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Introduction générale

Lieu de stage :

Mon stage qui a duré 6 mois (du 05 Mars 2018 au 31 Aout 2018) a été effectué dans le
centre Provence-Alpes-Cote d’Azur (PACA) de [Pinstitut National de la Recherche
Agronomique (INRA) en Avignon, au sein de 1’Unité Mixte de Recherche (UMR) Sécurité et
Qualité des Produits d’Origine Végétale (SQPOV).

Le centre INRA PACA est un centre de recherche tourné vers 1’agroécologie des systémes de
culture sous serres et en vergers et la modélisation de 1’impact régionalisé du changement
climatique a I’échelle du paysage. Il se situe entre autre sur le domaine Saint Paul, Avignon,
France. L’unité qui m’a accueillie ’'UMR SQPOV, a pour objectif de concevoir, dans une
optique d’alimentation durable, les procédés de transformation pour les fruits et Iégumes afin
de préserver leurs qualités nutritionnelles par des traitements calculés au plus juste, tout en
respectant leur sécurité microbiologique et en valorisant toute la biomasse utilisee.

Contexte :

Le sujet de mon stage portait sur la qualité organoleptique des produits a base de

tomate. Ils sont obtenus par transformation industrielle des tomates dites « d’industrie ». Ces
derniéres, sont cultiveées en plein champ, non tuteurées et ramassées a la machine entre les
mois d’ Aot et Septembre.
La tomate est un aliment consommé partout dans le monde. Comme on la retrouve dans
beaucoup de produit manufacturés sous forme de sauce ou de préparation avec morceaux, elle
fait 1’objet de nombreux échanges commerciaux. La production de tomate en France est
estimée & 625 000 tonnes par an'. Les tomates sont consommées en frais, mais 60% de la
production mondiale est transformée en produits manufacturés et principalement (environ
80%) sous forme de concentrés (ou « pate de tomate ») (Source SONITO 2016). La pate de
tomate est utilisée comme ingrédient principal pour d’autres produits tels que le ketchup, les
sauces, mais on la retrouve aussi sous forme de spécialités telles que les jus, ‘passatas’
(tomate concassée) et purées.

Les principaux parameétres de qualité pour I’acceptation de ces produits par le consommateur
sont la couleur, la saveur ainsi que la texture.

En industrie, la transformation des tomates nécessite une série d’opérations unitaires : a leur
arrivée 1’usine, elles sont lavées, broyées, puis subissent un premier traitement thermique
appelé le « break » pour stabiliser les réactions enzymatiques. Puis la purée est raffinée a
travers des tamis rotatifs (pour enlever les pépins et les résidus de cuticules), et la purée est
placée dans un concentrateur pour obtenir des produits peu concentrés jusqu’a la pate de
tomate concentrée 3 fois. Puis les produits sont stabilisés thermiquement et conditionnés. Le
break est une étape importante qui détermine une bonne partie de la texture finale du produit.
On distingue deux types:le « cold break » (CB) ou les tomates sont broyées a une
température n’excédant pas 70°C et le « hot break » (HB) ou les tomates sont chauffées au-




dessus de 95°C immédiatement apreés le broyage pour inhiber toute forme de réaction
enzymatique des fruits. Les principaux enzymes visés sont les enzymes pectinolytiques
contenus dans les fruits et qui contribuent a liquéfier le produit. La texture de la purée est une
propriété organoleptique. Elle dépend directement des propriétés mécaniques des aliments,
elles-mémes fonction de la structure de la purée.

Pour les industriels, la connaissance des propriétés structurelles des produits qui déterminent
la texture, devient donc nécessaire pour créer des aliments avec des propriétés de texture
maitrisees.

Pour mieux comprendre les facteurs impliqués dans la texture, deux variétés de tomate,
Terradou et H1311 ont été sélectionnées car elles sont connues pour fournir des purées
contrastées. Nous avons donc deux origines pour le contraste de texture : la variété ou le
procédé (hot ou cold break).

L’objectif de mon stage a donc été¢ de comprendre les facteurs induits par ’'un ou
I’autre. Pour répondre a cet objectif, nous avons choisi un ensemble de méthodes pour
chercher et mesurer des parametres physicochimiques connus pour influencer la viscosite, et
faire une étude structurale des purées en utilisant des techniques physique (comme le tamisage
humide, la granulométrie) ou biochimique. Enfin, nous avons vérifié si les parametres qui
varient sont les mémes pour des modifications de textures induites par la variété ou par le
procédé.




Etudes bibliographique

I. Lapurée de fruits

1) Définition

Une pureée de fruits est définie comme une suspension concentrée ou les particules insolubles
(pulpe) sont dispersées dans une phase aqueuse continue « sérum ». Ces particules sont des
fragments de cellules, des clusters de cellules (groupe de cellules encore joints), ou des
résidus de parois vegétales. Lors de la transformation de fruits en purée, ces parois perdent
leur fonction de turgescente et forment des cellules ou des amas de cellules plus ou moins
hydratées ou poreuses. Leur contenu est en équilibre avec la phase continue dispersante : le
sérum. Cette derniére est constituée du contenu cellulaire dispersé (Lopez-Sanchez et al.,
2012).

Elementary volume

Continuous material

Figure 1. Représentation schématique de I’approximation de milieu continu selon Coussot (2005).

2) Les éléments constitutifs de la purée

a) Les particules

Les principaux constituants biochimiques des particules insolubles sont la cellulose,
I’hémicellulose et la pectine. S’ajoutent, dans le cas d’une purée de tomate (ou autres fruits
riches en caroténoides), des petits granules hydrophobes contenant les caroténoides et des
granules de proteine(Lopez-Sanchez et al., 2012; Mohr, 1987). Les résidus de cellules
proviennent de différents types de tissus. Les cellules parenchymateuses sont de forme ronde,
alors que les tissus vasculaires contiennent des cellules plates et de plus faible taille. Ces
différents types cellulaires et la distribution en taille des particules seraient affectés par la
structure de la paroi, la diversité des substances pectiques, et le degré de maturité des fruits
(Ouden and Vliet, 1997).

b) Leserum
Le sérum est une phase aqueuse continue essentiellement constituée de matieres solubles
(telles que les polymeres pectiques, les sucres simples, les sels minéraux et les acides
organiques), et le contenu des cellules fortement endommagées par le procédé de fabrication
(Diaz et al., 2009).




Les étapes de cuisson et de raffinage entrainent des changements dans la composition des
parois végétales, une dégradation des polymeres de la paroi qui libérent des monomeres ou
des polyméres de petites tailles qui deviennent a leurs tours solubles, ce qui aboutit a la
formation des différents composés de sérum. Ils affectent alors sa viscosité(Diaz et al., 2009;
Mohr, 1987).

La composition chimique du sérum va dépendre de la variété et de la maturité du fruit ainsi
que du procéde de fabrication (Diaz et al., 2009).

3) Modification de la texture des purées

a) ROle de la concentration et du rapport sérum/particules
La concentration en particules est un parametre qui détermine le type de suspension (diluée,
semi-diluée ou concentrée) ainsi que la microstructure. La concentration en particules est
exprimée de différentes facons : soit en se basant sur la teneur en éléments insolubles soit en
calculant la fraction volumique(Bayod, 2008).

- Les éléments insolubles : exprimés par rapport a la quantité en matiére seche de
parois. La technique la plus utilisée est celle du « Water insoluble solide » (WIS).
Quantification directe par pesée apres lavage de la teneur en solides a I’eau. Une autre
technique est la détermination du « Matériel Insoluble a 1’Alcool » (MIA). Le MIA
contient toutes les pectines, y compris celles qui sont solubles dans I’eau. (Espinosa.L
2012)

- la fraction volumique occupée par les particules, qui est le rapport du volume occupé
par les particules sur le volume total considéré :(Servais et al., 2002)

_ VParticule _ VParticule
VTotale  VParticule+ Vliquide

(eq.1)

Suivant leur concentration, les suspensions peuvent étre classées en trois domaines présentant
des propriétés rhéologiques différentes(Bayod, 2008; Lopez-Sanchez et al., 2012)

- Une suspension diluée : C’est un régime ou les particules ne remplissent pas tout
I’espace, elles sont gonflées a leur taille d’équilibre, elles sont libres de se déplacer et
de s’écouler. Le systéme n’a pas de module élastique et ni de limite d’¢lasticité. Ce
comportement a été observé pour les dispersions avec une fraction volumique
inférieure a 0,0043 pour la carotte, 0,027 pour le brocoli et 0,0027 pour la tomate.

