par une variation non

significative de la conductivité pour toutes les concentrations en enzyme.
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L’augmentation de la conductivité électrique pendant les cinq premiéres minutes pourrait
étre expliquée par la libération des ions calcium (Ca?") au cours de ’hydrolyse. La pectine se
présente dans les systéemes biologiques sous forme de réseau complexe ayant une structure
alvéolaire. Les chaines de pectine (Figure 32) a cause de leur charge négative peuvent étre
chélatées par des ions calcium (Prasanna et al., 2007). Au cours de 1’hydrolyse de la pectine,
I’apparition des produits de la réaction reésulterait de la destruction de ces réseaux avec libération

éventuelle des ions calcium dans le milieu réactionnel entrainant ’augmentation de la conductivité.
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Figure 31: Conductivité électrique en fonction du temps de contact enzyme-puree.

La variation négligeable entre 8 et 90 min pourrait étre due aux phénomenes de chélation
entre les ions calcium libres et les groupements anioniques des monomeres et oligomeres de 1’acide

galacturonique issus de 1’hydrolyse de la pectine. Ces phénomeénes d’interaction pourraient étre
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impulsés par leur effet tampon. Au pH des échantillons de jus de goyave, I’espéce conjuguée de
I’acide galacturonique pourrait étre prépondérante. Celle-ci est négativement chargée et pourrait
étre impliquée dans des interactions ioniques avec les cations. Ces interactions auraient pour
conséquence de réguler I’effet tampon en promouvant la libération des ions H* dans le milieu

réactionnel, car elles contribueraient a diminuer la quantité de 1’espéce négative (Dennison, 2002).
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Figure 32: Liaison de deux chaines de 1’acide galacturonique non méthylé en présence de
calcium : Le calcium bivalent peut se lier a 9 oxygenes électronégatifs et assurer ainsi la liaison

entre 2 chaines de pectine. Source : Bekhouche (2006)
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3.3.3.3 Effet du traitement enzymatique sur la valeur de TSS (Sucres

Solubles Totaux) du jus de goyave
La teneur en sucres solubles Totaux du jus de goyave a chair blanche initial est de 1,7 +
0,1 (Figure 33). Le traitement enzymatique entraine une augmentation considérable de la teneur
en sucres solubles totaux des la troisieme minute de réaction pour toutes les concentrations en
enzyme (Figure 33). Au-dela de 3 min et jusqu’a 90 min, la teneur en TSS décrit une variation non

significative a I’issu de la dépectinisation (Tableau 5, Annexe 4).
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Figure 33: Teneur en Sucres Solubles du jus de goyave a chair blanche en fonction du

temps de contact enzyme-purée

L’ augmentation de la teneur en TSS par rapport au jus de goyave a chair blanche initial a

également été rapportée par Akesowan et Choonhahirun (2013) et Ahmed et al., (2014). Elle

114



pourrait étre due a la libération des molécules de glucose issues de I’hydrolyse de I’amidon de la

goyave a chair blanche par les amylases endogenes (Jain et al., 2001).

3.3.3.4 Effet du traitement enzymatique sur la couleur des échantillons de

jus de goyave

La valeur de la couleur du jus de goyave a chair blanche initial est de 9,828 + 0,315 (Figure
34). Pour chaque concentration en enzyme, deux plages de temps sont distinctes selon les
tendances observées de la couleur : une plage ou il se produit une augmentation de la couleur et
une seconde ou celle-ci n’enregistre pas une variation considérable. Dans I’ensemble,
I’augmentation de la couleur se produit pendant les 12 premicres minutes. Au-dela de cette durée,

la couleur varie de fagcon négligeable pour toutes les concentrations en enzyme (Figure 34).
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Figure 34: Couleur du jus de goyave a chair blanche en fonction du temps de contact

enzyme-purée
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L’augmentation de la couleur au cours du traitement pourrait étre due au brunissement
enzymatique du jus de goyave a chair blanche initial, résultant de 1’oxydation des composés
phénoliques par les polyphénol-oxydases (PPO) présentes dans le jus de goyave a chair blanche
initial. Razzaque et al. (2000) ont mis en évidence la présence des PPO dans la purée de goyave.
Celles-ci sont des enzymes qui catalysent la conversion des composés possédant un noyau
phénolique en o-quinones. Elles possedent dans leur structure un atome de cuivre comme
groupement prosthétique qui est tres indispensable pour leur activité. La conversion des composés
phénoliques en quinones nécessiterait la présence de 1’oxygéne et pourrait se dérouler en deux
étapes précises (Yoruk et Marshall, 2003 ; Taranto et al., 2017). La premiére est I’hydroxylation
du noyau phénolique en position ortho d’un groupement hydroxyl d’un composé monophénolique.
Au cours de cette réaction qui a pour substrats le phénol et I’oxygene, un atome d’oxygene est
introduit dans le composé monophénolique tandis que 1’autre atome d’oxygene est réduit en eau.
Cette réaction est connue sous le nom d’activité monophénolase ou activité hydroxylase ou activité
crésolase. Elle est facilitée par la présence d’acide ascorbique ou de composés o-diphénoliques qui
agiraient comme donneur d’électron. Le produit de cette premiére réaction est un composé o-
diphénolique. La deuxiéme étape est connue sous le nom d’activité diphenolase ou activité
oxydase ou activité catécholase. Elle est une réaction d’oxydation du composé o-diphénolique
précédent avec formation d’un composé 0-quinone qui serait fortement actif. Il subirait des
réactions non-enzymatiques de condensation avec des molécules d’acide aminé, de protéines et
d’autres composés phénoliques pour donner des polymeres complexes colorés connus sous le nom
de mélanine ou pour former des polymeéres avec des résidus de protéines tels que les groupements
—SH ou — NH>. Au cours de cette réaction ou deux composés o-diphénoliques sont oxydés en deux

0-quinones, les deux atomes d’oxygeéne sont réduits en molécules d’eau. La premiére réaction
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impliquerait forcement la deuxiéme, mais I’inverse ne serait pas toujours vérifie. Les PPO
comprennent trois groupes d’enzyme : les tyrosinases, les catechol oxydase et les laccases. Les
derniéres seraient les seules a catalyser 1’oxydation d’un composé p-diphénolique. Les tyrosinases
possédent a la fois les activités crésolase et catécholase. Les catechol oxydases catalysent la
conversion des o-diphénols en o-quinones (Yoruk et Marshall, 2003 ; Taranto et al., 2017). Avant
le traitement enzymatique, la purée de goyave a chair blanche n’a pas subi un traitement thermique
preliminaire afin de stopper les réactions enzymatiques s’y produisant. De ce fait, les polyphénol-
oxydases présentes dans la purée seraient toujours actives durant le traitement enzymatique qui
s’est déroulé dans les conditions aérobies (le réacteur n’a pas été fermé). L agitation au cours du
traitement aurait permis le brassage de I’oxygéne ambiant dans le jus de goyave, entrainant
I’augmentation de la teneur en oxygeéne dissout. Ce qui aurait augmenté la teneur en substrat pour
I’oxydation des polyphénols. En plus de cette dissolution de 1’oxygene, I’acide ascorbique présent
dans le milieu aurait également joué¢ un role dans le brunissement en promouvant ’activité
monophénolase. A ces conditions aérobies couplées a la présence d’acide ascorbique pourraient
s’ajouter la température et le temps de réaction. Le traitement enzymatique a été fait a la
température de 43 + 2°C. Cette température est proche a la température optimale d’activité de la
polyphénol-oxydase de la goyave a chair blanche qui est de 48°C. Bien que le pH du jus soit
inférieur a celui optimal des PPO de goyave a chair blanche (pH 8), celles-ci seraient toujours

actives avec une activité relative de 1’ordre de 10% (Razzaque et al., 2000).

Au cours du traitement, la valeur de la couleur augmente pour une concentration en enzyme
donnée (Figure 34). L’augmentation de la densité optique (couleur) pourrait étre due au
phénomeéne de brunissement non enzymatique. Ce phénomeéne est le résultat de I’interaction entre

les acides aminés ou les protéines avec les sucres réducteurs présents dans le jus au cours du
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traitement thermique destiné a inactiver les enzymes. Le jus de goyave a chair blanche contient
des molécules de glucose, de galactose et d’autres sucres réducteurs. Au cours du traitement
thermique (95°C / 5 min), les fonctions carboxyles de ces sucres réagiraient avec les groupements
aminés des protéines. Ces interactions entraineraient des réactions en séquence avec formation des
produits intermédiaires tels que les imines, les 1 —amino — 1 désoxycétoses ou produits d’Amadori.
Ces produits seraient par la suite impliqués dans d’autres types de réaction entrainant la formation
d’autres composés tels que les déoxyosones. Les différents arrangements et les réactions que
peuvent subir ces composés peuvent aboutir a la formation des composés colorés appelés

mélanoidines (Belitz, Grosch et Schieberle, 2009).

L’augmentation de la concentration en enzyme n’a pas d’effet considérable sur la couleur
des échantillons pour un temps donné de traitement. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la
préparation enzymatique industrielle utilisée serait majoritairement constituée de pectinases.
L’augmentation de la concentration en pectinase n’entrainerait pas une variation considerable de

la concentration en polyphénol-oxydase déja présente dans le jus de goyave.

3.3.3.5 Effet du traitement enzymatique sur les teneurs en polyphénols et

protéines du jus de goyave
La teneur des composés phénoliques du jus de goyave a chair blanche initial est de 60,39
+ 0,41 mgGAE/100mL (Figure 35). La teneur en polyphénols diminue au cours du traitement
enzymatique pour toutes les concentrations en enzyme comparée a celle du jus de goyave a chair
blanche initial (Figure 35). Entre 20 et 90 min, la teneur en polyphénols ne varie pas

considérablement avec le temps pour toutes les concentrations en enzyme (Tableau 8, Annexe 4).
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Figure 35: Teneur en polyphénols du jus de goyave a chair blanche en fonction du temps

de contact enzyme-purée

La diminution de la teneur en polyphénols dans les échantillons traités a été rapportée par
Sagu et al. (2014) dans le cas du traitement enzymatique du jus de banane. La goyave a chair
blanche renfermerait plusieurs types de composés phénoliques : les anthocyanes, les flavonoides
et les proanthocyanidines. Ces composés renferment plusieurs groupements hydroxyls (au moins
3) susceptibles d’étre impliqués dans plusieurs types de réaction (Flores et al., 2015). La
diminution de la teneur en polyphénol pourrait étre entre autres due a leur oxydation en o-quinones
par la PPO. Par cette oxydation, les groupements hydroxyls des composés phénoliques initiaux
seraient oxydés en quinones. Ce nouveau groupement aurait une faible réactivité avec le mélange
d’acides phosphostungstique et phosphomolybdique ; il n’affecterait pas considérablement la
réduction de ce mélange. Il en résulterait la formation d’un complexe bleu moins coloré que celui

du composé phénolique non oxydé (Blainski et al., 2013). La formation de ces o-quinones
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conduirait a des réactions de condensation et de complexation avec les acides aminés et les
protéines avec pour conséquence la formation des mélanines. La diminution de la teneur en
polyphenols pourrait également étre due a la non réactivité des polyphénols impliqués dans la
formation des complexes avec d’autres molécules telles que les protéines et d’autres polyphénols.
La non réactivité de ces polyphénols traduirait la non ou faible réduction du réactif de Folin
Ciocalteu a cause de I’implication de leurs groupements hydroxyls dans la formation des
complexes. En effet, les molécules de polyphénols agiraient comme des ponts et la « colle » pour
promouvoir la réticulation des chaines de protéines, entrainant de ce fait la formation de trouble
ou tannin (McLellan et Padilla-Zakour, 2005). Ce phénoméne pourrait étre accéléré par I’ajout des
enzymes au cours du traitement, entrainant I’augmentation de la teneur en protéines. De plus, les
polyphénols pourraient étre impliqués dans la formation des troubles due a leur polymérisation

pour former des complexes plus larges (McLellan et Padilla-Zakour, 2005).

La teneur en protéine du jus de goyave a chair blanche initial est de 615,681 + 28,575
(Figure 36). Le traitement enzymatique entraine une diminution de la teneur en protéines des
échantillons comparée a celles du jus de goyave a chair blanche brut pour toutes les concentrations
en enzyme (Figure 36). Au cours du traitement, la teneur en protéine ne décrit pas un profil

monotone avec I’augmentation du temps pour toutes les concentrations en enzyme.
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Figure 36: Teneur en protéines du jus de goyave a chair blanche en fonction du temps de

contact enzyme-purée

La diminution des teneurs en protéines des échantillons traités par rapport a 1’échantillon
initial pourrait étre due a la non réactivité avec les réactifs (le Réactif de Folin Ciocalteu et la
solution de Lowry) utilisés pour leur détection et des complexes que ces protéines formeraient.
Ces phénomenes de complexation entraineraient une indisponibilité dans le milieu réactionnel des
molécules de protéines. Cette diminution pourrait entre autres s’expliquer par 1’oxydation de
certains résidus de tyrosine des proteines par les PPO (polyphénol oxydases) (Yoruk et Marshall,
2003 ; Taranto et al., 2017). En effet cet acide aminé présente dans sa structure un noyau
aromatique ayant un groupement hydroxyl en position para par rapport au carbone 1 du cycle.
Cette position du groupement hydroxyl ferait de la tyrosine un substrat idéal pour 1I’expression de
I’activit¢ monophénolase. La réduction du réactif de Folin Ciocalteu étant entre autres dépendante

de la présence de tyrosine, un groupement de tyrosine oxydé en o-quinones par les PPO serait donc
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indisponible pour la formation de couleur bleue caractéristique du réactif de Folin Ciocalteu réduit.
La diminution de la teneur en protéine pourrait également étre due a la formation des mélanines
entre les composes o0-quinones issus de 1I’oxydation des polyphénols et les molécules de protéines.
La formation de ces mélanines impliquerait les résidus — SH ou — NHa. Ces résidus — SH sont
indispensables pour la réduction du réactif de Folin Ciocalteu ; leur implication dans la formation
de mélanine entrainerait une diminution de I’intensité de la coloration bleue (Noble et Bailey,

2009).

La diminution de la teneur en protéines pourrait étre expliquée I’implication des protéines
dans plusieurs types d’interactions. Le traitement thermique appliqué au jus a I’issue du traitement
enzymatique permet d’inactiver les enzymes. Cette inactivation a pour conséquence la coagulation
des molécules de protéines entrainant une augmentation de la turbidité du jus (Shomer et al., 1999).
La teneur en protéine décrit une tendance contraire a celle de la couleur (Figure 34). Ceci pourrait
traduire I’implication des résidus de certains acides aminés dans les réactions entre ces derniers et
les produits intermédiaires issus de la réaction de Maillard. Les groupements de la lysine et de
I’arginine peuvent étre impliqués dans certaines interactions avec les sucres ou leurs produits
dérivés (4 — deoxyosone) avec pour conséquence la diminution de la valeur nutritionnelle de la

protéine (Belitz et al., 2009).

3.3.3.6 Effet du traitement enzymatique sur la capacité antioxydante du jus

de goyave
La capacité antioxydante du jus de goyave a chair blanche initial est de 94,671 + 0,325%
(Figure 37). Le traitement enzymatique n’a pas un effet considérable sur la capacité antioxydante

des échantillons comparés a celle du jus non traité (Figure 37).
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Figure 37: Capacité antioxydante du jus de goyave a chair blanche en fonction du temps de

contact enzyme-purée

La capacité antioxydante est celle exercée par les composés solubles dans 1’éthanol utilisé
pour la précipitation des particules. La capacité antioxydante serait influencée par les composés
phénoliques solubles dans 1’alcool et I’acide ascorbique qui en serait I’'un des contributeurs
majeurs. Les composes phénoliques qui contribuent a la capacité antioxydante seraient ceux qui
sont libres, étant donné que ceux complexés sous forme de particules sédimenteraient au cours de
la centrifugation. Les composés phénoliques de la goyave a chair blanche présenteraient I’aptitude
a donner des atomes d’hydrogéne ou a transférer les électrons, contribuant par conséquent a la
capacité antioxydante (Flores et al., 2015). Une forte corrélation positive a été mise en évidence
entre la capacité antioxydante, les composés phénoliques et I’acide ascorbique montrant que ces

deux familles de composé sont des contributeurs essentiels a la capacité antioxydante de la goyave.
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Cette corrélation est caractéristique des fruits ayant des teneurs élevées en acide ascorbique comme

la goyave a chair blanche et 1’orange (Thaipong et al., 2006).