- Une suspension semi-diluée : correspond a la formation d’un réseau percolé entre les
particules. Les particules ne sont pas libres de se déplacer ni de s’écouler. Elles sont en
interactions directes au repos. Le systéme a un seuil d’écoulement et la viscosité de
suspension augmente. Ce comportement a été observé pour des fractions volumiques
inférieure a 0,016 pour la carotte, 0,043 pour le brocoli et 0,0050 pour la tomate.

- Une suspension concentrée : correspond a un fort encombrement du systeme, les
particules remplissent tout I’espace disponible et sont obligées de se déformer et de
diminuer le volume pour s’accommoder a 1’espace disponible permettant ainsi

I’écoulement.
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Figure 2. Domaines de concentration des suspensions de particules végétales selon(Bayod, 2008). De gauche a droite : dilué,
semi-dilué et concentré

b) ROle de la taille et la forme des particules

La taille de particule est I'un des parameétres qui influence la viscosité des suspensions
végetales. Cependant les études qui lient la taille des particules a la viscosité des purées sont
souvent contradictoires, selon la matiere premiére caractérisée (espece végétale), le degré de
maturité du végétal, et les conditions de traitements thermiques ou mécaniques. Ces derniers
influencent la taille et la forme des particules (Lopez-Sanchez et al., 2011).

Pour le cas des tomates concentrées, certains auteurs (Tanglertpaibul and Rao, 1987) ont
montré que la distribution de la taille de particules intermédiaires et larges (0,686mm et
1,143mm) augmente la viscosité apparente et la limite élastique. L’amélioration de la surface
d’échange entre particules et un compactage efficace de ces derniéres pour créer un réseau
plus cohésif sont les hypotheses de fonctionnement du systéme. Cependant (Yoo and Rao,
1994) montrent que la viscosité est accrue lorsque la taille de particules est réduite. Et ils ont
expliqué cela en raison de la distance d’interaction plus courte entre les petites
particules(Lopez-Sanchez et al., 2011).

Le changement de viscosité de la purée ne dépend pas seulement de la taille, mais aussi de la
forme, la quantité et la déformabilité des particules et des interactions entre particules.

L’effet de la forme a été étudié par(Barnes, 2000): I’ajout de particules sous forme de tige, de
fibres ou de particules non sphériques est plus efficaces pour augmenter la viscosité que
I’ajout de particules sphérique (figure 3).
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Figure 3. Effet de la forme des particules sur la viscosité relative de la suspension(Barnes, 2000).




Dans le méme sens Cassandre Leverrier (2016) montre que la forme et la taille des particules
influent sur la viscosité des suspensions dans les domaines intermédiaires et concentrés. Les
purées contenant des amas de cellules (grosses particules de formes irrégulieres) présentent
des viscosités plus fortes que celles observées pour des suspensions ne contenant que des
cellules individuelles (particules de plus petites tailles, ayant des formes plus réguliéres.)

c) Le sérum et sa viscosité
Le sérum est la phase liquide continue qui composée d’eau et de maticres
solubles (principalement des polymeéres pectiques, et des sucres) qui lui conferent sa viscosité.
Les pectines présentent dans le sérum sont utilisées comme des indicateurs des changements
survenus dans la paroi cellulaire, car pendant le traitement thermique la pectine est solubilisée
a partir de la pulpe vers le sérum(Diaz et al., 2009).

Le sérum joue un réle majeur dans les modifications de texture. Il est principalement
influencé par les pectines. Lorsqu’on applique une homogénéisation a haute pression a des
purées de faible consistance, il y a une augmentation des poids moléculaire des pectines, ce
qui sous entends la création d’interaction entre des pectines dissoutes. Il y a également une
augmentation de la viscosité. Les interactions entre pectines sont donc une des bases des
modifications de texture de purées de tomate(Santiago et al., 2017).

L’effet n’est pas le méme pour le concentré. La viscosité du sérum diminue pendant les
phases de fabrication, et en particulier aux étapes ou la température de traitement atteint
90°/95°C, bien qu’il ait une augmentation de la concentration de pectines dans le sérum La
conservation de la structure des pectines a donc un réle sur la viscosité, tout autant que la
quantité solubilisée(Diaz et al., 2009).
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Figure 4. Changement de la viscosité de sérum pendant la concentration de jus de tomate(Diaz et al., 2009)

Bien que la viscosité du sérum contribue a la viscosité apparente de la purée, elle n’a pas un
effet de premier ordre sur celle-ci, son réle reste mineur par rapport a celui de la teneur en
pulpe. Ainsi la viscosité réelle (n réel) peut s’exprimer en suivant 1I’équation suivante :(Canti-
Lozano et al., 2000; Tanglertpaibul and Rao, 1987).

1 suspension

nréel = (eq.2)

n phase continue




I1. Procédé de fabrication

1) Les étapes de fabrication d’une purée de tomate
Les produits a base de tomate sont produits a partir des tomates tournantes a mures. A I’entrée
de I’usine, sur un échantillon témoin de la benne (environ 20 kg), les tomates sont classées en
fonction de leur maturité, du pourcentage de défauts (pourritures, présence de nécroses), et de
la propreté (présence de corps étranger, principalement des cailloux). Le "Brix’ (taux de sucre
soluble) est mesuré systématiquement pour calculer le prix d’achat par 1’usine. Lorsque le lot
est conforme, les purées sont fabriquées par les étapes suivantes :

a) Lavage
C’est une opération qui permet d’éliminer principalement les particules de terre ainsi qu’une
partie des micro-organismes et moisissures de contamination. Apres lavage, les tomates
passent par un ultime tri visuel. (Elimination des derniers corps étrangers tels que les tiges ou
les cailloux). Les opérations de tri sont réalisées de plus en plus souvent au moyen des trieurs
optiques, mais reste en grande partie manuel dans de nombreuses usines (Gould, 1992).

b) Broyage et raffinage
Les tomates triées passent dans un broyeur a marteau a une temperature de l'ordre de 70°c
pour I'obtention d'un mélange de jus, pépins et épiderme, qui est ensuite envoyé directement
vers ’étape de raffinage pour I’extraction a froid (Cold Break), ou vers une installation de
préchauffage suivie de I’extraction a chaud (Hot Break). (Gould, 1992).

c) Extraction
Les tomates sont ensuite passées a travers un extracteur (ou raffineur) pour enlever la peau et
les graines. Il consiste en un tamis circulaire dont les mailles varient entre 0,7mm a 4mm.
L’extraction de la purée peut étre effectuée avec un extracteur a vis ou a palette. Pour les
deux, la purée est poussée a travers le tamis. Cette étape affecte la taille des particules.
(Gould, 1992).

d) Désaération et concentration
Elle consiste a €liminer 1’air dissous en introduisant la purée dans une enceinte sous vide. Le
produit est alors chauffé a 40° environ. Couplé au vide, cette température permet d’évaporer
progressivement I’eau de la purée pour augmenter la viscosité et réduire la séparation du
sérum. Ce processus permet d’obtenir des purees entre 7 et 24% de solides solubles (ou
‘Brix’). (Gould, 1992),

e) Pasteurisation/ Stérilisation

L’objectif de ce traitement thermique est de porter le produit a une température 90-95°C pour
détruire tous les germes pathogenes et d’éliminer la population microbienne. La stérilisation
s’effectue aprés le remplissage si le produit est conditionné en petit contenant (boite,
bouteille) dans des autoclaves contenant de I'eau chaude a 90-95 °C, pendant un temps de
séjour d'environ 20 minutes, ou le plus souvent pour la pate de tomate, le produit est
directement transféré stérilement dans des poches stériles dont la taille varie de 5kg a 250kg
pour les stockages en fut. Ce dernier traitement permet d’assurer une conservation de longue
durée a température ambiante. (Gould, 1992).




2) Procédés Hot break ou Cold break
Ce sont les étapes clés pour déterminer la texture de la purée. Le procédé est appliqué sur les
tomates broyées en fonction du produit final désiré.

a) Procédé de « Cold break »
Les tomates sont broyées et raffinées a une température de 60-70 °C. Cette température est
insuffisante pour inactiver completement les enzymes pectinolytiques tel que la
polygalacturonase (PG) et la pectine-méthyl estérase (PME) (Gould, 1992).

La PME est une enzyme endogéne a la plupart des fruits et des légumes. Elle agit sur le
squelette de pectine qui est contenue dans la paroi cellulaire végétale. Son action consiste a
enlever le groupement méthyl présent sur les acides galacturoniques. Elle libére du méthanol,
des protons. En diminuant le degré de méthylation (DM), la pectine devient susceptible de
subir une dégradation supplémentaire par PG. La PME est inactivée completement par un
traitement thermique a 88°C pendant 20s.(Hsu, 2008; Van Buggenhout et al., 2009).

La PG est liée aux parois cellulaires. Elle catalyse 1’hydrolyse des liaisons a-(1-4)-
glycosidique des pectiques, Cette enzyme n’agit que sur des segments déméthylés de la
chaine de pectine elle provoque sa dépolymérisation et donc un changement de texture des
purées. L’inactivation compléte de cet enzyme est obtenue par un traitement a 93°C pendant 3
min.(Hsu, 2008; Sila et al., 2009)

b) Procédé de « Hot break »
Ici, a I’inverse la pulpe est chauffée immédiatement apres le broyage a une température autour
de 90-95°C, ce qui provoque une inactivation des enzymes et ainsi conserver les propriétés
texturants des pectines. Les purées HB sont naturellement plus visqueuses (Gould, 1992).

3) Influence du tamisage sur la viscosité
Le tamisage est une autre étape clé qui affecte la texture en modifiant la taille, la distribution
et ainsi que la morphologie des particules. L effet du tamisage dépend du tissu et de ’espece
végetale)(Lopez-Sanchez et al., 2011; Tanglertpaibul and Rao, 1987). Selon les conditions du
tamisage, les amas cellulaires et les cellules sont plus ou moins cassées. Un tamisage plus
puissant produit une texture plus lisse et homogene.

(Redgwell et al., 2008) Ont comparé I’effet de traitement mécanique (cisaillement) sur les
suspensions de cellule de 3 fruits: pomme, kiwi et tomate. Sur le kiwi il a pour effet de
séparer les amas de cellules en amas plus petits, en cellules individuelles et en fragments de
cellules. Pour la pomme le traitement a un effet plus léger car la plupart des cellules gardent
leur intégrité. Par contre pour la tomate, le traitement engendre une destruction totale des
cellules, dispersant dans le milieu des fragments de cellules et des particules de taille
colloidale.




Avant le traitement Apres le traitement

A) Pomme

B) Kiwi
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Figure 5. Effet du traitement mécanique sur la morphologie des particules végétales
en suspensions(Redgwell et al., 2008)

Dans le cas de jus de tomate la viscosité de jus est affectée par le diameétre des mailles des
tamis.

(Tanglertpaibul and Rao, 1987) Ont comparé la viscosité de deux purées de tomate qui ont été
obtenue a partir de deux tamis, qui différent par le diamétre de leurs pores.

Un tamis avec des mailles a 0,020 mm donne une purée ou concentré de tomate constituée
essentiellement de petite particules avec peu de grosses particules, ce qui engendre une faible
viscosité. Un tamis de 0,027mm permet de laisser passer des particules de plus grosses tailles
et donne a la fin une purée de forte viscosité.

Matériels et Méthodes

1) Matériel végeétal : deux variétés de tomate contrastées et 2 conduites de culture
Deux variétés de tomate ont été utilisées, TERRADOU et H1311, qui sont connues pour
fournir des purées a contrastées pour leur texture, lesquelles ont été conduites avec deux
niveaux d’irrigation : témoin (100% de remplacement de I’évapotranspiration des plantes) ou
sous déficit hydrique (remplacement de seulement 50% de 1’évapotranspiration).




2) Mesure de I’activité enzymatique des fruits (PG et PME)
Un lot représentatif de chaque variété (environ 20 fruits) a été lavés, puis une tranche centrale
de chaque fruit a ét¢ immédiatement congelée a 1’azote liquide, broyé a 1’aide d’un broyeur a
couteau et les poudres obtenues ont été conservées a -80°C. Les mémes poudres ont été
utilisées pour mesurer 1’activité polygalacturonase (PG) et pectine methyl esterase (PME).

Dosage de ’activité PG :

Cette coloration permet de doser ’apparition des acides galacturoniques libérés par action de
la PG sur une pectine commerciale déméthylée utilisée comme substrat standard.

Schéma récapitulatif de I’expérimentation
Extraction  0,50g Fruit broyé dans le tube Eppendorf + 1mL 0,2% Na,S,0s
5 mir#agitation 4°C
2 min centrifdgation 13000 rpm 4°C
Jeter surnageant + 1mL 0,2% Na»S,0s
5 mi*agitation 4°C
2 min centrifugation 13000 rpm 4°C
Jeter surnageant + 1mL Sol. Extraction
60 mi*n agitation 4°C
30 min centrif‘hgation 13000 rpm 4°C

Incubation (bain mairie 35°C)
1mL Sol. Substrat + 50uL extrait enzymatique

Dosage

100uL mélange incubation + 500uL tampon borate + 100 pLcyanoacetamidel%

v

10 min bain mairie 100°C
10r*in eau- glace
Mesure absorbance 200uL a A= 276 nm
Gamme d’étalonnage : ANNEXE A

Dosage de ’activité PME :

Le dosage s’effectue en neutralisant les fonctions acides d’une chaine pectique commerciale
qui sont libérées lors de leur deméthylation par I’extrait enzymatique.

Schéma récapitulatif de ’expérimentation :




0,50g d’échantillon dans un eppendorf +I1mL de solution d’extraction
2h agitation a 4°C

30 min centrifugation 13000 rpm 4°C

Transférer des aliquotes d’au moins 300ul d’extrait dans les nouveaux tubes eppendorf,
congeler avec I’azote et conserver a -80°C.

Préparation des solutions ANNEXE A

3) Transformation des tomates
Les purées de tomate utilisées dans cette étude ont été fournies par le CTCPA (Centre
Technique de la Conservation des Produits Agricoles, Avignon, France), et ont été fabriquées
par 2 procédés, CB et HB. Pour HB la température de traitement thermique était a 95°C et
pour CB a une température de 40°C pendant 10 min. Puis les purées de HB et CB ont été
stabilisées a 95°C pendant 5min. le raffinage a été effectué dans un tamis de 0,8mm.

4) Mesure de la viscosité des purées de tomate
La viscosité est mesurée a I’aide d’un rhéométre MCR301 (Anton Paar, Germany) équipe
d’un dispositif en hélice hélicoidal. Il est utilisé pour la purée de tomate a la place du
dispositif a cylindres coaxiaux utilises traditionnellement pour la purée de pomme (Espinosa
2012) Et cette mesure est effectuée a une température de 22,5°C.

Figure 6. Le mobile de mesure en hélice hélicoidale

L’échantillon est placé dans une chambre cylindrique dans laquelle est introduit le mobile
tournant. La mesure est effectuée a un gradient de cisaillement constant de 3s™.