3.3.3.7 Optimisation des parameétres de dépectinisation

L’optimisation du temps de contact enzyme-purée et de la concentration en pectinases
s’appuyant sur les critéres obtenus dans la littérature, et par comparaison des caractéristiques

physicochimiques des échantillons, a permis d’obtenir les valeurs décrites dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Combinaison des facteurs ou conditions opératoires répondant aux criteres du

cahier de charges

Criteres [Enzyme] Temps de
(% m/m) contact (min)

Pourcentage de réduction de la viscosité > 91% 0,033 - 0,100 3-90
3,41 <pH<3,46 0,078 — 0,100 40 -90
Taux d’hydrolyse de la pectine > 77,7% 0,055 40-90
0,078 40-90
0,100 20-90
Teneur en acide galacturonique la plus élevée possible 0,078 — 0,100 40 -90

Le pourcentage minimal de réduction de la viscosité de 91% est respecté par tous les points
expérimentaux de 1’é¢tude. Les durées de traitement comprises entre 40 et 90 min pour les
concentrations de 0,055% m/m et 0,078% m/m, et entre 20 et 90 min pour 0,100% m/m d’enzyme
ont permis d’obtenir un taux minimal d’hydrolyse de la pectine de 77,7%. Seules les
concentrations comprises entre 0,078% et 0,100% m/m ont permis d’obtenir un pH compris entre
3,41 et 3,46 pour des temps de contact enzyme-purée compris entre 40 et 90 min. Une différence

non significative a été observée entre 0,078% et 0,100% pour la teneur en acide galacturonique
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entre 40 et 90 min. Par contre, celle observée entre 0,055% et 0,078% est significative (Tableau
11, Annexe 4). Pour les autres caractéristiques, aucune différence significative n’est observée pour
toutes les conditions opératoires de dépectinisation. Toutes ces observations ont permis de définir

les plages optimales des parametres de dépectinisation (Tableau 6).

Tableau 6 : Plages optimales des parametres de dépectinisation enzymatique de la goyave

Paramétres ou facteurs Plages ou valeurs optimales
Temps de contact enzyme-purée (min) 40-90
Concentration en pectinases (% m/m) 0,078 — 0,100
Température (°C) 43 £2°C

Vitesse d’agitation (rpm) 1000

3.4 Analyse des échantillons par la Microscopie électronique a balayage a

émission de champ

Afin de visualiser les différentes suspensions, celles-ci ont été analysées par le Microscope
électronique a balayage a émission de champ (Field Emission Scanning Electron Microscopy —
FESEM). Les images des différents échantillons pour des temps de traitement enzymatique
respectifs de 8, 20 et 90 min (Figure 39) ont permis de les comparer avec la purée non traitée

(Figure 38).

125



100nm JEOL 12/21/2016
D 8.0mm 10:43:36 X 45,000 5.0kV SEI SEM WD 8.0mm 10:41:23

(a) (b)
Figure 38: Images FESEM de la purée de goyave a chair blanche sans aucun traitement

enzymatique : (a) et (b) Agrandissement de 15000 et 45000 respectivement
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Figure 39: Images FESEM des échantillons de jus de goyave. (1), (11), (1) et (IV) Images des échantillons de goyave a chair blanche
ayant subi un traitement enzymatique avec 0,033% m/m, 0,055% m/m, 0,078% m/m et 0,100% m/m de concentration en enzyme,
respectivement. Les indices A, B et C représentent respectivement les temps de traitement enzymatique de 8, 20 et 90 minutes pour une
concentration donnée en enzyme.
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L’extrait sec de la purée de goyave a chair blanche non traitée présente des particules de
granulométries différentes (Figure 38a). La répartition des particules est hétérogéne. Certaines
particules se présentent sous forme d’amas avec des irrégularités (aspérités). D’autres particules
par contre ont une forme ronde ; cependant leur agrandissement (Figure 38b) révéle qu’elles sont
également pourvues de plusieurs aspérités. Ces particules représenteraient un amas de tissus
constitués de plusieurs polysaccharides et de protéines formant un réseau complexe. La pectine est
le constituant majeur de ce réseau dans la paroi cellulaire primaire (35% m/m en base séche). Elle
a tendance, du fait de sa solubilité dans 1’eau, de méme que les protéines, a former un gel autour
des autres constituants de la paroi et jouant ainsi le réle de liant (Prasanna et al., 2007).

Le traitement enzymatique entraine la désintégration des particules observées sur les
images de I’¢chantillon brut (Figure 38a) avec pour conséquence la réduction du spectre
granulométrique de ces particules (Figure 39). Les échantillons de jus de goyave a chair blanche
aprés 8 minutes de traitement pour toutes les concentrations en enzyme présentent une répartition
presque identique des particules. Ceci montre que cette durée de traitement n’est pas encore
suffisante pour mettre en évidence les différences dues a la variation de la concentration en
enzyme. Pour une concentration en enzyme donnée, I’augmentation de la durée de traitement
s’accompagne d’une apparition progressive de couches homogeénes entourant les particules (Figure
39). Ces couches représenteraient la phase liquide, montrant ainsi que le traitement enzymatique
s’accompagne de la liquéfaction du mélange due a la libération des molécules d’eau. Cette
libération des molécules d’eau se produirait au cours de 1’hydrolyse de la pectine (composé de
capacité de rétention d’eau et de rayon hydrodynamique élevés par rapport aux monomeres issus
de sa dégradation) avec pour conséquence I’apparition d une phase liquide entrainant la diminution

de la viscosité (Akesowan et Choonhahirun, 2013). L hydrolyse de la pectine s’accompagnerait
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en outre d’une destruction du réseau de macromolécules avec pour conséquence une libération de
celles-ci dans le milieu. Les images des échantillons de 90 minutes présentent une proportion plus
élevée de la phase liquide. L’analyse des échantillons de 90 minutes révéle que celui correspondant
a la concentration de 0,100% m/m présente une proportion plus élevée de la phase liquide. Cet
échantillon présente moins de particules et a une meilleure homogénéité. Ceci peut s’expliquer par
le fait que cet échantillon correspond a la combinaison des valeurs maximales de temps de
traitement et de concentration en enzyme. Les échantillons correspondant a toutes les
concentrations en enzyme présentent encore des particules au bout de 90 minutes de traitement.
Cependant, la granulométrie des particules, leur répartition ou leur regroupement varient avec
I’augmentation de la concentration en enzyme. Pour cette combinaison, la granulométrie des

particules diminue, ces derniéres sont plus dispersées.

L’observation des images des échantillons de 0,078% et 0,100% permet de mettre en
évidence les différences non considérables des caractéristiques physicochimigques obtenues. Ces
images montrent une uniformité relativement semblable pour ces différentes combinaisons. Elles
soutiennent la sélection de 0,078% comme concentration optimale pour la dépectinisation de la

purée de goyave.

3.4 CONCLUSION PARTIELLE

En somme, ce chapitre portait sur la détermination de I’effet de la concentration en
pectinases et du temps de contact enzyme-purée sur les caractéristiques physicochimiques du jus
de goyave a chair blanche issu de la dépectinisation. Il en ressort que le traitement enzymatique de
la purée entrainait une diminution de plus de 91% de la viscosité du jus de goyave a chair blanche

a partir de la troisieme minute de traitement. L’augmentation de la teneur en acide galacturonique
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a permis de confirmer celle du taux d’hydrolyse de la pectine. La désintégration du réseau
macromoléculaire de la purée de goyave a chair blanche a entrainé des modifications plus ou moins
remarquables des caractéristiques physicochimiques du jus. Les caractéristiques telles que le pH,
les teneurs en protéines et polyphénols diminuaient considérablement au cours du traitement ;
tandis que d’autres tels que la conductivité et la couleur augmentaient. Cependant, le traitement
enzymatique n’avait pas un effet considérable sur la capacité antioxydante des échantillons. Les
conditions optimales de dépectinisation de la purée de goyave a chair blanche sont: 0,078% -
0,100% m/m et 40 — 90 min pour la concentration en enzyme et le temps de contact enzyme-purée,
respectivement. Les images des extraits séchés des échantillons ont permis de mettre en évidence
la désintégration des particules et la liquéfaction du mélange au cours du traitement enzymatique.
La dépectinisation a conduit & une dispersion des particules dans le jus et a 1’amélioration de son
homogéneité. Parmi les caractéristiques physicochimiques, seule la teneur en acide galacturonique
dépendait de la concentration en enzyme et du temps de contact enzyme-purée. L’hypothése

formulée dans le cadre de ce chapitre n’était vérifiée que pour cette caractéristique.

Le traitement enzymatique conduit a une modification des parametres physicochimiques
et rhéologiques des jus de goyave. Quelles que soient les conditiones de dépectinisation, le jus
dépectinisé de goyave présente encore des particules qui peuvent subir des phénomenes
d’agrégation et sédimenter au cours du stockage. De plus, les produits issus de la dépectinisation
du jus de goyave a chair blanche peuvent étre impliqués dans plusieurs types d’interaction affectant
sa présentation au cours du stockage. Pour pallier au phénomene d’apparition de trouble dans le
jus de goyave a chair blanche et diminuer sa proportion en particules, il serait indispensable de

procéder a sa clarification qui peut se faire par centrifugation.
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CHAPITRE 4

CLARIFICATION DU JUS DE GOYAVE A CHAIR
BLANCHE PAR UNE CENTRIFUGEUSE DE
LABORATOIRE A ROTOR CONIQUE ET
CARACTERISATION D’UNE CENTRIFUGEUSE-

DECANTEUSE CONTINUE ASSIETTES



CHAPITRE 4 : CLARIFICATION DU JUS DE GOYAVE A CHAIR BLANCHE PAR UNE
CENTRIFUGEUSE DE LABORATOIRE A ROTOR CONIQUE ET
CARACTERISATION D’UNE CENTRIFUGEUSE-DECANTEUSE CONTINUE A
ASSIETTES

RESUME DU CHAPITRE

Ce chapitre a deux objectifs. Le premier est de déterminer 1’effet du temps et de la vitesse
de centrifugation sur les caractéristiques physicochimiques du jus clarifié de goyave a chair
blanche. Le deuxieme est d’identifier les caractéristiques opérationnelles d’une centrifugeuse-
décanteuse continue a partir de la performance d’une centrifugeuse de laboratoire a rotor conique.
A cet effet, le jus dépectinisé a été clarifié a I’aide d’une centrifugeuse de laboratoire a rotor
conique respectivement a 1000, 2000, 3000, 4000 et 5000 rpm pendant respectivement 10, 20, 30
et 40 min. Le surnageant (jus) a été recueilli et son rendement déterminé. Ses caractéristiques
physicochimiques ont été déterminées en fonction des conditions opératoires : les teneurs en
protéines, en pectine, en acide galacturonique, en matiére séche, en sucres solubles totaux ; le pH ;
la conductivité électrique et la limpidité. La surface des courbes de répartition granulométrique
des particules du jus a également été déterminée. La performance de la centrifugeuse de laboratoire
a été évaluée pour 1343g (3000 rpm), 23889 (4000 rpm) et 3731g (5000 rpm). Les granulométries
maximales des particules ont été determinées pour les échantillons centrifugés a 1343g. Pour cette
vitesse, les débits d’alimentation correspondant des centrifugeuses-décanteuses continues a
assiettes ont été déterminés pour des durées correspondantes d’opération de la centrifugeuse de
laboratoire a rotor conique, de méme que les seuils de coupure. 1l en ressort que pour des vitesses
de centrifugation supérieures a 597g (2000 rpm), la centrifugation a permis d’obtenir plus de 96 +
2% m/m de jus. La centrifugation a contribué & une diminution considérable des teneurs en protéine
et en pectine, de la largeur du spectre granulométrique des particules. Par contre, elle a contribué
a une augmentation de la limpidité, de la teneur en sucres solubles totaux, mais elle n’a pas d’effets
considérables sur la teneur en acide galacturonique et le pH. Des taux de clarification différents de
moins de 10% ont été obtenus a 1343g (excepté a 10 min), 2388g et 3731g. Les limites de
séparation pour des échantillons de 1343g sont 2669, 2200 et 1783 nm, correspondant a 20, 30 et
40 min respectivement. Les seuils de coupure (Xs0) @ 1343g pour les centrifugeuses-décanteuses

continues a assiettes sont 1887, 1556, 1261 nm, correspondant a 20, 30 et 40 min, respectivement.
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4.1 INTRODUCTION

Au cours du stockage, le jus dépectinisé de goyave a chair blanche peut étre le siége
d’autres types d’interactions moléculaires pouvant aboutir a la formation des particules contribuant
a D’aspect trouble du jus. Parmi ces interactions figurent celles aboutissant a la formation de
tannins. Ceux-ci sont des composés polyphénoliques servant de ponts et de liants pour agglomérer
les molécules de protéines. Les complexes tanniques résultent de la polymérisation des composés
phénoliques en des unités plus volumineuses. Les ions métalliques peuvent également contribuer
a la formation de trouble (McLellan et Padilla-Zakour, 2005). Les produits de I’hydrolyse de la
pectine peuvent former des agrégats avec les molécules de protéines ou de polyphénols aboutissant
a la formation des particules (Shomer et al., 1999). Les particules présentes dans le jus de goyave
a chair blanche peuvent également étre celles qui n’ont pas été hydrolysées au cours de la
dépectinisation ou les cellules caillouteuses ou scléroides affectant la sensation gustative du jus de

goyave a chair blanche (Wu et al., 2005).

Le jus dépectinisé de goyave a chair blanche doit étre clarifié afin de prévenir et limiter
I’apparition de trouble au cours du stockage. Cette clarification peut se faire par centrifugation.
Plusieurs travaux de centrifugation du jus de goyave a chair blanche sont présents dans la
bibliographie. Kaur et al. (2009 et 2011), Surajbhan et al. (2012), et Marcelin et al. (2017) ont
déterminé le rendement de jus de goyave a chair blanche et ses caractéristiques physicochimiques
aprés centrifugation a des conditions opératoires fixes de vitesse de centrifugation et de temps.
L’effet du temps et de I’accélération centrifuge sur ces caractéristiques n’a donc pas suffisamment
été étudié. De plus, la performance de séparation des différentes centrifugeuses de laboratoire

utilisées n’a pas été déterminée dans ces différents travaux. Enfin, I’étude des caractéristiques
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dimensionnelles et opérationnelles d’une centrifugeuse-décanteuse continue en fonction de la
performance de clarification du jus de goyave a chair blanche de la centrifugeuse de laboratoire a

rotor conique n’a pas été faite. Ce chapitre se décline en deux objectifs :

— Déterminer ’effet du temps et de la vitesse de centrifugation sur les caractéristiques
physicochimiques du jus clarifié de goyave a chair blanche avec pour hypothese : les paramétres
physicochimiques du jus clarifié de goyave a chair blanche dépendent des conditions de
centrifugation ;

- Identifier les caractéristiques opérationnelles d’une centrifugeuse-décanteuse
continue a partir de la performance d’une centrifugeuse de laboratoire a rotor conique avec pour
hypothese : le taux de clarification du jus de goyave a chair blanche d’une centrifugeuse de
laboratoire a rotor conique fixe les limites de fonctionnement d’une centrifugeuse-décanteuse

continue.

4.2 MATERIEL ET METHODES

4.2.1 Matériel biologique

Le matériel utilisé pour les travaux decrits dans ce chapitre a été la goyave a chair blanche
acquise chez le commercant de fruit ci-dessus mentionné (Chapitre 2) dans le marché de 1’Institut

Indien de Technologie de Kharagpur.

4.2.2 Méthodes

4.2.2.1 Préparation du jus de goyave a chair blanche pour la clarification
Le jus de goyave a chair blanche a subi le traitement enzymatique comme décrit dans les

chapitres précédents. Les conditions opératoires étaient les suivantes : concentration en enzyme :
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0,078% m/m, Temps de contact enzyme-substrat : 40 minutes et température : 43+2°C. Ces
conditions ont été obtenues a partir de la plage optimale des parametres. A I’issue du traitement
enzymatique, le jus de goyave a chair blanche a été introduit dans des béchers de 1 litre et incubé
dans un bain-marie bouillant (95°C) pendant 10 minutes pour arréter la réaction enzymatique. Le
contenu du bécher a été refroidi dans un bain-marie a la température ambiante. Le jus de goyave a
chair blanche a été essoré a ’aide d’une toile filtrante et le filtrat recueilli et conditionné dans des
bouteilles en polyéthyléne térephtalate (PET) et conservé dans le congélateur pour la suite des

travaux.

4.2.2.2 Clarification du jus de goyave a chair blanche par centrifugation

Pour la centrifugation, 100 g de jus de goyave a chair blanche a la température ambiante
ont été peses dans des tubes de centrifugation d’une capacité de 250 mL. Les tubes ont été
introduits dans le rotor d’une centrifugeuse (Remi, R — 236M, Remi Elektrotechnik Ltd, Bengale
Occidentale, Inde). La centrifugation a été faite a la température ambiante (35 + 3°C). La
centrifugation du jus s’est faite en variant les paramétres de centrifugation. Les vitesses de
centrifugation utilisées étaient 1000, 2000, 3000, 4000 et 5000 rpm. Les durées de centrifugation
a vitesse constante étaient de 10, 20, 30 et 40 min. A I’issue de la centrifugation, le surnageant a
été collecté et pesé dans des bocaux en plastique PET préalablement tarées. Ceci a permis de
déterminer le rendement de jus de goyave. Le culot a été détruit. Le surnageant a été conservé dans

le réfrigérateur pour des analyses ultérieures.
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4.2.2.3 Détermination des parametres de procédés et des caractéristiques

physicochimiques du jus de goyave

4.2.2.3.1 Détermination du rendement
Le rendement d’extraction du jus de goyave a chair blanche a été déterminé a 1’aide de
I’Equation 20 :

Ms 100
m:

i Equation 20

77:

Avec 7 : le rendement en jus de goyave a chair blanche (%) ; ms et m; les masses de surnageant et

de jus de goyave a chair blanche initial (g), respectivement.

Le rendement a été déterminé en fonction de la Force Centrifuge Relative. Elle exprime
1I’équivalent en g de la vitesse de rotation et permet de la comparer a I’accélération de la pesanteur.
Elle représente la valeur maximale de champ de forces centrifuges a laquelle sont soumises les
particules plaquées contre la paroi interne du tube de centrifugation. Elle est issue des opérations
effectuées a partir de I’expression du rapport entre 1’accélération centrifuge et I’accélération de la
pesanteur. La Force Centrifuge Relative (FCR) a été déterminée grace a I’Equation 21 (Thermo

Fischer Scientific, 2009) :

FCR(g)=1118x10"°xrx N? Equation 21

Avec FCR: la Force Centrifuge Relative (g); N: la vitesse de rotation (rpm); r: la

distance radiale maximale de sédimentation des particules a partir de I’axe de rotation (cm).
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4.2.2.3.2 Analyse granulométrique des particules des échantillons de jus

La détermination de la granulométrie des particules du surnageant a été faite en utilisant le
Zetasizer basé sur le principe de la diffusion dynamique de la lumiére (Malvern, Zetasizer nano,
Malvern Instruments limited, Royaume-Uni). A cet effet, le milieu dispersant utilisé était 1’eau
déminéralisée et la mesure a été faite a 25°C. Dans le cas de 1’échantillon de jus de goyave & chair
blanche avant centrifugation, la granulométrie des particules a été mesurée a 1’aide du Mastersizer
(Mastersizer 2000 E Version 5.20, Numéro série MAL1017204, Malvern Instruments Limited,
Royaume Uni). La répartition granulométrique des particules a été générée et la valeur moyenne
de la granulométrie de particule a été déterminée grace au logiciel intégré a I’instrumentation. Les
différentes courbes de répartition granulométrique de particule des échantillons centrifugés ont
subi un ajustement a 1’aide du modéle de type log normal, afin de déterminer la relation entre la
fréquence (%) et la granulométrie particules (nm). Le logiciel Minitab 11.0 a été utilisé a cet effet
et une analyse de variance a eté faite grace a ce logiciel afin de déterminer les seuils de signification
des parametres. Pour chaque condition opératoire (vitesse - temps de centrifugation), une équation

du modele a été générée (Equation 22).

a .
y=—xe Equation 22

Avec X : la granulométrie des particules (en nm) ; y : la fréquence (en %). Les constantes a et b

sont les constantes du modeéles, X, est la moyenne géométrique des granulométries.

Pour chaque condition opératoire, les paramétres a, b et X, ont été estimés grace au logiciel

Minitab 11.0 et les coefficients de détermination ont été déterminés. La surface de la courbe décrite
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par le modele de type log normal a été¢ déterminée en calculant 1’intégrale de cette fonction entre
deux valeurs données de granulométrie de particule. L’unité de surface a été exprimée en
pourcentage*nanomeétre (%*nm). Cette détermination de la surface a été faite en utilisant le
logiciel Scientific Work Place version 5.5. La granulométrie moyenne des particules et la surface

des courbes ont été tracées en fonction du temps pour chaque vitesse de centrifugation.

4.2.2.3.3 Détermination de la teneur en matiére séche.

La détermination de la teneur en matiére seche a été faite de la maniére suivante. Une boite
de pétri propre a été initialement pesée et la masse a vide notée (Mo). Une masse de jus de goyave
a chair blanche (5 g) a été pesée et la masse totale constitue la masse initiale avant séchage (M1).
La boite de pétri a été introduite dans une étuve a 105°C pendant 24 heures. A I’issue du séchage,
les boites de pétri ont été retirées de 1’étuve et mises dans un dessiccateur pour le refroidissement
a la température ambiante. La masse de la boite de pétri a été déterminée par pesée et constituait
la masse totale apres séchage (M2). La teneur en matiére séche a été déterminée a 1’aide de

I’Equation 23 :

M, -M
MS (%) = —2——0x100
M, —M, Equation 23
4.2.2.3.4 Détermination des autres caractéristiques
Les caractéristiques physicochimiques suivantes ont été déterminées tel que mentionné

dans les deux précédents chapitres: les teneurs en sucres solubles totaux (TSS), en acide

galacturonique, en pectine, en protéines ; le pH et la conductivité électrique.
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La limpidité des échantillons de jus de goyave a chair blanche a été déterminée en mesurant
leur transmittance a 660 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-Visible (M/s Perkin Elmer,

Connecticut, USA) contre I’eau déminéralisée servant de blanc.

4.2.2.4 Détermination des caractéristiques dimensionnelles et
opérationnelles d’une centrifugeuse continue

L’objectif a été de déterminer les caractéristiques dimensionnelles et le débit
d’alimentation d’une centrifugeuse continue a partir de la performance de la centrifugeuse de
laboratoire. L’objectif technologique recherche étant centré sur le surnageant (jus de goyave), la
décantation centrifuge a été préférée a 1’essorage centrifuge (Towler et Sinnott, 2008 ; Koller,
2009). Le bol de la centrifugeuse de laboratoire utilisé est de type conique (tronc de cbne) a angle
fixe. Le type de centrifugeuse-décanteuse continue choisi dans cette étude est la centrifugeuse-
décanteuse continue a assiettes. Ce choix est justifié par la similitude géométrique entre le bol de
la centrifugeuse de laboratoire et un disque de la centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes
(Figure 40). Le bol et le disque ont tous la forme d’un cone tronqué lorsqu’ils sont placés sur une
surface plane et horizontale. Cette similitude géométrique conduit & une similarité de 1’écoulement

des particules dans le tube de centrifugation et entre deux disques consécutifs.
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Figure 40 : Représentation tridimensionnelle (A) du rotor de la centrifugeuse de laboratoire

a rotor conique et (B) d’un disque d’une centrifugeuse a assiettes (Alpha Laval)

La détermination des caractéristiques dimensionnelles et opérationnelles des
centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes a été faite en suivant I’approche décrite par
Maybury et al. (2000). Ils ont fait une étude comparative de la performance de clarification d’une
centrifugeuse de laboratoire et d’une centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes. Cette étude
visait a établir une relation mathématique entre la performance de clarification de ces
centrifugeuses. Elle avait pour finalit¢ la détermination des débits d’alimentation d’une
centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes a partir de la performance de la centrifugeuse de
laboratoire. A cet effet, la détermination des facteurs sigma de la centrifugeuse de laboratoire a été
nécessaire. La connaissance des facteurs sigma a permis d’estimer le taux de clarification qui a été
déterminé en fonction de la capacité du séparateur. Le débit d’alimentation des centrifugeuses-
décanteuses continues ayant des caractéristiques dimensionnelles données a été déterminé en
fonction des conditions opératoires de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique. Pour celles-
ci, le seuil de coupure ou la granulométrie équiprobable des particules en suspension a été estimé.

Cette estimation a nécessité la détermination de la limite de séparation ou granulométrie maximale
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(diamétre maximal de particule pouvant se trouver dans le jus de goyave a chair blanche apres

centrifugation).

4.2.2.4.1 Détermination des caractéristiques de fonctionnement de la

centrifugeuse de laboratoire a rotor conique
La centrifugeuse utilisée dans cette étude était une centrifugeuse de laboratoire a rotor
conique réfrigérée et programmable (Remi, R — 236M, Remi Elektrotechnik Ltd, Bengale
Occidentale, Inde). Elle était munie d’un bol (rotor) en tronc de céne, en acier inoxydable dont le
modele est R — 236M (Figure 41) a angle fixe et disposant de six (6) creux pouvant prendre 6 tubes

de centrifugation. L’angle d’inclinaison des tubes était de 20° par rapport a I’axe vertical.

(A) (B)

Figure 41: Image du rotor R — 236M (A) et de la centrifugeuse de laboratoire a rotor

conique (B)

Les caractéristiques dimensionnelles du rotor sont consignées dans le Tableau 7.
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Tableau 7: Caracteéristiques geométriques du rotor R — 236 M

Caractéristiques  Rayon  Rayon minimal Rayon maximal Rayon Angle d’inclinaison
minimal  d’étude (mm) (mm) moyen par rapport a la
(mm) (mm) verticale (°)
Valeurs ~30 ~54 133,5 ~82 20

La détermination de la performance de clarification de la centrifugeuse de laboratoire a
rotor conique a nécessité la détermination de son facteur sigma () ou aire équivalente théorique.
Celui-ci représente la surface d’un bassin de sédimentation gravitaire capable d’effectuer la
séparation avec une performance similaire a celle de la centrifugeuse pour le méme débit
d’alimentation de la suspension (Svarovsky, 2000). Cette détermination s’est faite en exploitant
les travaux de Rayat et al. (2016). Dans le cadre de 1’étude de la performance de séparation d’une
centrifugeuse de laboratoire a rotor conique et d’une centrifugeuse continue a assiettes suivant des
conditions opératoires similaires, ces chercheurs ont donné 1’expression mathématique permettant
de déterminer le facteur sigma d’une centrifugeuse de laboratoire a rotor conique. En considérant
les temps d’accélération et de décélération négligeables par rapport au temps de consigne, le
facteur sigma de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique a pu étre obtenu grace a I’Equation
24. Celle-ci a été générée en supposant la présence d’une suspension essentiellement constituée de
la particule correspondant au seuil de coupure (Xso). La proportion de cette particule dans le
surnageant est egale a celle dans le culot. Pour le calcul de cette aire, il a été supposé un régime de
chute des particules de type laminaire. Les phénoménes de transfert de masse lors de la

centrifugation ont été négligés.
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V, x * V, x (2zN)?
2= 179 = 1> (27N) Equation 24

6xgxIn 2Ry 3600x6xgxIn 2Ry
R +R, R +R,

Avec X : le facteur sigma de la centrifugeuse (m2) ; g : ’accélération de la pesanteur (m.s™) ; o :

la vitesse angulaire (rad.s™®) ; N : la vitesse de rotation (rpm) ; V1 : Volume de I’alimentation (m®) ;
R1 et Rz les distances radiales minimale et maximale de sédimentation par rapport a I’axe du rotor

(m), respectivement.
Le facteur sigma a été déterminé pour les vitesses 3000, 4000 et 5000 rpm.

4.2.2.4.2 Détermination de la performance de séparation de la
centrifugeuse de laboratoire a rotor conique

Cette détermination a nécessite celle du taux de clarification. Pour cela, la procédure suivie

est celle décrite par Maybury et al. (2000) avec quelques modifications. La densite optique de
chaque échantillon (alimentation et échantillon clarifié) a été déterminée a 660 nm a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Visible (M/s Perkin ElImer, Connecticut, USA) contre 1’eau déminéralisée
servant de blanc. Pour la détermination du taux de clarification, I’échantillon centrifugé ayant la
densité optiqgue minimale a été utilisé comme celui de controle. La détermination du taux de

clarification a été faite grace a I’Equation 25.

DO, — DO

TC(%) = 1—( controle j x100 Equation 25

contréle

Avec: TC: le taux de clarification (%) ; DOech, DOaii €t DOcontrole les densités optiques de

I’échantillon, de 1’alimentation et de 1’échantillon de contréle, respectivement.
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Pour les vitesses de centrifugation 3000, 4000 et 5000 rpm, le taux de clarification a été
déterminé en fonction de la capacité du séparateur (V1i/t/AiabZiab). V1 est le volume de 1’échantillon
traité (en m®); M est le facteur de correction pour caractériser la déviation du régime
d’écoulement des particules par rapport au régime idéal dans le cas de la centrifugeuse de
laboratoire a rotor conique, Zian Son aire équivalente théorique (en m?2) correspondant a la vitesse
de centrifugation et t le temps de centrifugation (temps de consigne) (en s). Le temps de consigne
a été utilisé pour la détermination de la capacité du séparateur, les temps d’accélération et de
décélération ayant été négligés. Pour les centrifugeuses de laboratoire a rotor conique, Map €st le
plus souvent assimilé a 1 (Maybury et al., 2000 ; Boychyn et al., 2004). La densité optique de
I’échantillon d’alimentation a été assimilée a 2 au regard de la limite de détection du

spectrophotomeétre UV-Visible.

4.2.2.4.3 Détermination de la granulométrie maximale de particule (Xmax)
La vitesse de centrifigation utilisée a cet effet est 3000 rpm. Ce choix a été guidé par les
variations significatives des parametres observées a cette vitesse par rapport aux vitesses

inférieures et les variations négligeables par rapport aux vitesses supérieures (4000 et 5000 rpm).

La détermination préalable de la granulométrie maximale de particule pouvant se trouver
dans le jus de goyave a chair blanche aprés centrifugation a également été néecessaire. Cette
détermination a nécessité la détermination du "grade efficiency” qui est la probabilité pour des
particules de granulométrie donnée d’étre éliminées par centrifugation, si la suspension initiale
n’était constituée exclusivement que d’elles. La détermination de cette probabilité a exigé
I’utilisation de la courbe de répartition granulométrique de particules du jus brut et du jus clarifié
de goyave a chair blanche. Les échantillons de jus clarifié de goyave a chair blanche utilisés a cet

effet ont été ceux centrifugés a 3000 rpm pendant 20, 30 et 40 min. Pour chaque granulométrie de

144



particule, le "grade efficiency"” a été déterminé grace aux fréquences correspondantes pour le jus
brut et le jus centrifuge, ainsi que du rendement en jus obtenu grace a ces parameétres. Il a été

déterminé pour une granulométrie donnée de particule a 1’aide de I’Equation 26 :

de, (X)

dF (x) Equation 26

G (x) =1- (1~ E; )%

Avec Gi(x): le "grade efficiency” correspondant & la particule de granulométrie x;
dF#(x) et dF(x) : la fréquence de la particule de granulométrie x dans le jus de goyave a chair
blanche centrifugé et brut, respectivement ; Et: : le rendement en jus de goyave a chair blanche

centrifugé a 3000 rpm pendant un temps t en min.

Les valeurs de G ont été tracées en fonction de la granulométrie des particules. La
granulométrie de particule au-dela de laquelle la valeur de G est égale a 1 est la granulométrie
maximale ou limite de séparation (Xmax). Cette particule est celle ayant la probabilité la plus élevée

de se retrouver dans le jus centrifugé.

4.2.2.4.4 Détermination des caractéristiques dimensionnelles et
opérationnelles d’une centrifugeuse-décanteuse continue pour la

clarification du jus de goyave a chair blanche
Les caractéristiques intrinséques d’une centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes ont
permis de déterminer son facteur sigma. Grace a ce facteur et la performance de la centrifugeuse
de laboratoire a rotor conique, le débit d’alimentation de la centrifugeuse continue a été détermine.
Celle-ci décrirait une performance de séparation similaire a celle de la centrifugeuse de laboratoire
a rotor conique utilisée dans cette étude. La similarité de performance est traduite par une égalité

de taux de clarification de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique et de la centrifugeuse-
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décanteuse continue a assiettes telle que décrite par les travaux de Maybury et al. (2000) et Rayat

et al. (2016). L’Equation 27 est la résultante de cette égalité de taux de clarification.