5) Caractéristiques physico-chimiques des purées

a) Indice réfractométrique (Brix)
Le principe de mesure est basé sur la réfraction de la lumiére créée par les éléments solubles
du liquide qu’elle traverse, principalement sucres et acides organiques dans une moindre
mesure. La réfraction est proportionnelle a leur concentration. Cette mesure est effectuée a
une température ambiante. L’indice de réfraction est directement converti en équivalent




saccharose dans le milieu. La valeur lue s’exprime en degré brix (g de saccharose par 100 g
de solution). Environ 1 g de purée est placé sur la vitre du réfractométre (ATAGO). La valeur
est affichée directement sur I’appareil.

b) Matiére séche totale
La mesure consiste a mettre 3g de la purée de tomate dans une coupelle. Et puis de les
déshydrater dans 1’étuve a une température de 70°C pendant 3 jours. Le pourcentage de la
matiére séche est calculé par la formule suivante :

poids aprés 1'étuve

%Matiére séche = x 100 (eq.3)

Poids initial
c) Teneur en matiere seche structurelle ou MIA
La matiére insoluble a 1’alcool (MIA) représente le pourcentage massique de poudre
végetale apres élimination des molécules solubles en milieu hydro-alcoolique et de I’amidon.
Elle est principalement constituée des pectines, celluloses et hémicelluloses. Environ 1g de
poudre de purée de tomate lyophilisée est pesé, puis ajouté a 10ml d’hexane (pour éliminer les
caroténoides). Le mélange, est placé sous agitation (1minute), puis I’hexane est éliminé par
centrifugation (pendant 5min a 9000rpm). Le culot est placé dans 1’éthanol 96°, agité et porté
a ebullition pendant 30 min. Le culot est alors transféré sur un dispositif de filtration muni
d’une pompe a vide, puis rincé 1’alcool a 70% jusqu’a disparition des sucres solubles. Ces
derniers sont détectés dans I’effluent de ringage par un test au phénol. Les échantillons sont
enfin, repris deux fois dans un mélange acétone : eau et acide acétique (80%) puis avec de
I’acétone pure jusqu’a décoloration du surnageant. Puis la poudre obtenue est séchée dans une
étuve a 40°C pendant 2 jours.

Wmatériel insoluble sec

% paroi Cellulaire = (eq.4)

Wpurée initiale
d) pH et L’Acidité Titrable

Le pH est mesuré par immersion directe de la sonde de pH-metre dans la purée. La mesure est

s’effectuée 3 fois.

L’acidité titrable a pour le but de déterminer le pouvoir tampon de la purée di a la présence
d’acides organiques du fruit tels que les acides acétiques, citriques, et malique. Le dosage est
effectué par titration avec une base forte (NaOH 0,1N), jusqu’a neutralisation de 1’acidité du
fruit a un pH de 8,1. L’acidité titrable est s’exprimée en meq/100g.

6) Etude structurale des purées
Schéma général de protocole : ANNEXE B

Mesure de la fraction volumique : Les purées de tomate ont été centrifugées pour séparer le
sérum de culot : condition de centrifugation (300g de chaque échantillon (15min, 9000rpm)).

Séparation massique des constituants de la puréee en différente classes de particules :
tamisage a travers un tamis vibrant dont les mailles ont un diametre de 80pum. Le transfert est
aidé en ajoutant de 1’eau (environ 1 L). Le refus du tamis (qui contient les particules >80um
de diametre) est pesé, ainsi que son contenu en matiére seche. Les particules <80um en




suspension dans I’eau de lavage sont précipitées par centrifugation (15min a 5000rpm) Le
culot est récupéré, pesé y compris pour son poids sec et considéré comme la fraction de
particules <80um. Le poids sec due surnageant est déduit par différence avec les autres poids
secs relativement au poids sec déposé sur le tamis. Il contient essentiellement les éléments
solubles dans I’eau et une faible part de trés petites particules qui ne précipitent pas.

a) Granulométrie

Pour caractériser la distribution de taille des particules qu’elles contiennent, chaque fraction
est mesurée par granulométrie laser qui permet d’estimer la taille des particules dispersée dans
un liquide par diffraction de la lumiére. La technique de granulométrie laser, s’appuie sur
deux théories : la théorie de Mie, décrivant les phénomeénes de diffusion et la théorie de
Fraunhoffer dans le cas particulier de la diffraction de la lumiere.

Lorsqu’une particule est éclairée par un faisceau laser de lumiere incidente, cette lumiere peut
étre déviee ou absorbée en fonction de sa longueur d’onde et des propriétés optiques des
particules. La déviation de la lumiére est décrite par les phénoménes de la réflexion, la
réfraction et la diffraction (voir figure 7).

Rayon diffracté

Rayon réfléchi N

Rayon réfracté

Rayon transmis aprés
une réflexion interne Rayon transmis

>

Figure 7. Interaction de la lumiére avec une particule(Boualem, n.d.)

Une petite quantité de purée, ou des fractions isolées sont déposées dans 1’eau distillée,
utilisée comme dispersant, puis pomp¢ a travers [’appareil (MasterSiZe Malvern Instrument,
Ltd, UK). La vitesse de la pompe est réglée a 2030 rpm La sensibilité de I’appareil permet de
détecter des particules ayant des tailles de 0,1um -2000um. Chaque échantillon est mesuré 3
fois.

En raison de la forme irréguliére des particules, le résultat de la mesure est exprimé par le
diametre qu’aurait la sphere théorique de la particule. Une telle sphére est appelée sphere
équivalente. Des algorithmes de traitement d’image convertissent le signal en informations
granulometriques, distribution en taille et nombre ou volume de particules correspondant a
chaque taille. (Espinosa 2012) La taille des particules est généralement exprimée en diametre
sphérique équivalent et peut étre calculée en fonction du volume (ds3) ou de la surface
occupée par les particules (d32) .

Oa3 :Zi n1d14/ Zi nidi3 (eq 5)
ds2 =Y nidi3/ Y;nidiz2  (eq6)

Ou ni est le pourcentage de particules de diamétre di.




b) Microscope optique et macroscope
La taille réelle des particules a été également mesurées par microscopie optique pour les
particules <80um. L’observation est directe (sans coloration) aprés une dilution de la
préparation suffisante pour que les particules ne soient pas agglomérées. La préparation est
montée entre lame et lamelle est observée a travers un objectif x10, en utilisant un filtre de
polarisation de la lumiére incidente qui augmente le contraste entre les particules et le fond.
Les préparations sont prises en photo et la taille des particules de 15 champs optique est
analysée par analyse d’image.
Pour les particules >80um, la tailles de celles-ci est mesurée par macroscopie. L’observation
est s’effectuée sous UV (a 365nm) et dans une solution de Calcofluor.
La préparation de 50ml de la solution mére de Calcofluor & 1% : On peése 0,5g de Calcofluor
dans un bécher de 100ml et on complétera avec 50 ml d’ecau distillée et la mettre sur
I’agitateur magnétique chauffant. Apres la dissolution compléte du Calcofluor on ajoute de
I’hydroxyde de sodium 1M jusqu’a avoir un pH de la solution de Calcofluor a 1% a compris
entre 10-11.

La préparation de 0,25ml de I’échantillon dans une boite de pétri en ajoutant de 6ml de
Calcofluor (diluée au centiéme) et la placer sous I’objectif x10, proche de la lampe UV.

C) Analyse d’image

Les images numérisées sont analysées par le logiciel Imagel. Cette méthode permet la mesure
la taille des particules en commengant d’abord de définir une échelle qui permet de convertir
les pixels de I’image en en pm. Puis, I’image est convertie images en binaire (blanc pour les
objets et noir pour le fond en déterminant un seuil manuel qui est ajusté a un niveau tel que le
contour de chaque particule soit bien clair. Puis on fait une analyse particule qui permet de
calculer et mesurer la taille des particules présentés sur I’image ensuite on fait une distribution
pour avoir le nombre des particules en fonction de la surface de celles-ci.

7) Laviscosité du sérum
Le sérum a été récupéré a partir de la centrifugation initiale de la purée. Sa viscosité est
mesurée par le méme rhéomeétre que celui utilisé pour la purée, mais avec une géométrie a
double entrefer. Ce dispositif permet de doubler les surfaces de frottement et est donc adaptés
aux produits qui ont une viscosité faible. La courbe d’écoulement est réalisée entre 10 et 1000
s-1 (progression logarithmique en 8 min).

8) Approche statistique PLS-DA : recherche de corrélation entre variables et
viscosité

Au cours de cette étude plusieurs variables ont été mesurées et I’on cherche a relier leur
variation aux changements de viscosités. On cherche donc, une combinaison de variables qui
permet de créer un modele permettant d’expliquer la variation de viscosité. D’abord on
applique PLS (Partial Least Squares) entre les variables mesurées et les viscosités pour savoir
s’il existe un modeéle général a travers lequel on peut déterminer les variables qui affectent la
viscosité. Ensuite on réalise PLS-DA (discriminante Analysis) dont le but de savoir si
certaines des données observées sont plus particulierement impliquées pour discriminer les
échantillons issus de différentes variétés ou procédés. Ceci se fera en calculant des VIP, les
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variables importantes en projection, qui sont une classification de I’importance de chaque
variable pour le modéle.

Résultat

1) Activité enzymatique PME et PG
Activité PG (nkatal/g) Activité PME (nkatal/g)
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8 3000
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Figure 8. Activité enzymatique PME et PG dans les deux variétés de tomate utilisées.
Rouge : Terradou et Bleu : H1311

Pour les deux variétés, ’activité enzymatique est dominée par la PME. Elle est 400 fois plus
active que la PG. Par contre, les deux lignées présentent des profils opposés : La variété
H1311 affiche une plus forte activité PME que Terradou, de 600 nkatal/g, mais en revanche
Terradou affiche une plus forte activité PG 0,7 nkatal/g.

Pour pouvoir comparer, nous avons également mesuré 1’activité de ces deux enzymes pour la
pomme. L’activité PG mesurée était de 0,18 nkatal/g, soit environ 40 fois plus faible que la
tomate, et de 35 nkatal/g I’activité PME, soit environ 70 fois plus faible de la tomate.

2) Viscosité des purées expérimentales

La viscosité des purées de tomate (Pa.s)
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Figure 9. La viscosité de différents échantillons de purée utilisés
Rouge : H1311 et Bleu : Terradou




Comme attendus, les purées sont contrastées pour leur texture : les valeurs varient de 2.4 Pa.s
a 6.9 Pa.s. L’ANOVA indique que la variété, le niveau d’irrigation et le traitement ont tous
des effets hautement significatifs (p<10®). Comme attendu, les viscosités pour la variété
H1311 sont plus fortes 5.65 Pa.s.

La viscosité des purées stressées hydriques est moins forte pour les deux variétés. Terradou
est la variété plus sensible au stress hydrique pour une méme purée, les écarts sont plus
grands. Et enfin I’effet cuisson : comme prévu, HB est plus visqueux. Par contre 1’écart entre
HB et CB est plus fort pour H1311 (environ 2 points au lieu de 0.5 a 1 point pour Terradou).

3) Variations des caractéristiques biochimiques des purées

Les valeurs obtenues des différentes variables biochimiques : Annexe C
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Figure 10. Effet marquant de cuisson sur les variables pH et MIA

Les variables biochimiques ne présentent pas de variations majeures, toutes les valeurs étant
dans les mémes gammes. Pour % MS et IR le test ANOVA montre qu’il n’existe aucun effet
significatif (P>0,52 pour MS et P> 0,1372 pour IR) ni pour I’effet génotype ni pour 1’effet
cuisson sur ces deux variables, puisque toutes les purées sont initialement concentrées a 8
Brix. Par contre il y a un net effet du génotype sur le MIA (en moyenne 0,01%) et I’AT (en
moyenne de 1,9.10° %), mais des interactions avec le stress hydrique. Il apparait un effet
significatif du mode de cuisson : CB fait chuter le MIA et le pH. Ce qui semble logique vu la
réaction enzymatique.

4) La distribution massique du poids sec en différents classes de taille des
particules :
La purée a été séparée en 4 fractions constituantes : le sérum (séparé par centrifugation), les
petites et les grosses particules (séparées a I’aide d’un tamis a 80um) et les maticres solubles
(obtenues par différences).
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Tableau 1. Résultats obtenus par le tamisage :

Variété Traitem Cuisson sérum  petites grosses solubles

ent (%) particules (%) particules (%)
(%)

Terradou 100 CB 65,63 4,61 13,86 15,90
50 CB 65,91 3,57 8,00 22,92
100 HB 58,87 4,34 16,59 20,20
50 HB 63,55 5,14 13,53 17,77

H1311 100 CB 60,89 5,13 18,49 15,50
50 CB 58,56 7,82 16,84 16,78
100 HB 55,46 4,73 21,51 18,30
50 HB 53,80 5,33 20,48 20,40

Les résultats montrent qu’il existe des différences de répartition en masse dans chacune de ces
categories en fonction du génotype et du mode de cuisson. H1311 a tendance a fournir moins
de sérum et plus de grosses particules que la variété Terradou. Les variations sont moins
franches pour les petites particules et les matiéres solubles.

Taille des particules : La taille des particules obtenues par tamisage humide a été mesurée par
diffraction laser (mesure indirecte) et par observation optique (mesure directe) : microscopie
pour les particules <80um et macroscope (loupe) pour les autres).

Distribution de taille des particules
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Figure 11. Distribution des tailles de particules obtenues sur le tamis
a 80um (diffraction laser)




Distribution de taille des particules
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Figure 12. Distribution des tailles de particules traversant tamis
a 80um (diffraction laser)

La distribution des grosses particules, est monomodale et homogéne quelles que soient la
variété ou le traitement. La courbe s’étend de 100pum a 1200um, avec une valeur moyenne de
600um. Par contre la répartition des particules <80um est plus variable, montrant des courbes
monomodales ou bimodales, et des moyennes différentes en fonction du traitement et de la
variété, sans pour autant laisser apparaitre de tendance claire. Terradou CB montre des
particules plus petites que toutes les autres, mais H1311 CB et Terradou HB montre des
particules de taille similaires.

A noter que les résultats obtenus par diffraction laser, montrent des tailles de particule plus
grande que le diametre des pores de tamis (80um), a travers lequel elles sont passées. Ceci
peut s’expliquer soit par la déformabilité de cette classe des particules, (qui leur permet de
traverser les mailles en suivant le mouvement de 1’eau de ringage), soit par leur ré-
agglomération apres le tamisage lorsqu’elles sont en solution. Pour tenter de mieux interpréter
les résultats, les particules ont également été observées par observation optique directe (micro
Ou macroscopie).

a) Observation des petites particules au microscope
L’observation montre que 1’opération de tamisage a bien éliminé les fibres et les résidus de
cellules entiéres, puisque nous n’observons que des particules semblant correspondre a des
amas de contenus cellulaires. On obtient bien des amas des tailles variables. Le comptage et la
mesure des particules par analyses d’image montrent la méme tendance que les résultats du
tamisage. Les purées CB ont un plus grand nombre de particules plus petites (figure 13). Ce
résultat n’est en revanche pas corrélé avec les observations par diffraction laser.
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B Distribution de la taille des petites particules
de la variété Terradou en CB et HB
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Figure 13. Observation microscopique (10x) des petites particules de la variété Terradou (A) et H1311 (C). Et la distribution
de la surface des particules (B,D). Bleu : CB et Rouge : HB

b) Mesure des grosses particules par analyse macroscopique
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Figure 14. L’ observation des grosses particules au macroscope

Les images macroscopiques (aprés coloration des parois) montrent que cette fraction contient
principalement des cellules uniques, des morceaux de parois cellulaires, ainsi des
agglomérations cellulaires. La majorité des cellules ne sont pas sphériques et ont une forme
allongée. Il n’y a cependant pas de différences clairement visibles entre des préparations
issues de procédé HB/CB ou entre les deux variétés. 1l faut donc utiliser le comptage et la
mesure des particules par I’analyse d’image pour montrer des différences de distributions des
tailles.
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Figure 15. Distribution de la surface des particules de deux variétés (imageJ)

Les purées HB possedent toujours un plus grand nombre de grosses particules que les purées
CB et les purées de H1311 contiennent toujours plus de particules grande taille que les purées
de Terradou.

5) Evolution de la viscosité du sérum

La viscosité de sérum (mPa.s)
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Figure 16. La viscosité de sérum des purées étudiées
Rouge : Terradou et Bleu : H1311

La viscosité des sérums est nettement affectée par le procédé : celle des sérums HB varient de
3,75 a 5,11 alors que celle des sérums CB varient de 1,39 a 1,46. En revanche, la viscosité des
sérums est peu influencée par la variété ou le stress hydrique.