V. Q
tzIab ﬂ'lab st ﬂ“ds

Equation 27

Avec Q, Zgs et Ags, le débit d’alimentation (en m3.s™), le facteur sigma (en m2) et le facteur
de correction d’une déviation du régime d’écoulement par rapport au régime idéal de la
centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes ; et V1, t, Zian et ian, le volume du jus de goyave a
chair blanche a centrifuger (en m®), le temps (en s), le facteur sigma (en m?) et le facteur de
correction d’une déviation du régime d’écoulement par rapport au régime idéal de la centrifugeuse

de laboratoire a rotor conique, respectivement.

Le facteur A pour la majorité des centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes est égal

a 0,4 (Maybury et al., 2000 ; Boychyn et al., 2004).

A partir de I’Equation 27, le débit d’alimentation de la centrifugeuse a assiettes a été déduit

(Equation 28).

V
—T~ 4 zds /’Lds
t 2 ab Ara Equation 28

Q

Un certain nombre de centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes ont été recensées
dans la bibliographie. Leur facteur sigma a été déterminé a partir de leurs spécifications. Cette
détermination s’est faite grace a I’Equation 29 pour une FCR équivalente a 3000 rpm en supposant

que leur débit-volume est maximal (Qvmax).
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Z=Exw—2xN X;zx(r23—r13
3

— ) x F Equation 29
g an

Avec X : le facteur sigma de la centrifugeuse (m?) ; 6 : I’angle d’inclinaison des disques par rapport
a la verticale (°) ; g : I’accélération de la pesanteur (m.s?) ;  : la vitesse angulaire (rad.s™) ; N : le
nombre de disques ; F.: le facteur de correction des butées sur les assiettes ; r; et r. les rayons

intérieur et extérieur des disques (m), respectivement.

Lorsque les caractéristiques des assiettes étaient disponibles dans les différents travaux
recensés, le facteur F avait été déterminé grace a I’Equation 30 ; dans le cas contraire, il était

assimilé a 1.

3z,B,\[1-(n/r )2
4rr, 1_(r1/r2)3

Fo=1- Equation 30

Avec : Z| le nombre de butées sur chaque assiette de la centrifugeuse ; By : la hauteur d’une

butée (m).

Le Tableau 8 présente les caractéristiques de certaines centrifugeuses-décanteuses
continues a assiettes ayant fait 1’objet d’une étude et dont les caractéristiques ont permis de

déterminer leur facteur sigma.
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Tableau 8: Caractéristiques des centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes

commerciales recensées dans la bibliographie

Modeéles Constructeurs mn,fmax N Z B(@m) 0 Sources
(mm) )

Westfalia Westfalia Separator AG 21;53 62 6 0,005 45 Boychynetal,

SAOOH (Oelde, Allemagne) 2004

GEA OTC Westfalia Separator 22 ;44 36 0,0025 40 Cambiellaetal.,

2-03-107 Systems GmbH 2006

SC6-06-076  Westfalia Separator 31;62 76 0,0005 40 Chlupetal., 2008
(Oelde, Allemagne)

Westfalia Westfalia Separator 26 ; 55 45 38,5 Espuny Garcia del

CSA-1 GmbH (Oelde, Real, 2016
Allemagne)

Frau CN2S  Frau (Italie) 15;545 51 52  Jukkola et al., 2018

Culturefuge  Alfa Laval AB 36;845 82 8 0,004 40 Shekhawatetal.,

100™ (Lund, Suéde) 2018

Le facteur sigma des différentes centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes a permis

de calculer les conditions opératoires correspondant a celles de la centrifugeuse de laboratoire a

rotor conique. 11 s’est agi de déterminer le débit d’alimentation de chacune des centrifugeuses pour

un fonctionnement a une FCR équivalente a 3000 rpm pendant 20, 30 et 40 min, respectivement.

La centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes qui a été sélectionnée est celle qui a le

débit d’alimentation du jus de goyave a chair blanche le plus élevé pour un temps donné de

fonctionnement de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique.
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4.2.2.4.5 Détermination du seuil de coupure (xso) correspondant a la
centrifugeuse a assiettes

La granulométrie maximale a permis de déterminer le seuil de coupure (Xs). Cette
détermination a été faite en tracant la courbe de "grade efficiency” ou de la probabilité théorique
en fonction de la granulométrie des particules comprise entre la granulométrie minimale décrite
dans la série et Xmax. Cette probabilité théorique pour chacune des granulométries de particule a été
déterminée a I’aide de I’Equation 31. Cette équation est celle correspondant aux centrifugeuses-
décanteuses continues a assiettes (Svarosky, 2000). Le seuil de coupure (xso) est la granulométrie
de particule correspondant a la valeur de probabilité de 0,5. Cette granulométrie est indépendante

de la suspension initiale.

X .
G(X)=| — Equation 31

max

Avec : G(x) : la probabilité correspondant aux particules de granulométrie x (nm) ; Xmax: la

granulométrie maximale de particule ayant la probabilité la plus élevée (nm).

La courbe de la probabilité théorique en fonction de la granulométrie de particule a été
tracée pour 20, 30 et 40 min a 3000 rpm. La détermination du seuil de coupure (xso) a été faite par
projection graphique de la droite correspondant a la probabilité 0,5 sur I’axe des granulométries

de particules. La granulométrie ainsi obtenue correspond a Xso.
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4.3 RESULTATS ET DISCUSSION

4.3.1 Effet des parametres de centrifugation sur les caractéristiques

physicochimiques du jus de goyave

4.3.1.1 Effet des parametres de centrifugation sur le rendement

d’extraction du jus de goyave

La centrifugation a permis d’obtenir le jus de goyave a chair blanche a une proportion
comprise entre 89,72+0,69 et 97,07+£0,69% m/m (Figure 42). Le rendement d’extraction du jus est
pratiquement supérieur a 90% pour I’ensemble des combinaisons de parameétres appliquees. Les
rendements en jus obtenus pour une vitesse de centrifugation de 149g (1000 rpm) sont de 1’ordre
de 90% (91 £ 2% m/m). Avec cette vitesse, la proportion maximale de jus de goyave a chair
blanche pouvant étre obtenue dans les conditions de temps employées est de 93% ; il faudrait de

ce fait augmenter 1’accélération centrifuge afin d’obtenir un rendement plus élevé.

Pour les accélérations centrifuges comprises entre 597g (2000 rpm) et 3731g (5000 rpm),
les rendements d’extraction sont supérieurs a 95% (Figure 42). Pour celles-ci, I’augmentation de
la FCR n’affecte pas significativement le rendement de jus de goyave, quel que soit le temps de
centrifugation (Tableau 18 (Annexe 6)). Les valeurs de rendement de jus de goyave a chair blanche
ont permis de conclure que la proportion maximale de culot dans le jus initial pour des valeurs de

parametres utilisés est de 1’ordre de 2,5 £ 0,5 %.
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Figure 42 : Rendement en jus de goyave a chair blanche en fonction de la Force Centrifuge

Relative appliquée

Au regard des valeurs ainsi obtenues, il apparait que le rendement en jus de goyave a chair
blanche devrait étre couplé a d’autres caractéristiques afin d’apprécier et de déterminer I’effet des

parameétres de centrifugation sur le jus clarifié de goyave a chair blanche.

4.3.1.2 Effet des parameétres de centrifugation sur la répartition

granulométrique de particules du jus clarifié de goyave a chair blanche

La granulométrie moyenne des particules dans le jus de goyave a chair blanche initial (non
centrifugé) est de 72 um. La centrifugation contribue & une diminution considérable de la
granulométrie moyenne des particules du jus clarifié de goyave a chair blanche ; celle-ci varie de

332 nm a 1140 nm (Figure 43).
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Pour une accélération centrifuge donnée, 1’augmentation du temps de centrifugation
entraine une réduction de la largeur du spectre granulométrique des particules (Figure 43). La
centrifugation est une opération de séparation d’un mélange solide-liquide ou liquide-liquide basée
sur la différence de masse volumique et qui consiste a soumettre le mélange a une accélération
centrifuge. Le liquide ou les particules les plus denses se sédimenteront et s’accumuleront au
niveau d’un front de sédimentation, constituant ainsi le culot. L’ordre de sédimentation est
tributaire de celui de la masse volumique des particules ; celles ayant des masses volumiques les
plus élevées se sédimenteront en premier lieu. Le diameétre de la particule est un facteur qui affecte
sa vitesse de sédimentation. Plus le diamétre d’une particule est élevé, plus sa vitesse de
sédimentation 1’est (Robatel et Borel, 1989a). La granulométrie de la particule serait liée a sa
masse volumique. La réduction de la largeur du spectre granulométrique des particules en fonction
du temps de centrifugation pourrait étre expliquée par la vitesse de sédimentation de la particule.
En effet, la composante radiale de la vitesse de sédimentation d’une particule, régie par la Loi de
Stokes est fonction de la différence de masse volumique entre celle de la particule et celle du
liquide, mais également du carré du diamétre de la particule (Svarovsky, 2000). Au cours de la
centrifugation, les particules plus denses et plus grosses se sédimenteraient en premier lieu. Leur
masse volumique étant tres elevée par rapport a celle du liquide et leur diametre étant grand, leur
vitesse de sédimentation serait également élevée. Lorsque ces grosses particules se seraient
sédimentées, le surnageant serait constitué de particules plus fines. L’augmentation du temps
entrainerait la sédimentation des particules dans 1’ordre décroissant de leur granulométrie, leur
densité, et par conséquent de leur vitesse de sédimentation (le temps étant une composante de la
vitesse). Cette diminution de granulométrie des particules entrainerait également une diminution

du diameétre moyen de ces particules au cours du temps.
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Figure 43: Granulométrie moyenne des particules des jus clarifiés en fonction des

parameétres de centrifugation.

Pour une valeur précise du temps de centrifugation, 1’augmentation de 1’accélération
centrifuge entraine une réduction de la largeur du spectre granulométrique des particules (Figure
43). Cette tendance corrobore avec celle obtenue par Chawafambira et al. (2015). La réduction de
la largeur du spectre granulométrique des particules avec ’augmentation de 1’accélération
centrifuge pourrait s’expliquer par le fait que 1’augmentation de la vitesse entraine une
augmentation de I’accélération centrifuge. La vitesse de sédimentation d’une particule est
directement proportionnelle a I’accélération centrifuge (Svarovsky, 2000). Pour des particules de
granulométrie donnée, la différence entre leur masse volumique et celle du liquide étant constante,

I’augmentation de I’accélération centrifuge entrainerait une sédimentation des particules ayant une
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masse volumique élevée et un diameétre plus grand. La sédimentation de ces particules entrainerait
la présence dans le surnageant des particules plus fines et moins denses. Avec 1’augmentation de
la force centrifuge, ces particules plus fines pourraient également sédimenter dans 1’ordre
décroissant de leur diameétre et de leur vitesse de sédimentation. La conséquence de cette
sédimentation des particules dans I’ordre décroissant de leur granulométrie serait la diminution de

leur proportion dans le surnageant et par ricochet de la granulométrie moyenne qu’elles décrivent.

Les différentes valeurs moyennes de granulométrie des particules sont obtenues par
pondération des différentes valeurs de granulométrie. Pour visualiser la répartition des différentes
granulométries autour de la valeur moyenne, une répartition granulométrique des particules des
jus de goyave a chair blanche brut (Figure 44) et centrifugés suivant les conditions opératoires

données (Figure 45) a été faite.

La répartition granulométrique des particules du jus brut de goyave a chair blanche présente
deux pics, un premier autour de 2250 nm et un second autour de 90000 nm (Figure 44). Il apparait
que les particules dont la granulométrie est comprise entre 22440 et 251785 nm sont celles ayant
la plus forte proportion au regard de la surface. Les particules dont la granulométrie est comprise
dans cet intervalle représentent 72,77% des particules présentes dans le jus de goyave. La
répartition granulométrique de particules a permis grace au logiciel intégré a I’équipement de
mesure (Mastersizer) de déterminer la granulométrie moyenne des particules; elle est de
72138nm. Les particules de granulométrie supérieure a celle-ci représentent 45,45% de 1’ensemble
des particules. Il apparait que le jus de goyave a chair blanche non centrifugé contient un large
spectre de particules relativement grosses et des granulats. Ces particules et granulats pourraient

résulter des effets des phénomeénes d’interaction et d’agrégation des particules (Section 3.3.3.5)
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avec formation des complexes volumineux ayant tendance a sédimenter au fond du récipient

(Annexe 5) (Shomer et al., 1999 ; McLellan et Padilla-Zakour, 2005).
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Figure 44: Répartition granulométrique des particules du jus brut de goyave a chair blanche
(non centrifugé)
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Figure 45: Répartition granulométrique des particules de jus clarifiés de goyave. (a), (b), (c), (d) et (e) jus de goyave a chair
blanche centrifugés aux accélérations et temps de centrifugation indiqués.
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Dans le cas des jus centrifugés de goyave a chair blanche, deux parties peuvent étre
distinguées sur la courbe unique de répartition granulométrique des particules : une partie
ascendante avec une pente raide et une partie descendante présentant une concavité décroissante
vers le bas (Figure 45). La distribution ne serait pas de type normal ou Gaussien, mais de type
Fischer. Pour chaque force centrifuge, I’augmentation de la durée de centrifugation s’accompagne

d’un resserrement progressif des courbes autour du diamétre moyen correspondant (Figure 45).

Les lignes continues sur chacune des courbes représentent les courbes d’ajustement
générées par le logiciel SigmaPlot ; le modéle étant de type log normal (Equation 21). Les
constantes du modele pour les différentes conditions opératoires ont été déterminées et consignées
dans le Tableau 9, de méme que les valeurs du coefficient de détermination et de 1’analyse des
variances. Ces coefficients montrent que le modéle log normal pourrait étre utilisé pour
I’ajustement des courbes de répartition granulométrique des particules. Les surfaces des courbes
pour toutes les conditions de centrifugation ont été obtenues en calculant I’intégrale des différentes
fonctions entre 68 et 3091 nm ; ces surfaces ont été déterminées en fonction desdites conditions

(Figure 46).

La centrifugation présente un effet remarquable pour les accélérations centrifuges de 597¢g
et 1343g au regard du profil des courbes de répartition granulométrique des particules (Figure 46).
Pour ces accélérations, I’augmentation de la durée de centrifugation entraine une diminution
considérable de la surface des courbes au cours des dix premiéres minutes. Au-dela de 20 min de
centrifugation, les surfaces des courbes diminuent de maniére quasi linéaire avec une pente plus
faible. L’augmentation du temps de centrifugation entraine une diminution non considérable de la
surface totale de la courbe de répartition granulométrique des particules. Ceci est en accordance

avec la tendance observée sur la courbe de diminution de la granulométrie moyenne de particules
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pour ces deux accélérations centrifuges (Figure 43). La courbe des surfaces décrit une tendance
quasi linéaire pour les accélérations centrifuges de 149g, 2388g et 3731g. Pour celles-ci,
I’augmentation du temps de centrifugation entraine une diminution non considérable de la surface

totale de la courbe de répartition granulométrique des particules.
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Figure 46: Surface du spectre granulométrique des particules en fonction des parameétres

de centrifugation
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Tableau 9 : Valeurs des constantes des modeles log-normal pour I’ajustement du spectre
granulométrique, du coefficient de détermination et de ’analyse des variances pour chaque

échantillon de jus clarifié de goyave

Parametres de Constantes des modéles et parametres de ’analyse des variances
centrifugation
Vitesse  Temps a b Xo R? Valeur de  Probabilité
(rpm)  (min) F ()
10 15631,2303 0,3732 1142,2940 10,9991 6884,3455 <0,0001
(111%% 20 23822,1460 0,2298 966,6824  0,9984 3815,1160 <0,0001
30 19769,6168 0,2612 922,6080  0,9955 1324,8144  <0,0001
m) 40 11801,2795 0,4658 1040,1947 0,9990 6295,6201  <0,0001
10 15787,0226 10,3482 983,7673  0,9987 4668,9589  <0,0001
>379 20 10913,1193 0,4006 806,1014  0,9980 2985,3766  <0,0001
(2000 30 8533,0774 0,4463 731,5867 09976 2477,1187  <0,0001
Pm) 40 8068,4398 0,4746 733,1956  0,9996 16730,3293 <0,0001
10 9094,7421 0,4892 857,2055  0,9994 9681,9720  <0,0001
13430 20 7461,1000 0,3900 555,1124  0,9975 2348,0955 <0,0001
(3000 30 7115,7952  0,3769 505,2511  0,9966 1734,6698  <0,0001
Pm) 40 6269,7107 0,4735 580,7774  0,9992 7287,9592  <0,0001
10 7383,4772 0,4339 608,2819  0,9987 4756,9925  <0,0001
23550 20 6075,1861 0,4797 560,3254  0,9993 8461,0370  <0,0001
(4000 30 5485,8938 0,4968 537,9501  0,9949 1156,6211  <0,0001
Pm) 40 4887,3994 0,5077 495,4160 0,9973 2195,9962 <0,0001
10 6444,7337 0,4115 508,3661  0,9991 7024,2033 <0,0001
37319 20 5986,8620 0,3838 429,2792  0,9992 7350,1895 <0,0001
(rspon(”)l()) 30 5034,3938 0,4840 486,5226  0,9927 811,4094 <0,0001

40 4235,7907 0,4733 397,8415 0,9973 2182,9271  <0,0001

L’augmentation de I’accélération centrifuge s’accompagne d’une diminution de la surface
totale décrite par I’ensemble des particules de 1’échantillon (Figure 46). Ceci pourrait s’expliquer

par ’augmentation de la vitesse de sédimentation des particules entrainant la sédimentation
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progressive des particules de diametre et de masse volumique plus réduits. Ceci aurait pour
conséquence la diminution progressive de la proportion des particules grossiéres et I’augmentation
de celle des particules fines dans la suspension (surnageant). Les forces de frottement qui agiraient
sur les particules et diminueraient leur vitesse de sédimentation seraient, par conséquent, de plus
en plus négligeables par rapport a la force centrifuge (Robatel et Borel, 1989a). De plus,
I’augmentation de 1’accélération centrifuge entrainerait une diminution progressive de 1’effet des
forces browniennes de diffusion qui agissent sur des particules fines, les maintiennent en
suspension et s’opposent a leur sédimentation dans le cas d’une sédimentation gravitaire
(Svarovsky, 2000). La conséquence est I’augmentation de la limpidité du jus de goyave a chair

blanche telle que décrite a la Section 4.3.1.3.