6) ldentification par analyse PLS-DA des variables impliquées dans les effets
variétaux et cuisson :
L’analyse PLS puis PLS-DA permet de conclure pour savoir si les variables que nous avons
mesurées varient conjointement avec la viscosité des échantillons, d’une part, et d’autre part si
ce sont les mémes variables qui sont impliquées dans les variations de viscosité dues a la
variété ou dues au traitement HB/CB.




a) Relation entre les variables mesurée et la viscosité de maniere générale :
Les résultats montrent tout d’abord une corrélation globale entre la viscosité et les paramétres
mesurés. Le modéle proposé est significatif avec un coefficient de corrélation R2 = 0,786 et
un facteur qualitatif Q2= 0,753. Ce résultat confirme que les variables choisies ont une
relation significative avec la texture des purées.

b) Relation entre la viscosité due aux variétés et les variables mesurées :
Un modeéle significatif, calculé a partir des variables mesurées, permet de discriminer les
échantillons issus des deux lignées. Les échantillons sont parfaitement discriminés (figure
17) : le modele prédit parfaitement 1’appartenance des échantillons a 1’un des deux groupes.
Le coefficient de corrélation (R?) est de 0.91 et le facteur qualitatif Q2 est de 0.81.
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Figure 17. Projection des échantillons selon les deux premiéres composantes
de la PLS-DA discriminant les variétés.

Le calcul des variables importantes en projection (VIPs) révéle que ce sont les proportions de
particules/sérum et la taille des particules qui sont les plus prises en comptes pour ce modele
(voir tableau n°2).

c) ldentification des facteurs et parameétres qui contribuent aux effets du procédé :
Comme pour la discrimination des génotypes, on peut calculer un modéle discriminant
parfaitement les echantillons suivant leur mode de cuisson (Rz = 0.98 et Q2= 0.811). Par
contre, les VIP révélent que ce sont d’autres variables qui sont impliquées, et en particulier la
viscosité du sérum (la plus influente), le MIA et le pH, qui ont effectivement toutes les deux
montrée un effet génotype hautement significatif.
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Figure 18. Projection des échantillons selon les deux premieres composantes
de la PLS-DA discriminant le procédé.
Tableau 2. Résultat du Calcul VIP

Variables VIP
Variété Procédé
Sérum 1.2002670 0,9967180
PP 0.7564627 0,6966835
GP 1.1895041 0,8545225
Solubles 0.4161363 0,5315970
DiamPP 1.3705148 0,8515683
DiamGP 1.5286339 0,7952872
Viscsérum 0.9565458 1,9036026
pH 0.7115644 1,3907004
IR 0.5430365 0,5741618
AT 1.2342785 0,9601121
MIA 0,8525194 1,1025324
MS 0.2777537 0,3548602
Discussion

1) Evolution de la viscosité en fonction de la varieté et/ou du procédé
L‘ANOVA appliquée aux résultats de viscosité montre que cette derniére est tres
significativement influencée par la variété (P> 1,197.10™%), mais également par le procédé
(P>1,556.10"). L’interaction cuisson x variétés est également significative dans une moindre
mesure, montrant que I’impact du procédé n’est pas tout a fait le méme pour les deux variétés.
Les viscosités des purées ‘H1311” sont plus forte que celles de ‘Terradou’, quel que soit le
procédé de fabrication. Ce résultat était attendu car les deux variétés sélectionnées n’ont pas le
méme intérét, H1311 est une variété utilisée pour la fabrication du ketchup (donc a fort
potentiel de viscosité). Par contre Terradou est une variété crée par INRA dans le but de
fournir un haut brix. Les produits HB sont plus visqueux que les produits CB. Et ce résultat
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est conforme a (Hsu 2008). Ce dernier a montré que la différence est attribuée a ’activité
enzymatique de la PME et de la PG et la solubilisation des pectines que celles-ci entraine.
L’impact du traitement CB sur la perte de viscosité est plus important pour H1311 que pour
Terradou. Le dosage de I’activité enzymatique des fruits montre qu’il n’y a pas de lien trés
direct entre D’activité enzymatique et les viscosités mesurées. La variété H1311 est
caractérisée par I’existence de plus d’activité de PME et moins d’activité de PG. La perte de
texture serait plus liée a PME. Mais il faut plus de points pour confirmer la relation.

2) Impact du procédé/variétés sur les autres variables caractéristique (Brix, pH...)

Le procédé a un effet tres significatif sur les variables physico-chimiques pH (p=0,00005822),
AT (p=0,0001387) et MIA de (p=0,002741). Une faible valeur de pH, et une plus faible
teneur en MIA pour CB est cohérent avec la dégradation enzymatique de la pectine, qui serait
responsable de la plus faible teneur en MIA des purées CB par rapport au HB. La dégradation
des pectines par PG libére de 1’acide galacturonique, et la déméthylation par PME libére une
fonction acide. Ces deux réactions contribuent donc a d’acidifier le milieu. Il y a également un
effet significatif de la variété sur D’acidité titrable (AT) (p=0,000001953), et le MIA
(p=0,011944), montrant que ces deux variétés ont des activités métaboliques différentes.

Les purées H1311qui ont une viscosité plus élevée, se distinguent des purées de Terradou par
une plus grande quantité de grosses particules. Mais leurs tailles sont plus petites que celles de
Terradou. Les données mesurées par granulométrie laser ne sont pas complétement cohérentes
avec celles observées au microscope. Mais il n’est pas facile de dire laquelle est la plus juste.
Le modéle de diffraction peut étre influencé par les différences de structures des particules
observées. Il n’y a pas de relation directe et absolue entre les observations de structure des
purées et les variations de viscosité. D’ou I'intérét de passer par la PLS-DA.

3) ldentification des facteurs et parameétres qui contribuent aux effets génotypes
Les facteurs les plus influent pour distinguer les échantillons issus de I'un ou 1’autre de
génotypes sont clairement des facteurs de structure : le diametre de grosse particule >diameétre
de petite particule> quantité de grosse particule présentée dans la purée> la quantité de sérum.
Les purées ‘H1311°, qui ont une viscosité plus élevée se distingue des purées ‘Terradou’ par
une plus forte proportion de grosses particules (20% au lieu de 12%). En revanche,
paradoxalement, leurs grosses particules ont une taille plus petite de 300 a 400um contre
400-450 um pour Terradou. Or la taille des particules est un élément déterminant pour la
viscosité de la purée de pomme (Espinosa 2012). En tomate, la relation taille/viscosité n’est
pas aussi claire. En effet, Tanglertpaibul et Rao(1987) ont étudié la relation entre la
viscosité et la taille des particules pour des concentrés de tomate fabriqués en utilisant des
tamis avec des ouvertures croissantes. Ils montrent également que la viscosité apparente est
plus élevée pour des ouvertures plus grandes, qui donnent des particules de plus grandes
tailles et en plus grand nombre. Par ailleurs, ils observent également que les plus petites
ouvertures peuvent entrainer une augmentation des viscosités. Ils les attribuent a plus
d’interactions de surface possible quand la taille des particules diminue, et & une meilleure
capacité de compactage de ces derniéres pour créer un réseau plus cohésif. Ce résultat est
cohérent avec nos résultats de PLS-DA qui montre que, aussi bien le diamétre des grosses que
celui des petites particules sont important pour discriminer les échantillons entre variétés.




4) ldentification des facteurs et paramétres qui contribuent aux effets procédés
Aussi bien les résultats d’ANOVA que ceux de la PLS-DA montrent que les paramétres
essentiels qui discriminent les purées issues de procédé HB ou CB sont principalement la
viscosité du sérum, le pH et I’AT. Ce résultat est cohérent avec le fait que le procédé de cold
break permet aux enzymes PME et PG de dégrader les pectines. Cette action diminue la
quantité de MIA, et contribue a réduire la viscosité de sérum. La baisse de pH est une
conséquence de I’activité enzymatique. Ce résultat est en accord avec qui montrent qu’une
augmentation de la solubilisation des pectines coincide avec la diminution de la viscosité du
sérum des concentrés de tomates.

Conclusion et perspectives :

L’objectif de mon travail était d’identifier des paramétres ou les facteurs qui affectent la
texture d’une purée de tomate et de déterminer ceux qui sont liés au procédé de fabrication et
ceux qui sont liés au génotype.

Pour atteindre notre but deux variétés de purée ont été sélectionnées ont été fabriqués de deux
procédés différents. Et différente techniques et appareils ont été mis en route (Rhéometre,
tamisage, microscope, macroscope ...) et cette stratégie nous a permet de définir Trois
paramétres clés qui ont I’impact sur la texture de purée de tomate :

v’ Lataille des particules
v’ La quantité de particules
v Laviscosité de sérum

Les 2 facteurs : la taille et la quantité des particules sont liés au effet de génotype par contre la
viscosite de sérum au effet de procéde.