La surface des spectres granulométriques de particules des échantillons centrifugés pendant
40 min augmente pour des accélérations centrifuges de 149g, 597¢g et 13439 (Figure 46). Cette
augmentation pourrait étre due au phénomene de détachement des agrégats de particules du culot
di a ’accélération centrifuge. La masse volumique des particules sedimentant a la surface du culot
pour ces conditions opératoires pourrait entrainer la formation des agrégats relativement moins
compacts due a une faible adhésion des particules. Ce détachement conduirait a la présence de
particules plus volumineuses dans le surnageant, d’ou les proportions élevées (comparées a celles

obtenues avec 30 min de centrifugation) observées pour les échantillons de 40 min (Figure 45).

4.3.1.3 Effet des parameétres de centrifugation sur la limpidité du jus clarifié

de goyave a chair blanche

La limpidité des différents jus clarifié de goyave a chair blanche varie entre 0 et 68,72 +

2,18 % Transmittance. La limpidité de 1’échantillon non centrifugé était inférieure a la limite de
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détection de I’appareil (Figure 47) (Tableau 13, Annexe 6). L’effet du temps et de I’accélération
centrifuge sur la limpidité décrit une tendance contraire a celle de la granulométrie moyenne des
particules (Section 4.3.1.2). Une augmentation du temps ou de I’accélération centrifuge
s’accompagne d’une augmentation de la limpidité comme 1’ont montré Sagu et al. (2014). La
sédimentation progressive des particules en suspension dans 1’ordre inverse de leur granulométrie

au cours de la centrifugation aurait un effet sur la limpidité du jus de goyave.
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Figure 47: Limpidité du jus clarifié de goyave a chair blanche en fonction des parametres

de centrifugation

L’augmentation du pourcentage de transmittance au cours de la centrifugation pourrait étre
due a ’augmentation de I’intensité de la lumiére diffusée causée par la réduction de la largeur du
spectre granulométrique des particules colloidales des jus de goyave. La limpidité du jus de goyave

a chair blanche traduirait le comportement des particules en suspension et des macromolécules de
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I’échantillon vis-a-vis du faisceau lumineux incident a la longueur d’onde d’étude. Elle serait liée
a la turbidité de 1’échantillon. Le plus petit diametre de particule d’aprés la courbe de répartition
granulométrique est 68 nm pour toutes les combinaisons temps — force centrifuge (Figure 45). La
proportion des particules de cette granulométrie est inférieure a 0,3%. Il en résulte que toutes les
particules présentes dans le jus de goyave a chair blanche ont un diamétre supérieur au dixiéme de
la longueur d’onde, (d > 66 nm). Les valeurs de conductivité électrique (Section 4.3.1.6.4)
traduisent la présence de charges électriques dans les différents échantillons de jus de goyave. Ces
charges résulteraient entre autres de celles négatives des particules colloidales du jus de goyave.
La présence de ces charges entrainerait I’existence d’un champ ¢électrique et d’une couche diffuse
autour des particules. Lorsque la lumiére ou I’onde électromagnétique incidente traverse la cuve
de lecture, elle aurait des interactions avec ce champ électrique. Il en résulterait la diffusion
dynamique de la lumiere dans toutes les directions suivant des angles variables par toutes les
particules (le diamétre de chaque particule étant supérieur au dixiéme de la longueur d’onde). La
théorie de diffusion correspondante serait celle de Mie utilisée par le Zetasizer pour la
détermination du diameétre hydrodynamique des particules et de I’intensité de diffusion
correspondante (Section 4.3.1.2). Cette détermination permettrait de prouver que les particules
colloidales du jus de goyave a chair blanche seraient animées de mouvement brownien. Dans ce
cas, I’intensité de la lumicre diffusée par une particule prendrait en considération les angles
minimal et maximal de diffusion (Malvern, 2013). La transmittance de 1’échantillon de jus de
goyave a chair blanche est le logarythme du rapport de I’intensité totale de la lumiére diffusée par
I’ensemble des particules et sortant de la cuve de lecture sur I’intensité de la lumiére incidente &

celle-ci.
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Les grosses particules diffusent plus la lumiere que les petites. L’intensité de la lumiére
diffusée est proportionnelle au diameétre de la particule (Malvern, 2013). Les suspensions
contenant des quantités élevées de particules grossieres auront tendance a plus diffuser la lumiere ;
il en résulterait une faible valeur de 1’intensité du rayonnement transmis ressortant de la cuve de
lecture. La conséquence serait les faibles valeurs de transmittance. Les échantillons de jus de
goyave a chair blanche obtenus aprés centrifugation a 149g ont des valeurs de limpidité
pratiquement nulles (Figure 47). Dans la limite de détection de 1’équipement, ces échantillons sont
pratiquement opaques. La lumiere incidente serait totalement diffusée par les particules présentes
dans ces échantillons. L’intensité du rayonnement transmis ressortant de la cuve serait tres faible
qu’elle ne pourrait étre détectée par 1’appareil. La courbe de répartition granulométrique des
particules des échantillons de 149g montre une prédominance des particules de diamétre compris
entre 615 et 1718 nm (Figure 45). Ces diamétres sont majoritairement supérieurs a la longueur
d’onde de lecture (660nm). Ces particules auraient de faibles vitesses de mouvement brownien et
diffuseraient plus la lumiére. De plus, une diffusion multiple de la lumiére pourrait étre effectuée
par celles-ci conduisant a des effets d’interface et réduisant I’intensité transmise (Malvern, 2013).
Cette plage de diameétre de particules a également été obtenue pour le jus de goyave a chair blanche
centrifugé a 597g pendant 10 min (Figure 45). Ce qui expliquerait la limpidité nulle obtenue pour

cet échantillon (Figure 47).

Pour les forces centrifuges de 1343g a 3731g, ’augmentation du temps s’accompagne
d’une augmentation de la limpidité. Ces échantillons (a I’exception de ceux traités pendant 10 min
a 1343g et 23880) sont majoritairement constitués de particules de granulométrie inférieure a 660
nm (elles contribuent a plus de 75% de proportion). La diminution de la proportion des particules

de diamétre donné en fonction du temps pour une force centrifuge (Figure 45) traduirait une
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diminution du nombre de ces particules au cours de la centrifugation (Section 4.3.1.2). Il en
résulterait une présence des particules de plus en plus fines dans le jus de goyave. Cette présence
couplée a celle de particules grossiéres en proportion réduite aurait pour consequence la réduction
progressive du phénomeéne de diffusion des particules a I’intérieur du jus de goyave. Les particules
fines diffusent moins la lumiere que les grosses et ’intensité de diffusion pour des particules de
granulométrie donnée dépend de leur nombre (Malvern, 2013). La conséquence serait une
augmentation de l’intensité du rayonnement traversant le milieu et donc du pourcentage de
transmittance. Ce sont ces phénomenes qui expliqueraient 1’augmentation de la limpidité avec le

temps pour les échantillons obtenus par centrifugation a 597g (Figure 47).

Pour I’accélération de 3731g, la limpidité augmente avec le temps tendant vers une valeur
maximale de 70% (Figure 47). Cette observation corrobore avec celle faite par Sagu et al. (2014)
qui ont obtenu une valeur de limpidité de 75% aprées centrifugation du jus de banane pendant 45
min a 10000 g. Les valeurs des pentes entre deux valeurs de temps de centrifugation diminuent
avec I’augmentation du temps. L’augmentation de la limpidité entre 30 et 40 min de centrifugation

est non considérable.

4.3.1.4 Effet des parametres de centrifugation sur la teneur en pectine du

jus de goyave

La teneur en pectine de 1’échantillon non centrifugé était de 426,70 + 34,54 mg/L. La
centrifugation contribue a diminuer la teneur en pectine a une valeur comprise entre 238,69 a 19,23
mg/L (Figure 48). L augmentation de la durée de centrifugation s’accompagne d’une diminution
de la teneur en pectine. Cette diminution est significative dans le cas des échantillons centrifugés

a 149g et 597¢g (Tableau 15, Annexe 6). Pour celles-ci, les teneurs en pectine diminuent avec une
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diminution progressive des pentes entre deux valeurs consécutives de temps. Par contre, les
échantillons de jus de goyave a chair blanche centrifugés a 1343g, 23889 et 3731g décrivent, au
bout des 10 premiéres minutes, une diminution de plus de 85% de la teneur en pectine par rapport
a celle de I’échantillon non centrifugé. Cette diminution est de I’ordre de 93% et 96% pour les
accélérations de 23889 et 37319, respectivement. La diminution considérable observée aprés 10
min est suivie d’une diminution négligeable entre les dixiéme et quarantiéme minutes de
traitement ; les pentes sont de 1,52%, 0,84% et 0,03% pour 1343g, 2388g et 3731g,

respectivement.
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Figure 48: Teneur en pectine du jus clarifié de goyave a chair blanche en fonction des
parameétres de centrifugation

La teneur en pectines au cours de la centrifugation suit une tendance similaire a la

granulométrie moyenne des particules (Section 4.3.1.2). 1l en découle que parmi les particules qui
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sédimentent au cours de la centrifugation, figurerait la pectine ou les complexes particulaires
d’oligoméres de 1’acide galacturonique et d’autres molécules (protéines) (Section 3.3.1) (van
Jaarsveld et al., 2005). La teneur en pectine du jus renseigne sur 1’affinité des particules avec
I”éthanol utilisé pour la précipitation au cours de sa détermination (Section 2.2.2.5). Les particules
présentes dans le jus de goyave a chair blanche auraient des affinités différentes avec la solution
d’¢éthanol pur (99% v/v) ; cette affinité serait fonction de la granulométrie, des propriétés de surface
et de la masse volumique de la particule. Plus la particule serait petite et plus elle serait légére,
plus sa solubilit¢ dans 1’éthanol serait élevée et moins elle sédimenterait au cours de la
centrifugation. La réduction de la largeur du spectre granulométrique des particules avec
I’augmentation de la durée de centrifugation pour une accélération donnée s’accompagne d’une
augmentation de la proportion des particules fines (Figure 45) ayant une affinité élevée avec les
molécules d’éthanol pour le ratio de solvant utilisé. La proportion des particules insolubles dans
1”éthanol diminuerait progressivement au cours de la clarification. La diminution non considerable
de la teneur en pectine pour des temps compris entre 10 et 40 minutes a des accélérations comprises
entre 1343g et 3731g (Figure 48) pourrait s’expliquer par le fait que les particules qui résultent de
la centrifugation présenteraient des variations non considérables d’affinité avec les molécules
d’éthanol (Section 4.3.1.2). Ceci pourrait étre étayé par le resserrement progressif des courbes de
répartition granulométrique de particules autour de 200 a 1000 nm pour tous les échantillons
obtenus a I’aide de ces forces centrifuges (Figure 45). Cette observation corrobore avec la
diminution presque linéaire (pente de 10,74%, 7,65% et 5,65% pour 13439, 23889 et 3731g
respectivement) de la granulométrie moyenne des particules pour cette plage de temps de

traitement correspondant aux mémes valeurs de vitesses de centrifugation (Figure 43).
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Pour une valeur donnée de durée de centrifugation, 1’augmentation de I’accélération
centrifuge s’accompagne d’une diminution de la teneur en pectine (Figure 48). Cette observation
corrobore avec les résultats obtenus par Sagu et al. (2014) qui ont observé une diminution de la
teneur en solides insolubles dans 1’alcool (parmi lesquels figure la pectine) du jus de banane avec

I’augmentation de I’accélération centrifuge pour une valeur donnée de temps de centrifugation.

4.3.1.5 Effet des parameétres de centrifugation sur la teneur en protéines du

jus de goyave

La teneur en protéines du jus de goyave a chair blanche non centrifugé est de 713,24 +
23,87 mg/L. La teneur en protéines diminue au cours du temps de clarification pour toutes les
accélérations centrifuges appliquées (Figure 49). Pour les échantillons centrifugés a 3731g, cette
diminution au bout des 10 premiéres minutes est de 1’ordre de 50% de la concentration en protéine
du jus de goyave a chair blanche non centrifugé. Cette diminution considérable est suivie d’une
autre negligeable entre les dixiéme et quarantiéme minutes. Pour les accélérations de 1343g et
2388g, la diminution considérable (50,29% et 45,30% de valeur du jus de goyave a chair blanche
non centrifugé) au bout de 10 minutes est suivie d’une autre négligeable (pente 5,64% et 3,46%,
respectivement) entre 10 et 30 minutes (Tableau 17, Annexe 6). Dans le cas de 1’accélération
centrifuge de 597¢, il y a une diminution de la teneur en protéines avec une diminution progressive
de la pente entre deux valeurs consécutives du temps de centrifugation. Cette diminution n’est pas
considérable entre 20 et 40 min. Pour la vitesse de 149g, la diminution de la teneur en protéine au
bout des 10 premiéres minutes (21% de la valeur du jus de goyave a chair blanche non centrifugé)
est suivie d’une diminution modérée (16,10% de la valeur a 10 minutes) entre la dixiéme minute

et la quarantieme minute.
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Figure 49: Teneur en protéines du jus clarifié de goyave a chair blanche en fonction des
paramétres de centrifugation

La teneur en protéines au cours de la centrifugation décrit une tendance similaire a celle de
la teneur en pectine et de la granulométrie des particules. 1l en découle que les particules protéinées
figureraient parmi celles qui seédimentent au cours de la centrifugation. Ces particules pourraient
étre entre autres celles issues de la complexation des molécules de protéines avec d’autres
molécules. En effet, les molécules des protéines pourraient étre complexées par des oligomeres de
I’acide galacturonique pour former des particules appelées « troubles » (Section 3.3.1). La
similarité de tendances permettrait d’étayer ce phénomene de complexation entre les molécules de
protéines et les oligomeres de I’acide galacturonique. Les particules de troubles résulteraient

également des interactions entre les molécules de protéines et de polyphénols entrainant la
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formation des tannins (Siebert, 1999). Elles pourraient également étre le résultat de la formation

de complexes entre les molécules de protéines et certains anions chélateurs présents dans le milieu.

L’augmentation de 1’accélération centrifuge pour une valeur donneée de temps
s’accompagne d’une diminution de la teneur en protéines (Figure 49). Cette observation corrobore
avec celle faite par Sagu et al. (2014) qui ont mis en évidence la diminution de la teneur en
protéines du jus de banane de 1060 mg/l a 610 mg/l lorsque 1’accélération centrifuge passait de

2000g & 10000g.

4.3.1.6 Effet des parametres de centrifugation sur les autres

caractéristiques physicochimiques du jus de goyave

4.3.1.6.1 Effet des parametres de centrifugation sur la teneur en sucres

solubles totaux (TSS) et en acide galacturonique
La teneur en sucres solubles totaux de 1’échantillon initial est de 2,3 + 0,0 °Brix. La
centrifugation entraine une augmentation de la teneur en sucres solubles totaux (Figure 50). La
teneur en sucres solubles totaux des échantillons traités est supérieure a celle de 1’échantillon non
centrifugé. Toutefois, I’augmentation du temps et de 1’accélération centrifuge ne présente pas

d’effet considérable entre les différents échantillons traités (Tableau 20, Annexe 6).
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Figure 50: Teneur en sucres solubles totaux du jus clarifié en fonction des parametres de

centrifugation

La teneur en sucres solubles totaux est un parameétre qui renseigne sur les composés
solubles et assimilables au saccharose. La dissolution de ces composés s’accompagnerait de leur
dispersion dans le milieu aqueux. L’augmentation des valeurs des parameétres de centrifugation
n’aurait pas de ce fait d’effet considérable sur la teneur en sucres solubles totaux ; la centrifugation
n’étant pas une opération indiquée pour séparer les composés solubles du jus ayant une faible
masse moléculaire. Ceci pourrait également expliquer 1’effet non considérable des parametres de
centrifugation sur la teneur en acide galacturonique du jus de goyave a chair blanche (Figure 51)
(Tableau 12, Annexe 6). Ces sucres réducteurs étant solubles en milieux aqueux, ils ne pourraient

étre séparés de ce milieu que s’ils sont complexés par d’autres composés avec formation d’agrégat.

170



< 8000 1
{@)]
£
S 7500
= 1
[
e
S 7000 - ]
3
S
@ 6500 - 1
8 ® 149
g
[ .
s 6000 © 597g
2 v 1343g
S 5500 - A 2388g
B 3731g
5000 . : . .
0 10 20 30 40

Temps de centrifugation (min)

Figure 51: Teneur en acide galacturonique du jus clarifié en fonction des paramétres de
centrifugation

4.3.1.6.2 Effet des parameétres de centrifugation sur la teneur en matiere

seche

La teneur en matiére seche de I’échantillon initial est de 2,85 + 0,12% m/m. Il apparait que
la centrifugation contribue a une diminution considérable de la teneur en matiere séche du jus de
goyave a chair blanche par rapport a I’échantillon non centrifugé (Figure 52) (Tableau 19, Annexe

6).

La diminution considérable de la teneur en matiere se€che pourrait s’expliquer par le fait
que lorsqu’une suspension est soumise a une accélération centrifuge, certaines particules en

fonction de la différence entre leur masse volumique et celle de la phase continue, vont se
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sédimenter au fond du tube de centrifugation. Le pourcentage de matiere séche du surnageant

serait, par conséquent inférieur a celle de la suspension initiale.
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Figure 52: Teneur en matiére seche du jus clarifié en fonction des parameétres de

centrifugation.

La variation des parametres de centrifugation n’affecte pas considérablement la teneur en
matiere séche des échantillons clarifiés (Figure 52). Cette observation corrobore avec celle du

rendement de centrifugation décrite a la Section 4.3.1.1.

4.3.1.6.3 Effet des parameétres de centrifugation sur valeur du pH
Le pH du jus de goyave a chair blanche non centrifugé est de 3,71 + 0,00. Le pH ne varie
pas considérablement avec I’augmentation des parametres de centrifugation (Figure 53) (Tableau

16, Annexe 6).
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Figure 53 : pH du jus clarifié en fonction des parametres de centrifugation.

Le pH est un indicateur de la présence des composés possédant des groupements alcalins
ou acides. Dans le cas du jus de goyave, les monomeéres et les oligomeéres de 1’acide galacturonique
(dont certains étant solubles en milieu aqueux) pourraient étre entre autres les composés
responsables des valeurs de pH obtenues. La faible variation du pH entre les différents échantillons

pourrait étre expliquée par le comportement tampon de 1’acide galacturonique (Section 3.3.3.1).

4.3.1.6.4 Effet des paramétres de centrifugation sur la conductivité électrique

La conductivité électrique du jus de goyave a chair blanche non centrifugé est de 1828,33

+ 7,51 mS/cm. La centrifugation contribue a une diminution de la conductivité électrique des
échantillons clarifiés (Figure 54) (Tableau 14, Annexe 6). Ceci montre que 1’échantillon non
centrifugé conduirait mieux [’électricit¢é que les échantillons centrifugés. L’échantillon non

centrifugé contiendrait des particules chargées.
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Figure 54: Conductivité électrique du jus clarifié en fonction des parametres de

centrifugation

Au cours de la centrifugation certaines particules se sedimenteraient ; le jus de goyave qui
en résulte contiendrait des particules chargées, mais la charge électrique totale serait inférieure a
celle de I’échantillon initial. La variation des paramétres de centrifugation n’entraine pas une
variation considerable de la conductivité électrique des échantillons (Figure 54). Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que les particules colloidales des différents échantillons auraient des charges
électriques dont le total n’entraine pas une variation considérable de la conductivité quelles que
soient les valeurs des parameétres de clarification. Ces particules colloidales sont négativement
chargées. La conductivité des échantillons est également le résultat de la charge des ions dissouts

présents dans les échantillons.
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4.3.2. Détermination des caractéristiques dimensionnelles et opérationnelles

d’une centrifugeuse continue a assiettes

4.3.2.1 Détermination des caractéristiques de fonctionnement de la

centrifugeuse de laboratoire a rotor conique
Considérant 1’accélération de la pesanteur de 9,807 m/s? et le rayon maximal du rotor
(133,5 mm), les Forces Centrifuges Relatives (FCR) correspondant aux vitesses de centrifugation

de 3000, 4000 rpm et 5000 rpm sont 1343g, 23889 et 37319, respectivement.

Les rayons maximal et minimal de sédimentation sont ceux correspondant aux conditions
d’étude (pour le volume d’alimentation utilisé¢) (Tableau 6). Ces rayons et les conditions
d’opération ont permis de déterminer le facteur X de la centrifugeuse pour 1343g, 23889 et 3731g.
Celui-ci a été de 0,475 m?, 0,844 m2 et 1,318 m?, respectivement. L augmentation de la vitesse de

rotation s’accompagne d’une augmentation de I’aire équivalente théorique.

4.3.2.2. Détermination de la performance de séparation de la centrifugeuse

de laboratoire a rotor conique

Le taux de clarification est un facteur important pour la comparaison de la performance de
séparation de la centrifugeuse pour les différentes conditions opératoires. La performance de la

centrifugeuse pour les différentes conditions opératoires est décrite par la Figure 55.
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Figure 55: Performance de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique pour les
accélerations centrifuges 1343g, 2388g et 3731g

Pour toutes les accélérations centrifuges, le taux de clarification diminue avec la capacité
du séparateur (Figure 55). Pour 1’accélération de 1343g, il diminue de 95% a 71% pour des
capacités de séparation allant de 8,77*10® &4 3,51*107 m.s™. Pour 23889 et 3731g, il diminue de
98,41 a 90, 35% et de 100% & 95,15% pour des capacités allant de 4,94*108 4 1,97*107" m.stet
de 3,16*10® 4 1,26%107 m.s%, respectivement. La capacité du séparateur traduit le rapport du débit
d’alimentation par unité de surface de sédimentation. Le taux de clarification renseigne sur la
performance de la centrifugeuse en fonction des conditions opératoires. Elle décrit en fait le
comportement qu’aurait un bac de sédimentation gravitaire, si celui-ci, pour une surface de
sédimentation précise, était alimenté avec un débit donné de jus de goyave. La diminution du taux
de clarification en fonction de la capacité du séparateur pourrait étre expliquée par 1’augmentation

de la quantité de solides sédimentés avec la diminution du débit d’alimentation. L’écoulement de
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la suspension étant relativement lent couplé a I’effet réduit du lessivage, le temps de séjour de la
suspension dans le bac serait élevé entrainant une augmentation de la quantité de solides
sédimentés (Koller, 2009). Pour un temps de traitement donné, I’augmentation de 1’accélération
centrifuge correspond a une augmentation de la surface, ce qui s’accompagne d’une diminution de

la capacité, avec pour conséquence une augmentation du taux de séparation (Figure 55).

L’augmentation de la vitesse de sédimentation entraine un resserrement progressif du
nuage des points (Figure 55). Pour chaque accélération, les différents points expérimentaux ont
été ajustés. Ces points décrivent une régression linéaire dans chaque cas. Les coefficients de
détermination obtenus sont 0,997, 0,999 et 0,998, pour 1343g, 23889 et 3731g, respectivement.
Pour chacune de ces vitesses, une corrélation linéaire acceptable entre le taux et la capacité a été
obtenue. Les pentes de chacune des droites de corrélation sont : -9,20*107, -5,39*107 et -5,27*107,
pour 1343g, 2388g et 3731g, respectivement. Il apparait que 1’augmentation de 1’accélération
centrifuge entraine une diminution en valeur absolue de la pente de la droite de régression. Cette
diminution serait liée a la diminution de la surface des courbes de répartition granulométrique des
particules (Figures 45 et 46). Cette observation est contraire a celle faite par Boychyn et al. (2004)
qui avaient expliqué les valeurs absolues élevées de la pente par le resserrement de la courbe de

répartition granulométrique des particules, mais ne I’avaient pas prouvé par une courbe précise.

La corrélation linéaire entre le taux de centrifugation et la capacité du séparateur pour
chaque accélération a permis de conclure que la performance de la centrifugeuse de laboratoire a
rotor conique permet de prédire celle d’une centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes ayant un
facteur sigma donné. L’expression de la droite de regression permet de déterminer le débit
d’alimentation de cette centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes en vue de I’obtention du taux

de séparation correspondant.
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Une performance similaire pourrait étre observée pour les couples 1343g/40 min, 2388g
/20 min et 37319/10 min (Figure 55). Cette observation corrobore avec celle faite par Maybury et
al. (2000). Ils ont rapporté une différence non considérable du taux de clarification obtenue avec
les valeurs de FCR 1312g et 3870g. De plus, a I’exception du jus obtenu apres centrifugation a
1343g pendant 10 min, une différence de taux de séparation inférieure a 10% a été obtenue pour
toutes les conditions opératoires. Cette différence non considérable a également été observée pour
plusieurs parametres physicochimiques obtenus avec ces conditions opératoires. L’accélération de

1343g a été retenue pour la suite des travaux.

4.3.2.3 Détermination de la granulométrie maximale de particule (Xmax)

La Figure 56 présente la variation de la probabilité ou "grade efficiency” de chaque
particule du jus de goyave a chair blanche clarifié & 1343g en fonction de sa granulométrie. La
probabilité varie de 0 & 1 pour toutes les durées de centrifugation (Figure 56). La plage de
granulométrie de particules varie de 68 a 3010 nm. Pour toutes les durées de centrifugation, des
probabilités négatives ont été obtenues pour des granulométries variant entre 68 et 825 nm pour
les échantillons de 20 et 30 min, et 68 et 893 nm pour I’échantillon de 40 min. Ces valeurs négatives
seraient dues a la présence dans le jus de goyave a chair blanche non centrifugé des particules de
granulométrie inférieure a 893 nm a de trés faibles proportions ne permettant pas leur détection
par le Mastersizer. Au-dela de cette granulométrie, une augmentation de la probabilité en fonction
de la granulométrie des particules est observée. Cette augmentation se produit jusqu’a une certaine
granulométrie au-dela de laquelle la courbe de probabilité se stabilise a la valeur de 1. Cette
granulométrie est la limite de séparation ou granulométrie maximale et est spécifique a chaque
temps de centrifugation. Elle est de 2669, 2200 et 1783 nm, pour 20, 30 et 40 min respectivement.

La limite de separation (Xxmax) represente la granulométrie de la particule ayant la probabilité la plus
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faible de se retrouver dans le surnageant (jus de goyave) lors de la centrifugation dans les
conditions expérimentales correspondantes. Toutes les particules ayant une granulométrie
supérieure a celle-ci seront éliminées lors de la centrifugation dans les conditions de clarification

et se retrouveront dans le culot.
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Figure 56: Variation du "grade efficiency" en fonction de la granulométrie des particules

pour les échantillons clarifiés a 13439

Pour les diametres de particules compris entre 68 et 1262 nm, la probabilité augmente de
maniere raide avec la granulométrie de particule (Figure 56). Pour cette plage de granulométrie,
une différence considérable peut étre observée entre les différents temps de centrifugation. Cette
observation peut étre vérifiée sur la courbe de répartition granulométrique des particules. Une
différence considérable des fréquences de particules de diametre donné est observée avec
I’augmentation du temps de centrifugation (Figure 45). Pour une durée donnée, une augmentation

du diamétre de particule de I’ordre de 100 nm s’accompagne d’une augmentation considérable de
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la probabilité¢ d’une valeur supéricure a 0,1. Cette tendance renseigne sur la sensibilité de
I’opération de centrifugation. Deux particules de diamétre voisin auraient des vitesses de
sédimentation considérablement différentes entrainant une élimination plus nette de la plus grosse

d’entre elles.

Au-dela de 1262 nm, les probabilités augmentent de facon non considérable vers 1 (Figure
56). Ainsi deux particules de différence de granulométrie de 500 nm ont des probabilités égales
d’étre éliminées a I’issue de la centrifugation. De plus, une différence négligeable des probabilités
est observée avec 1’augmentation du temps de centrifugation. Ces observations corroborent avec

les fréquences obtenues pour chaque diameétre de particules (Figure 45).

4.3.2.4 Détermination du débit d’alimentation des centrifugeuses a assiettes

de caractéristiques dimensionnelles connues
Les facteurs sigma utilisés pour cette détermination sont ceux correspondant a 1343g. Le
Tableau 10 donne les débits d’alimentation des centrifugeuses-décanteuses continues a assiettes

correspondant a chaque durée de fonctionnement de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique.

Pour une centrifugeuse-décanteuse donnée, 1’augmentation de la durée de fonctionnement
de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique entraine une diminution de son débit
d’alimentation pour assurer une performance similaire a celle-ci de cette derniére (Tableau 10).
De méme, I"augmentation du facteur sigma entraine une augmentation du débit d’alimentation

pour une durée donnée de fonctionnement de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique.

180



Tableau 10: Débits d’alimentation calculés pour chacune des centrifugeuses-décanteuses

continues a assiettes commerciales

Modeéles Facteur £ (m?)  Durée d’opération de la Débit d’alimentation de la
centrifugeuse de laboratoire  centrifugeuse-décanteuse
a rotor conique (min) continue (I/hr)
20 102,152
Westfalia
404,351 30 68,101
SAOOH
40 51,076
20 51,655
GEA OTC 2-03-
204,469 30 34,437
107
40 25,828
20 216,523
SC6-06-076 857,071 30 144,349
40 108,262
20 97,904
Westfalia CSA-1 387,536 30 65,269
40 48,952
20 82,364
Frau CN2S 326,023 30 54,909
40 41,182
20 420,980
Culturefuge
1666,380 30 280,653
100™
40 210,490

Pour une durée de fonctionnement donnée de la centrifugeuse de laboratoire a rotor

conique, le modéle de centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes Culturefuge 100™ est celui

qui a le débit d’alimentation le plus élevé. Ne disposant ni des prix des centrifugeuses, ni de leurs
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spécifications techniques, le principal critére de choix était celui du débit d’alimentation. Ce
modele a été retenu pour la détermination du seuil de coupure. Toutefois, le choix définitif d’un
modele de centrifugeuse-décanteuse continue & assiettes dépendra de 1’opérateur selon le volume

d’échantillon a traiter et le débit d’alimentation correspondant.

4.3.2.5 Détermination de la granulométrie équiprobable (Xso)
La Figure 57 présente 1’évolution de la probabilité théorique en fonction de la
granulométrie des particules pour toutes les durées de centrifugation a I’aide d’une centrifugeuse-

décanteuse continue a assiettes.
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Figure 57: Probabilitt en fonction de la granulométrie des particules pour les

centrifugeuses-décanteuses continues a disques

Pour chacune des durées de centrifugation a 1343g, I’augmentation de la probabilité avec

I’augmentation de la granulométrie des particules pour des granulométries inférieures a Xmax €st
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observée (Figure 57). Pour des granulométries supérieures a Xmax, la probabilité a été ramenée a 1.
Cette courbe décrit la probabilité pour des particules de granulométrie donnée d’étre éliminées par
la centrifugation, si la suspension initiale n’était constituée exclusivement que d’elles. Il s’agit de
la probabilité qui serait obtenue si le jus de goyave a chair blanche était clarifi¢ a 1’aide d’une
centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes fonctionnant a 1343g. Le seuil de coupure (Xso) qui
est la granulométrie correspondant a une probabilité de 0,5 a été prédit grace a la ligne horizontale
en rouge. Cette granulométrie varie pour chacune des durées de traitement ; elle est de 1887, 1556,
1261 nm, pour 20, 30 et 40 min, respectivement. Pour 1’équipement, cette granulométrie
représente la granulométrie ayant une répartition égale a la fois dans le surnageant (jus de goyave
a chair blanche clarifié) et dans le culot (solide sédimenté) pour les différents temps de
centrifugation. L’augmentation du temps de centrifugation entrainerait une diminution du seuil de
coupure (Figure 57). L’augmentation du temps de centrifugation s’accompagne d’une diminution
de la surface du spectre granulométrique des particules comme relevé a la Section 4.3.1.2. Cette
diminution de la surface s’accompagnerait d’une diminution de la probabilité pour des particules

de granulométrie précise de se retrouver dans le surnageant a 1’issue de la centrifugation.