Les perspectives :

v’ Etude détaillée des caractéristiques de la paroi cellulaire
v/ Utilisation des tamis avec des pores de diametres différentes et comparé les
comportements des purées obtenus a parti de chaque tamis.
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Résumé

Cette etude a pour le but de déterminer les paramétres qui ont un impact sur la viscosité de
purée de tomate. Dans ce but, 8 échantillons ont été fabriqué a partir de deux variétés de
tomate Terradou et H1311 et par deux traitements thermique différents (hot break et cold
break). La purée est une suspension de particule dispersee dans une phase aqueuse (serum).
Les résultats expérimentaux obtenus montrent que pour un traitement thermique de
température (60-70°C) (Cold break) les enzymes PME et PG dégradent la pectine de la paroi
cellulaire de tomate ce qui contribue a la fabrication d’une purée de tomate moins visqueuse.
Le traitement hot break ne permet pas I’activité enzymatiqueet donc donne un produit plus
visqueux. Et cela a été confirmé par le dosage des MIA. Pour mieux comprendre les
paramétres qui contribuent aux effets du procédé et aux effet de génotype, une étude des
caractéristiques des éléments constitutifs de la purée par un tamisage humide a été effectué en
utilisant un tamis de diamétre 80um qui permet d’obtenir deux fractions des particules :
supérieure a 80um et a inférieure a 80um. Les résultats obtenus ont montré ’existence d’une
corrélation entre la viscosité et les résultats du tamisage Ils révelent une corrélation entre la
viscosité de la purée et la quantité des grosses particules qui ont une taille (300um-400um)
présente dans la purée et la quantité de sérum. Plus la viscosité est élevée plus la proportion
de de grosses particules est élevée et plus la quantité de sérum est faible. Ces résultats ont été
confirmés par la granulométrie laser et 1I’observation macro et microscopique des particules.

Mots clés : Purée de tomate, Cold break, Hot break, Viscosité

Abstract

This study aimed at determining the physicochemical parameters affecting the tomato puree
viscosity. For this purpose, 8 samples were produced from two tomato varieties Terradou and
H1311 and underwent two different heat treatments (hot break and cold break). The tomato
puree is defined as a suspension of dispersed particles in an aqueous phase (serum).
Experimental results show that for a heat treatment at temperatures ranging from 60 to 70°C
(Cold break), PME and PG enzymes degraded the pectin which contributes to the production
of a less viscous tomato puree. However, for the temperatures ranging between 90 and 95°C
(Hot Break), the enzymatic activity of PME and PG is avoid keeping the cell wall’s pectin
intact and thus giving a more viscous product, which was confirmed by the results obtained
by MIA. To better understand the parameters involved, and which contribute to the effects of
both the process and the genotype, a study of the characteristics of the puree’s components
was carried out using a wet sieve with 80-um meshes which provides two fractions of
particles as follow: higher than 80 pum and below 80 um. These results showed that the tomato
puree, whose viscosity is high, is the one which had the greatest amount of large particles
whose sizes ranged from 300 pm to 400um, and characterized by a small quantity of serum.
These results were confirmed by laser diffraction and direct optical observation. According to
this study, the major parameters affecting the puree viscosity regarding the varieties was
mainly the particle size, and the content of biggest particles, while modification of viscosity
regarding the process was mainly related to serum viscosity.

Key words: tomato puree, cold break, hot break, viscosity
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2-3-2 Matériel analysé

Chair de fruit (abricot) congelé a -80 °C et broyé a I'azote liquide.

3 - MODE OPERATOIRE

3-1 Préparation des solutions et tampons

a) Préparation du substrat : démethylation de la pectine de pomme

Mélanger 12 g de pectine de pomme dans 1 L H,0 & 4°C.

Ajuster a pH=12 avec NaOH 1N (il faut environ 30-50 mL) pendant les deux
premiéres heures de dissolution.

Laisser une nuit sous agitation a 4°C.

Ajouter HCI 0.1N jusqu’a pH=4.5.

Ajouter 3 L d’éthanol 96° pour gélifier la pectine.

Filtrer le mélange dans un fritté gros (20) sous vide.

Laver le fritté par échange de solvant : 2x Ethanol 60°, 2x Ethanol 96° et 2x Acétone.
Sécher complétement le fritté a I'étuve (40-50°C) plusieurs jours.

Garder la pectine démethylée (pectate) dans un dessiccateur.

b) Solution substrat : Pectate 0.3% dans tampon acétate 0.05 M pH 5.0 — azide de sodium

0.01%

Acétate de sodium 0.05 M : 0.410 g acétate de sodium (anhydre) dans 100 mL H.O.
Acide acétique 0.05 M : 143 pL acide acétique glacial dans 100 mL H.0.

Solution substrat: 0.3 g pectate dans 70 mL acétate de sodium 0.05 M et 30 mL
acide acétique 0.05 M. Agiter toute la nuit a 4°C.

Pour conserver la solution plusieurs semaines (& 4°C), ajouter 0.01 g azide de

sodium (NaNs3)

Attention avec la manipulation de I'azide de sodium, il est trés toxique !

¢) Solution d’extraction : Tampon acétate 0.2 M pH 5.6 — NaCl 1 M — 1% PVPP

- Pour 100 mL: dissoudre 1.49 g acétate de sodium, 103 pL acide acétique, 5.84 g NaCl
et 5.84 g PVPP, et ajouter H20 jusqu’a 100 mL (fiole jaugée). Le PVPP ne se dissout

pas, il reste en suspension.

- A conservera 4 °C.
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d) Tampon borate 0.1 M pH 9.0

- Pour 100 mL: Dissoudre 3.81 g de tétraborate de sodium décahydrate dans ~80 mL H,O
(il faut chauffer un peu). Ajuster pH 9.0 avec HCI 1.2 N et ajouter de I'eau jusqu’a 100
mL (fiole jaugée).

- A conserver & 4 °C dans une bouteille brune protégée avec une feuille d'aluminium.

A 4 °C le tampon borate forme des cristaux. Avant son utilisation, chauffer doucement le
tampon et mélanger jusqu'a sa dissolution.

e) Solution 2-cyanoacetamide 1%
- Pour 100 mL: dissoudre 1.00 g de 2-cyanoacetamide dans 100 mL H2O.

- A conserver a 4 °C dans une bouteille brune protégé avec une feuille d'aluminium.

f) Gamme d'étalonnage d’acide monogalacturonique

- Solution mére d’acide monogalacturonique 16000 uM:
dans une fiole, peser 33.9 mg d’acide monogalacturonique et compléter a 10 mL
avec le tampon acétate 0.05M pH 5.0

- Tampon acétate 0.05M pH 5.0:
Mélanger 100 mL de tampon acétate 0.05M pH 5.0 et 100 mL d’acide acétique
0.05M, si besoin ajuster le pH a 5.0

Préparer chaque jour les points de gamme a partir de la solution mére :

Point de
gamme

GO G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Volume eau
UP (uL) 1000 995 990 980 950 925 900 800

Volume
solution mére | 0 5 10 20 50 75 100 | 200
(L)
Concentration | 80 160 | 320 | 800 | 1200 | 1600 | 3200

glucose (g/L)

3-2 Extraction

Les sucres sont des interférents de I'analyse qui provoquent des variations inattendues et
aléatoires des résultats. C'est pour cela qu’une premiere étape de ringage avec 0.2%
Na2S205 (x2) est nécessaire, notamment pour les fruits (ex. abricot).

a) Rincage

- Peser 0.5 g d'échantillon (frais et récemment broyé ou broyé a I'azote et conservé a -
80°C) dans un tube eppendorf 2 mL et ajouter 1 mL de Na»S,0s 0.2% (0.2 g Na,S,0s
dans 100 mL H20) a 4 °C. Bien mélanger au vortex. Conserver les tubes dans une boite
contenant de la glace.
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Agiter au vortex avec I'adaptateur multitube (position vitesse 3) pendant 5 minutes dans la
chambre froide et puis centrifuger a 13000 rpm (16,000 g) pendant 2 min a 4 °C.

Jeter le surnageant et rajouter 1 mL de Na2S205 0.2% a 4 °C. Bien mélanger au vortex.

Répéter I'agitation au vortex avec I'adaptateur multitube (position vitesse 3) pendant 5
minutes dans la chambre froide et centrifuger a 13,000 rpm pendant 2 min a 4 °C.