4.4 CONCLUSION PARTIELLE

En somme, le premier objectif de ce chapitre était de déterminer 1’effet du temps et de la
vitesse de centrifugation sur les caractéristiques physicochimiques du jus clarifié de goyave a chair
blanche. L’augmentation du temps et de 1’accélération centrifuge a contribué a une diminution
considérable de la teneur en protéine, en pectine résiduelle et de la largeur du spectre
granulométrique des particules, ainsi que de la surface décrite par la courbe de répartition

granulométrique des particules. Par contre, elle a conduit @ une augmentation considérable de la
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limpidité et de la teneur en sucres solubles totaux (a I’exception de 149g) du jus centrifugé de
goyave a chair blanche. La centrifugation n’a pas eu d’effets considérables sur le pH, la teneur en
acide galacturonique, la teneur en matiére séche. Pour des vitesses supérieures ou égales a 1343g,
une différence non considérable des parametres physicochimiques a été observée entre les
échantillons. Un rendement en jus de 95% a été obtenu pour des forces centrifuges supérieures a
597g. L’hypothése formulée pour le premier objectif était : les parametres physicochimiques du
jus clarifié de goyave a chair blanche dépendent des conditions de centrifugation. Celle-ci est
veérifiée pour la limpidité, la largeur du spectre granulométrique des particules, la surface de la

courbe de répartition granulométrique des particules, les teneurs en protéines et pectines.

Le deuxiéme objectif de ce chapitre était d’identifier les caractéristiques opérationnelles
d’une centrifugeuse-décanteuse continue a partir de la performance d’une centrifugeuse de
laboratoire a rotor conique. Il apparait qu’une différence de moins de 10% a été observée entre le
taux de clarification obtenu a 13439 (excepté pendant 10 min), 23889 et 3731g. La performance
optimale de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique & 1343g a permis d’obtenir des limites
de séparation comprises entre 1783 et 2669 nm. A partir de cette performance, celle de la
centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes a été déterminée. La centrifugeuse-décanteuse
continue Culturefuge 100™ était le modele permettant d’avoir le débit d’alimentation le plus
élevé. Pour ce modeéle, des débits d’alimentation a 1343g allant de 421 1/h a 210 I/h pour des temps
de fonctionnement allant de 20 a 40 min ont été obtenus. Les seuils de coupure compris entre 1887
nm et 1261 nm ont été déterminés. La détermination des débits d’alimentation des centrifugeuses-
décanteuses continues a assiettes a permis de vérifier I’hypothéese : le taux de clarification du jus
de goyave a chair blanche d’une centrifugeuse de laboratoire a rotor conique fixe les limites de

fonctionnement d’une centrifugeuse-décanteuse continue.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

En somme, 1’objectif général du présent travail était de dépectiniser la purée de goyave a
chair blanche (Psidium guajava) cv Lucknown — 49 par les pectinases industrielles d’ Aspergillus
niger et de clarifier le jus par centrifugation. Cet objectif a été décliné en quatre spécifiques. Le
premier a porté sur la détermination du mécanisme de dépectinisation enzymatique de la purée de
goyave a chair blanche. Il en ressort que la dégradation de la pectine commerciale décrivait une
cinétique de type michaélien. Les parametres cinétiques des enzymes (KM et le Vmax) ont été
déterminés. La dépectinisation de la purée de goyave a chair blanche suivait un mécanisme décrit
par le modele de Hill pour toutes les concentrations en enzymes. Le taux maximal d’hydrolyse de
la pectine de 85% obtenu a 1’issue du traitement enzymatique traduit I’impossibilité de sa
dégradation compléte en monomere de I’acide galacturonique due a [I’inhibition des
polygalacturonases d’A. niger par les produits de la réaction. Le modele de cette dépectinisation
permet d’estimer la vitesse de la réaction correspondant aux conditions de réaction, de méme que
la concentration résiduelle en pectine. Les deux modeles cinétiques selon que le substrat soit en
milieu simple (pectine commerciale) ou en milieu complexe (pectine de goyave) ont permis de
vérifier 1’hypothése formulée : I’hydolyse enzymatique de la pectine de goyave a chair blanche

n’obéit pas au mécanisme classique de Michaelis Menten.

La deuxieme partie de ce travail avait pour objectif de déterminer I’effet de la concentration
en pectinases et du temps de contact enzyme-purée sur les caractéristiques physicochimiques du
jus de goyave a chair blanche issu de la dépectinisation. La désintrégation du réseau
macromoléculaire de la pectine s’accompagnait d’une diminution de 93% de la viscosité et du pH,
d’une augmentation considérable de la teneur en acide galacturonique, la couleur et le degré Brix.

Le traitement n’a pas eu d’effet considérable sur les teneurs en protéines et polyphénols, la
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conductivité électrique, la capacité antioxydante du jus de goyave. Les images des extraits séchés
obtenues grace au microscope électronique a balayage avec émission de champ ont permis de
mettre en évidence le phénomeéne de liquéfaction avec une diminution de la granulométrie des
particules, une amélioration de I’homogénéité des échantillons et une prédominance de la phase
liquide avec I’augmentation de la concentration en enzyme. L hypothése formulée pour ce chapitre
n’était vérifiée que pour la teneur en acide galacturonique. Celle-ci était: les parameétres
physicochimiques du jus de goyave a chair blanche issu de la depectinisation dépendent de la

concentration en pectinases et de temps de contact enzyme-purée.

Le premier objectif de la derniere partie de ce travail était de déterminer I’effet du temps
et de la vitesse de centrifugation sur les caractéristiques physicochimiques du jus clarifié de goyave
a chair blanche. Le rendement maximal de jus de goyave a chair blanche obtenu est de 96 + 2%
m/m. La centrifugation a contribué a une diminution considérable des teneurs en protéine, pectine
résiduelle, en matiere seche, de la surface des courbes de répartition granulométrique. Par contre,
elle a contribué a une augmentation de la limpidité, de la teneur en sucres solubles totaux, mais
elle n’avait pas d’effets considérables sur la teneur en acide galacturonique et le pH. La
centrifugation conduit a une réduction de la largeur du spectre de particules du jus dépectinisé de
goyave a chair blanche de [0 — 900 000 nm] a [0 — 3090 nm]. La Force de 1343g était celle
permettant d’avoir une performance optimale de séparation a ’aide de la centrifugeuse de
laboratoire a rotor conique. L hypothése était vérifiée pour la teneur en protéines, en pectines, la

limpidité du jus et la largeur du spectre granulométrique des particules.

Le deuxiéeme objectif du dernier chapitre était d’identifier les caractéristiques
opérationnelles d’une centrifugeuse-décanteuse continue a partir de la performance d’une

centrifugeuse de laboratoire a rotor conique. La performance de clarification du jus de goyave a
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chair blanche de la centrifugeuse de laboratoire a rotor conique a 1343g conduit a 1’obtention d’une
limite de séparation de 1783nm et un seuil de coupure de 1261 nm pour un temps de centrifugation
de 40 min a I’aide du modéle de centrifugeuse-décanteuse continue a assiettes Culturefuge 100™,
L’hypothése formulée pour cette partie a été veérifiée : le taux de clarification du jus de goyave a
chair blanche d’une centrifugeuse de laboratoire a rotor conique fixe les limites de fonctionnement

d’une centrifugeuse-décanteuse continue.
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PERSPECTIVES
Ce travail pourrait étre complétée par :

— L’¢tude de la clarification de jus de goyave a chair blanche a 1’aide du mod¢ele de
centrifugeuse-décanteuse Culturefuge 100™ ;
— L’étude de la stabilité du jus de goyave a chair blanche au cours du stockage aprés la

centrifugation.
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ANNEXE 1 : Images de la goyave

Figure 1 : Images de goyaves. (a) et (b) goyaves entiere et tranchée, respectivement. (c), (d) et (e) goyaves mures entiére et tranchées,

respectivement.



ANNEXE 2 : Données de la dégradation de la pectine commerciale

Tableau 1 : Cinétique de dégradation de la pectine commerciale

N°  Concentration en pectine commerciale Vitesse moyenne de réaction (V)
([SD) (mg/L) (umol/L/min) (*107%)

0 0 0

1 300 3,40+0,33°

2 500 4,65+0,36°

3 900 7,44+0,28¢

4 1100 8,52+0,37°

5 1500 10,68+0,83"

6 1700 10,42+0,37"

7 1900 10,79+0,29f




ANNEXE 3 : Données de la dégradation de la pectine de goyave

Tableau 2 : Analyse des variances pour le taux d’hydrolyse de la pectine (%)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)
contact (min) 0,033 0,055 0,078 0,100

0 0,0000+0,0000*  0,0000+0,0000°  0,0000+0,0000°  0,0000+0,0000?
3 11,1430+6,7806°  20,0000+1,0386° 27,8048+0,2577° 67,1536+1,6852°
5 16,8317+6,9913% 29,1165+1,3067°  35,4735+4,4974°  67,8736x1,0282°
8 19,0000+3,0146°  35,0000+2,1573  38,0701+6,3221°  70,0996+1,9276°
12 20,0000+£0,1944°  41,9566+0,8641°  44,9465+6,9000¢ 70,7064+0,8572%
15 21,0000+£0,452¢  50,1638+4,3525"  53,5317+2,9766° 71,3774+1,7592«
18 21,4462+7,5873° 58,0153+1,0124%9  62,0100+3,4669"  72,2579+0,1347¢
20 24,0401+0,0000°  66,7898+3,9777"  68,9613+0,2528¢  76,6699+0,4662°
40 45,8371+0,0000¢  74,0320+2,4010'  74,8707+0,6487"  80,2063+0,3899"
60 55,5411+6,9696°  75,0812+1,6056' 78,7324+0,4478" 81,2688+1,3651"
80 62,5438+5,1944°"  750307+1,8136' 79,5694+0,2080"  82,3143+0,69149
90 63,8249+0,9152"  76,9339+0,8871"  80,8390+1,4609'  85,3734+8,7037"
F 72,87 574,76 175,77 1267,67

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité



ANNEXE 4 : Données du traitement enzymatique du jus de goyave

Tableau 3 : Analyse des variances pour le pH

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)
contact (min) 0,033 0,055 0,078 0,100

0 3,70+0,02° 3,70+0,02¢ 3,70+0,02 3,70+0,02°
3 3,51+0,01% 3,52+0,01" 3,52+0,02% 3,48+0,01%
5 3,48+0,042 3,50+0,02%°¢ 3,49+0,01" 3,48+0,017
8 3,5340,02% 3,52+0,03° 3,52+0,02¢ 3,49+0,03%
12 3,58+0,01° 3,51+0,01°¢ 3,45+0,012 3,45+0,01°
15 3,58+0,01% 3,50+0,01%°¢ 3,44+0,012 3,46+0,01°¢
18 3,50+0,17% 3,49+0,01%¢ 3,45+0,017 3,47+0,02%
20 3,55+0,02% 3,52+0,01" 3,49+0,01¢ 3,49+0,01%
40 3,54+0,02% 3,51+0,04%¢ 3,46+0,02% 3,47+0,01%
60 3,56+0,07% 3,48+0,05% 3,46+0,01%° 3,47+0,01%
80 3,54+0,08% 3,47+0,032 3,45+0,012 3,44+0,00%
90 3,53+0,07% 3,49+0,01%°¢ 3,44+0,052 3,43+0,02%
F 2,46 19,24 41,68 73,14

Probabilité 0,0317 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité

Tableau 4 : Analyse des variances pour la conductivité électrique (mS/cm)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)

contact (min) 0,033 0,055 0,078 0,100
0 1574,33+18,48%¢  1574,33+18,48% 1574,33+18,48%  1574,33+18,48?
3 1605,67+13,65®  1630,0046,24°  1631,00+3,61¢  1634,00+30,05%
5 1687,33+3,06" 1672,67+13,43%  1664,33+7,23F  1651,00+15,72°
8 1606,00+3,46%%  1626,67+2,08°°  1630,00+12,29°  1615,00+3,00%¢
12 1620,67+21,789  1605,33+11,02° 1585,33+10,02% 1622,00+10,44%%
15 1619,92+6,03¢  1612,33+13,65 1573,00+7,21*  1606,00+7,55%c
18 1614,33+15,31% 1595 50+7,78%°  1586,33+3,51%  1605,67+2,312
20 1569,33+8,08° 1569,33+8,50°  1611,0046,24°  1577,00+21,70%
40 1564,50+3,542 1570,33+25,50° 1602,67+10,79°  1580,67+30,66%
60 1585,50+7,78°¢  1593,33+23,18%® 1615,00+4,00°  1591,00+42,46%¢
80 1590,50+10,61%%  1590,67+28,01%* 1624,67+17,47% 1615,33+21 590k
90 1596,67+13,87%f 1595 67+14,64®® 1589,00+19,80%° 1585,67+39,322°
F 23,32 9,95 19,35 3,01

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0117

Lettre différente pour chaque colonne :

significativement différent a 5% de probabilité



ANNEXE 4 : Données du traitement enzymatique du jus de goyave a chair blanche (Suite)

Tableau 5 : Analyse des variances pour la teneur en sucres solubles totaux (°Brix)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)
contact (min) 0,033 0,055 0,078 0,100

0 1,740,12 1,740,12 1,740,12 1,7+0,12
3 2,2+0,0°¢ 2,240,1° 2,3+0,1°f 2,240,1%¢
5 2,1+0,1°¢ 2,240,0° 2,240, 0¢def 2,2+0,0°
8 2,1+0,0° 2,240,0° 2,2+0,0¢df 2,140,0%
12 2,2+0,1b¢ 2,2+0,1° 2,2+0,1%f 2,1+0,1°°
15 2,1+0,1° 2,240,1° 2,1+0,1b¢d 2,040,1°
18 2,140,0° 2,240,0° 2,240, 0¢def 2,240,1¢
20 2,2+0,20¢d 2,240,2° 2,2+0,1Pcde 2,2+0,3¢
40 2,2+0,1b¢ 2,2+0,1° 2,1+0,0%¢ 2,1+0,1°°
60 2,340,1¢ 2,240,1° 2,1+0,1b¢cd 2,140,0%
80 2,2+0,1bcd 2,240,2° 2,3+0,1f 2,140,1%¢
90 2,3+0,2% 2,240,1° 2,140,1° 2,2+0,0°
F 10,19 3,70 17,68 6,97

Probabilité 0,0000 0,0036 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité

Tableau 6 : Analyse des variances pour la couleur (10*Absorbance)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)
contact (min) 0,033 0,055 0,078 0,100

0 9,828+0,315% 9,828+0,3152 9,828+0,315% 9,828+0,315%
3 11,128+0,821° 10,719+0,234°>  10,118+0,136°  10,623+0,285"
5 11,712+0,047° 11,326+0,726  11,413+0,143%  10,945+0,465%
8 11,237+0,154° 11,594+0,228°%  11,390+0,198¢ 11,310+0,385¢
12 13,736+0,625% 12,184+0,399%f 9 720+0,202? 10,848+0,512%
15 13,65+0,187¢ 12,131+0,137%  10,162+0,045°  10,724+0,627%
18 13,374+0,429° 12,743+0,256°  9,882+0,856° 11, 528+1,488%
20 13,720+1,199% 12,040+0,429%%€  12217+0,884°¢  12,359+0,290°f
40 13,637+0,782% 12,225+0,252%f  13,730+0,740¢ 12,927+0,294f
60 13,843+0,693 12,896+0,424™  13,242+0,315%  12,747+0,190°f
80 13,843+0,071% 12,731+0,201°"  13,334+0,267¢  12,569+0,171¢f
90 14,441+0,669¢ 13,062+0,8279  13,399+0,509¢ 12,294+0,341°
F 16,36 15,72 33,52 21,28

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne

. significativement différent a 5% de probabilité



ANNEXE 4 : Données du traitement enzymatique du jus de goyave a chair blanche (Suite)

Tableau 7 : Analyse des variances pour la teneur en protéine (mg/L)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)
contact 0,033 0,055 0,078 0,100
(min)

0 615,681+28,575¢  615,681+28,575"  615,681+28,575"  615,681+28,575
3 563,615+43,223° 574,789+18,524%  443,408+20,343% 552,723+46,586%
5 575,274+23,680°  574,163+7,293% 524 648+22 574%  460,092+26,643°
8 542,926+35,386°  554,804+11,377%  496,338+9,163%  410,688+44,189?
12 479,984+26,714*  585,822+15,603"7  527,700+40,368"  505,305+5,312%
15 481,08+4,614 578,732+6,772°  506,808+40,368° 584,883+78,744°%
18 468,013+19,612%  579,225+1,759°  476,066+11,913° 545,235+26,674%€
20 588,357+61,308°  473,350+12,566% 548,983+19,108%  545,376+7,602%
40 529,374+36,384  516,244+14,190° 579,624+16,998" 559,390+13,116"
60 547,066+48,244°  544,319+14,209% 528,185+38,847¢¢ 533,873+25,728"
80 540,203+11,367° 551,972+35,365% 541,455+15,190% 549,578+3,519%
90 592,300+18,591¢  511,878+6,735°  514,883+20,345°  540,047+17,462°
F 9,68 9,60 7,73 6,50

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité

Tableau 8 : Analyse des variances pour la teneur en polyphénol (mgGAE/100mL)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)
contact 0,033 0,055 0,078 0,100
(min)

0 60,389+0,405° 60,389+0,4059 60,389+0,405¢ 60,389+0,405
3 53,301+3,796%  52,318+1,497%f 40,444+1,0432 48,788+1,1490cd
5 51,358+3,246°¢  50,725+1,231%%  47,851+4,883% 48,222+3,2920¢
8 48,266+3,365%°  50,224+0,786°¢  46,104+0,661° 42,145+0,2922
12 58,651+0,839¢ 54,753+1,638°f 48,064+2,497% 53,775+2,116°
15 57,240+0,536% 55,168+2,204f 50,563+1,674¢ 53,781+1,173¢
18 56,024+1,0843° 54,428+0,553°F 42,150+2,496% 52,071+2,440%
20 49,499+1,3332 45,178+3,8022 44,149+3 479%¢  50,150+0,877°cd%
40 45,737+4,797%¢ 47 ,207+4,431%°  44,938+4,080°°  49,783+2,117°
60 48,996+3,663%  47,454+2,974%C 41 957+0,924%  50,491+2,0210cde
80 A7,714+2,498% 46,191+2 370% 44,880+2,772°  50,717+1,325¢%
90 47,200+4,905% 45,921+3,2082 44,918+1,623 46,988+4,746°
F 8,25 11,20 12,28 12,12

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité



ANNEXE 4 : Données du traitement enzymatique du jus de goyave a chair blanche (Suite)

Tableau 9 : Analyse des variances pour la capacité antioxydante (%)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)
contact (min) 0,033 0,055 0,078 0,100
0 94,671+0,325¢ 94,671+0,325° 94,671+0,325f 94,671+0,325¢
3 91,929+0,546%  94,320+0,446% 93,304+0,523% 93,117+0,787%
5 92,628+0,777®  93,255+1,0542 94,187+0,874%f 93,468+0,344°
8 92,727+0,135%¢ 93 976+0,338% 91,104+0,7142 92,350+0,3732
12 94,427+0,518¢ 93,779+0,245% 91,104+0,7142 93,004+0,473%
15 94,700+0,502¢  94,252+0,050%° 92,595+0,687 92,616+0,803%
18 93,474+1,512% 94 538+0,094° 91,698+0,866% 92,617+0,594%
20 03,986+1,419°¢  94,079+0,894%° 94 262+0,498%f 95,264+0,272¢
40 94,002+2,159°¢ 94, 359+0,876%° 94,398+0,568°f 95,669+0,430%
60 03,582+0,536%°  94,333+0,421%  93,975+0,271%"  95,340+0,099%
80 93,961+0,445°¢  94,063+0,191%®  93,477+0,654°® 94 734+0,853%
90 94,355+0,841°¢¢  94,513+1,394° 93,833+0,218%"  95,038+0,884%
F 2,36 1,01 13,22 14,18
Probabilité 0,0380 0,4661 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilite

Tableau 10 : Analyse des variances pour la viscosité apparente (mPa.s)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)
contact (min) 0,033 0,055 0,078 0,100

0 15,90+0,52" 15,90+0,52° 15,90+0,52" 15,90+0,52°
3 1,32+0,142 1,14+0,022 1,14+0,052 1,15+0,02%
5 1,18+0,022 1,11+0,018 1,14+0,042 1,18+0,012
8 1,23+0,052 1,09+0,022 1,15+0,022 1,20+0,032
12 1,13+0,06% 1,13+0,042 1,12+0,052 1,19+0,03%
15 1,15+0,032 1,10+0,082 1,13+0,032 1,14+0,042
18 1,1940,112 1,09+0,052 1,13+0,022 1,12+0,072
20 1,19+0,132 1,02+0,022 1,15+0,122 1,02+0,012
40 1,17+0,102 1,00+0,022 1,12+0,052 1,01+0,032
60 1,13+0,102 1,06+0,082 1,15+0,132 0,97+0,01°
80 1,07+0,032 0,99+0,042 1,08+0,012 0,97+0,03?
90 1,27+0,042 1,07+0,082 1,22+0,072 0,97+0,01°
F 1853,10 2215,43 2058,24 2330,66

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent & 5% de probabilité



ANNEXE 4 : Données du traitement enzymatique du jus de goyave a chair blanche (Suite)

Tableau 11 : Analyse des variances pour la teneur en acide galacturonique (mg/L)

Temps de Concentration en enzyme (% m/m)

contact 0,033 0,055 0,078 0,100
(min)
0 5161,515+215,461* 5161,515+216,461*° 5161,515+216,461? 5161,515+216,4612
3 4978,422+125,431*  6671,090+333,979° 6124,237+817,280°  7717,979+60,318°
5 6130,800+791,625> 6620,298+236,056™ 6678,287+204,678°  7990,365+18,676°
8 5993,487+542 526" 6744,733+89,005° 6036,912+595,861° 7893,998+248,843"
12 6289,627+170,906™ 7244,532+68,142¢  6681,678+84,630° 7920,826+282,241°
15 6380,204+403,052° 6997,964+157,904” 6676,285+111,413°  7801,081+193,745°
18 6510,716+218,516™ 6555,806+23,219°  6845,859+267,177° 7686,333+447,969°
20 6293,662+113,882° 7354,267+191,139¢ 10418,670+1197,197¢ 11136,353+67,628°
40 6622,238+120,129¢ 8155,887+321,768° 11656,065+243,284°  12394,028+13,170%
60 6509,105+600,467° 7934,906+475,533° 11622,359+870,634°  12203,250+539,246¢
80 7349,988+40,2219  8925,790+723,616"7 12837,247+306,107"  12674,029+359,319°
90 7405,359+127,782%  9534,497+244,3519  12304,428+1066,034°" 13392,718+529,280"
F 9,68 9,60 7,73 6,50

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité



Limpidité décroissante

ANNEXE 5 : Images de jus de goyave a chair blanche traité et clarifié
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Figure 2 : Images des échantillons de jus de goyave. A : Mise en évidence de la diminution de la limpidité du jus de goyave a chair
blanche en fonction des différents profils de sédimentation ; B : Formation d’un dépdt de particules au fond du récipient ; C : Formation

du culot et apparition du jus de goyave a chair blanche apreés centrifugation.



ANNEXE 6 : Données de centrifugation

Tableau 12 : Analyse des variances pour la teneur en acide galacturonique (mg/L)

Temps de Vitesse de centrifugation

centEifL_lg;:\tion 149g (1000 rpm) 597g (2000 rpm) 1343 (3000 rpm) 2388 (4000 rpm) 3731 (5000 rpm)
min
0 7860,6900+244,09%  7860,6900+244,09%  7860,6900+244,09°  7860,6900+244,09%  7860,6900+244,09°
10 7663,5499+164,39°  7119,0173+25,77°  7618,5787+301,50% 7547,3148+399,06*  7895,4254+59,13"
20 8092,3828+211,95°  7768,8397+25,77°  7550,0511+301,50°  7653,1994+399,06° 7541,7231+59,13%
30 8030,9340+164,39°  7636,9003+108,39°  7628,2154+301,50°  7599,1864+257,64%  7798,2257+59,13"
40 7807,5055+97,79%  7971,9241+108,39°  7863,1841+41,98%  7598,4725+257,64® 7040,2185+591,912
F 0,42 1,63 0,22 0,18 1,03

Probabilité 0,792 0,2427 0,9232 0,9429 0,4384

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité

Tableau 13 : Analyse des variances pour la limpidité (% Transmittance)

Temps de
centrifugation (min)

Vitesse de centrifugation

149g (1000 rpm)

5979 (2000 rpm)

1343 (3000 rpm)

2388 (4000 rpm)

3731 (5000 rpm)

0
10

20
30
40

F

Probabilité

0,00+0,002
0,00+0,002
0,00+0,002
0,00+0,002
0,03+0,02°
9,14
0,0022

0,00+0,00?
0,05+0,012
2,58+0,01°
10,34+1,73¢
21,54+1,73¢
212,59
0,0000

0,00+0,00?
5,46+1,65"
25,98+1,65°
37,72+1,65¢
44,92+1,05°
881,47
0,0000

0,00+0,00?
29,28+0,66"
47,69+0,66°
54,09+1,77¢
59,71+1,77¢
975,22
0,0000

0,00+0,00?
44,75+1,65°
60,93+1,65°
67,44+1,65¢
68,72+2,18¢
965,61
0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent & 5% de probabilité



ANNEXE 6 : Données de centrifugation (Suite)

Tableau 14 : Analyse des variances pour la conductivité électrique (mS/cm)

Temps de Vitesse de centrifugation
centrifugation (min) ~ 149g (1000 rpm) 5979 (2000 rpm) 1343 (3000 rpm) 2388 (4000 rpm) 3731 (5000 rpm)

0 1828,33+7,51¢ 1828,33+7,51° 1828,33+7,51° 1828,33+7,51° 1828,33+7,51°
10 1604,00+7,512 1680,00+5,032 1684,00+10,69° 1684,00+12,06° 1687,00+15,31?
20 1669,50+43,50° 1689,00+5,03? 1690,00+10,69° 1695,00+12,062 1697,00+15,312
30 1678,00+7,51° 1681,00+4,732 1686,00+10,69° 1685,00+1,15 1700,00+15,312
40 1692,00+2,65" 1688,00+4,732 1700,33+15,372 1690,00+1,152 1711,33+11,59°
F 41,77 108,78 58,29 87,74 51,75

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent & 5% de probabilité

Tableau 15 : Analyse des variances pour la teneur en pectine (mg/L)

Temps de Vitesse de centrifugation
centrifugation (min) 1499 (1000 rpm) 5979 (2000 rpm) 1343 (3000 rpm) 2388 (4000 rpm) 3731 (5000 rpm)

0 426,70+34,54 426,70+34,54¢ 426,70+34,54° 426,70+34,54° 426,70+34,54
10 238,69+6,82° 136,74+7,39° 60,31+2,30° 37,30+2,11° 26,35+2,98?
20 211,00+7,29° 77,69+7,39° 44,4242 30P 27,23+2,11° 25,75+2,98°
30 225,45+6,82° 50,782,112 37,36+2,30° 28,19+1,26° 22,16+2,98°
40 142,45+13,56 47,54+2,112 34,34+2,30° 22,77+1,26 19,23+2,98°
F 110,57 292,50 363,84 392,39 397,25

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité



ANNEXE 6 : Données de centrifugation (Suite)

Tableau 16 : Analyse des variances pour le pH

Temps de Vitesse de centrifugation
centrifugation (min) ~ 149g (1000 rpm) 5979 (2000 rpm) 1343 (3000 rpm) 2388 (4000 rpm) 3731 (5000 rpm)

0 3,71+0,00¢ 3,71+0,00¢ 3,71+0,00¢ 3,71+0,00¢ 3,71+0,00¢
10 3,52+0,012 3,59+0,012 3,64+0,01% 3,67+0,01¢ 3,59+0,022
20 3,56+0,00° 3,70+0,01°¢ 3,63+0,01% 3,66+0,01°° 3,63+0,02°
30 3,58+0,01° 3,68+0,01°¢ 3,65+0,01° 3,65+0,00° 3,61+0,02%
40 3,62+0,05° 3,66+0,01° 3,64+0,022 3,62+0,00? 3,62+0,00°
F 19,69 31,97 9,95 15,95 24,23

Probabilité 0,0001 0,0000 0,0016 0,0002 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent & 5% de probabilité

Tableau 17 : Analyse des variances pour la teneur en protéines (mg/L)

Temps de Vitesse de centrifugation
centrifugation (min) 1499 (1000 rpm) 5979 (2000 rpm) 1343 (3000 rpm) 2388 (4000 rpm) 3731 (5000 rpm)

0 713,24+23,87¢ 713,24+23,87° 713,24+23,87° 713,24+23,87° 713,24+23,87°
10 565,31+13,09° 480,52+18,25° 390,41+26,32° 354,57+26,01° 339,44+17,48°
20 543,78+6,22" 390,00+18,25° 352,37+26,32% 332,05+26,01% 339,14+17,48°
30 536,43+13,09° 368,57+13,39° 325,82+26,322 314,93+11,66° 331,57+17,48°
40 473,80+12,70° 375,07+13,39° 343,70+6,98° 327,67+11,66% 329,68+19,37°
F 54,89 167,35 258,96 219,95 230,76

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité



ANNEXE 6 : Données de centrifugation (Suite)

Tableau 18 : Analyse des variances pour le rendement en jus de goyave a chair blanche (% m/m)

Temps de Vitesse de centrifugation
centrifugation (min) ~ 149g (1000 rpm) 5979 (2000 rpm) 1343 (3000 rpm) 2388 (4000 rpm) 3731 (5000 rpm)

0 - - - - -
10 89,72+1,252 95,64+0,452 97,04+0,692 97,07+0,69? 96,27+0,122
20 90,93+1,272 96,11+0,45% 96,24+0,692 97,00+0,69? 96,29+0,12?
30 91,16+1,25% 96,62+0,62° 96,03+0,69? 96,49+0,082 96,78+0,12°
40 93,66+1,51° 96,44+0,62% 96,26+0,352 97,36+0,082 97,00+0,41°
F 5180,81 18032,19 17916,12 19667,41 17499,15

Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent & 5% de probabilité

Tableau 19 : Analyse des variances pour la teneur en matiére seche (% m/m)

Temps de Vitesse de centrifugation
centrifugation (min) 1499 (1000 rpm) 5979 (2000 rpm) 1343 (3000 rpm) 2388 (4000 rpm) 3731 (5000 rpm)

0 2,85+0,12° 2,85+0,12¢ 2,85+0,12° 2,85+0,12° 2,85+0,12°
10 2,66+0,06° 2,72+0,08% 2,40+0,13% 2,69+0,03% 2,43+0,03%
20 2,65+0,02° 2,44+0,08% 2,43+0,132 2,56+0,03% 2,51+0,03%
30 2,51+0,06% 2,63+0,15" 2,56+0,13% 2,41+0,122 2,50+0,03%
40 2,61+0,01° 2,36+0,152 2,49+0,022 2,5240,12% 2,55+0,09°
F 5,51 8,60 8,24 6,93 6,13

Probabilité 0,0131 0,0028 0,0033 0,0061 0,0093

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent a 5% de probabilité



ANNEXE 6 : Données de centrifugation (Suite)

Tableau 20 : Analyse des variances pour la teneur en sucres solubles totaux (°Brix)

Temps de Vitesse de centrifugation
centrifugation (min) ~ 149g (1000 rpm) 5979 (2000 rpm) 1343 (3000 rpm) 2388 (4000 rpm) 3731 (5000 rpm)
0 2,3+0,0% 2,3+0,0? 2,3+0,0? 2,3+0,0? 2,3+0,0?
10 2,340,1% 2,640,1° 2,740,1° 2,740,1% 2,740,0°
20 2,4+0,22 2,7+0,2° 2,7+0,1° 2,7+0,1°¢ 2,7+0,0°
30 2,440,1% 2,640,1° 2,740,0° 2,6+0,0° 2,740,0°
40 2,4+0,1° 2,6+0,1° 2,7+0,0° 2,8+0,0° 2,7+0,1°
F 2,05 20,06 44,44 51,39 35,61
Probabilité 0,1625 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000

Lettre différente pour chaque colonne : significativement différent & 5% de probabilité