Jeter le surnageant et rajouter 1 mL de solution d’extraction a 4 °C. Bien mélanger au
vortex.

b) Extraction

Agiter au vortex avec I'adaptateur multitube (position vitesse 3) pendant 1 heure dans la
chambre froide puis centrifuger @ 13000 rpm durant 30 min & 4 °C.

Garder des aliquotes (min. 100 pL) du surnageant (extrait PG) dans des tubes eppendorf
a bouchon a viser, plonger dans I'azote liquide et garder a -80°C jusqu’a l'analyse.

3-3 Analyse activité PG.

Le tampon borate cristallise & 4°C, le sortir et chauffer légérement pour dissoudre tous les
cristaux avant utilisation.

La dilution de I'extrait PG avec la solution de NaCl 1M dans la solution substrat permet avoir
une concentration de NaCl finale approprié pour ne pas inhiber 'activité PG, sans besoin de
dialyse des extraits.

a) Incubation

Placer 2 eppendorfs (1.5 mL) par échantillon dans le thermomixeur Eppendorf (si 2
réplicats par échantillon) avec 1000 pL de solution substrat. Fixer la température & 35 °C
(température optimale pour la PG de I'abricot, a tester pour d’autres fruits).

Ajouter 50 pL d'extrait PG dans I'eppendorf (mélange enzyme-substrat), vortexer
légerement, démarrer le chronométre et laisser incuber le mélange dans le thermomixeur
(agitation 400 rpm).

Préparer un tube en verre (hémolyse, 10 mL) avec 500 uL de tampon borate pour chaque
réplicat et temps d’incubation & analyser ainsi que pour chaque point de la gamme étalon.

Prélever 100 uL du mélange enzyme-substrat a 3 temps d’incubation différents (au moins)
et les disposer dans un tube en verre avec du tampon borate (arrét de la réaction
enzymatique).

Les temps d’'incubation sont fonction de I'activité PG des extraits.

Pour la tomate, 30, 60 et 90 min peuvent étre suffisantes.

Pour I'abricot, des longues incubations d’au moins 24h sont nécessaires.

Pour la pomme, des incubations de 6, 24 et 30 heures sont nécessaires.

Gamme étalon : Ajouter 100 pL des solutions d’acide galacturonique dans des tubes avec
500ul de tampon borate. Continuer comme avec les échantillons.

3
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b) Réaction groupes réductrices-cyanoacétamide

- Ajouter 100 pL de solution de 2-cyanoacétamide 1% et vortexer légérement.
- Placer les tubes dans un bain mairie a 100 °C pendant 10 min.

- Refroidir les tubes dans I'eau-glace (10 min environ).

¢) Lecture absorbance (spectrophotométre a microplague).

- Transférer 200 uL des points de gamme et des échantillons dans une microplaque UV.

- Mesurer l'absorbance & 276 nm, a température ambiante (moyenne de 3-4 points
centrales).

4 — RESULTATS, CALCULS ET EXPRESSION DES RESULTATS

Une unité d’activité (U) PG est définie comme la quantité d’enzyme que produit 1 ymol de
groupes réducteurs par minute a partir de I'acide polygalacturonique & pH 5.0 a 35 °C.

- Créer la courbe d’étalonnage avec les valeurs d'absorbance de la gamme étalon. On
admet que la concentration d'acide monogalacturonique est proportionnelle a celle
des groupes réducteurs.

Abs =a x C(uM) + b

- Pour tous les temps d’incubation, calculer la concentration de groupes réducteurs
générés avec la courbe d'étalonnage (UM) et construire la courbe UM (axe Y) —
minutes (axe X) :

C(uM) = a’ x t(min) + b’

Ecarter les premiers points de la cinétique si la pente n’est pas linéaire au debut (si
c'est le cas, I'absorbance est dll a la présence des sucres ou des autres interférents,
ce n'est pas l'activité enzymatique). C'est pour cela qu'il est nécessaire de faire au
moins trois temps d'incubation différents.

La pente de la courbe de tendance (a’) est le débit en umol L' min™' dans la solution
d’incubation.

- Calculer I'activité PG dans I'échantillon en utilisant les facteurs de dilution :

Volume du substrat = 1 mL
Volume de I'extrait = 0.05 mL
Volume de l'incubation = 1.05 mL
Aliquote d’extrait : 50 uL = 0.05 g

Masse de la solution d’extraction = 1 g
Masse d’échantillon =m =0.50 g
Masse totale de I'extrait=1.50 g

,;Lmol>< 1L ><1.050mLX1.5g
Lmin 1000mL 0.050mL 0.5g

U (umol.min™.g")=a

E
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2-2 Réactifs et solvants

Nom Qualité ou référence Dangerosité N° CAS
Prolabo (VWR) . ;
Clorure de sodium 27810.295. Réf. INRA | Nt g:zatr‘]’;‘;r;’fsmnce niun | 7647145
271. )
Hydroxyde de sodium | Dilutions de NaOH “ ) 1310-73-2
concentré Provoque des brdlures de la peau
et des |ésions oculaires graves.
Pectine de pomme ou i ;
de citrus (70-75% Sigma 76282. ::fatn p:za‘r‘]”eer:ﬁf“ance ntun | 9000-69-5
esterification) 9 9 )
Phosphate de potasium
monobasique anhydre 7778-77-0
(KH2PQOy4)
Phosphate de sodium
dibasique anhydre 7558-79-4
(NazHPO.)
2-3 Matériels

- Fioles jaugées (10, 100, 1000 mL)
- Vortex et adaptateur pour des tubes eppendorf

- Centrifugeuse et rotor pour des tubes eppendorf.
- Bain marie avec circulation
- Double enveloppe avec tuyaux connectés au bain marie.

- Titreur

3 - MODE OPERATOIRE

3-1 Préparation des solutions et tampons

a) Tampon d’extraction: Phosphate 0.2 M — NaCl 1 M pH 7

- Pour 100 mL : Dissoudre 2.84 g phosphate de sodium dibasique anhydre (Na;HPOQ),
0.94 g phosphate de potasium monobasique anhydre (KH2.PO,) et 5.84 g NaCl (dans un
bécher avec ~90 mL eau distillée). Ajuster a pH 7 et puis ajuster le volume a 100 mL

avec une fiole jaugée.

- A conserver a 4 °C.

b) Solution substrat :

- Pour 100 mL : Dissoudre 0.35 g pectine de pomme et 0.684 g NaCl dans un bécher,
compléter avec de I'eau distillée. Agiter vivement et chauffer trés légérement pour bien

dissoudre la pectine.

- A conserver a 4 °C 1-2 jours

E
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a)

b)

c)

3-2 Extraction

La solution d’extraction cristallise au réfrigérateur, la sortir et dissoudre les éventuels
cristaux avec un agitateur magnétique.

Préparer autant de tubes eppendorf de 2 mL que d’échantillons et les placer dans la
glace.

Peser 0.50 g d'échantillon (broyé et conservé a -80 °C), utiliser 'azote liquide pour
manipuler la poudre a -80°C.

Ajouter 1 mL de solution d'extraction, mélanger bien au vortex et laisser sous agitation
pendant 2 h & 4 °C (vortex avec adaptateur pour des eppendorfs en chambre froide).

Centrifuger a 16,000 g (13,000 rpm) durant 30 min a4 °C.

Transférer des aliquotes d’au moins 300 uL d'extrait dans des nouveaux tubes eppendorf,
congeler avec I'azote et conserver a -80 °C.

3-3 Dosage de l'activité pectin methyl esterase (PME)

Préparation titreur :

Installer la burette de 5 mL branchée a la bouteille contenant de la soude NaOH 0.1 N.
Démarrer le logiciel « Tiamo ».

Purger la burette : Dans les options « Manuel » — choisir « Moteur de burette » — dans
'onglet « Préparer » taper sur « Start ».

Calibrer électrode : « Poste de travail » — Dans la fenétre « Analyses » — Données
d’échantillon : méthode calibration (suivre les indications).

Préparation incubation (Document 2 informations complémentaires) :

Brancher la double enveloppe au bain mairie et la placer sur I'agitateur 801.Remplir la
double enveloppe d’eau et poser un bécher (de 25 mL) a I'intérieur.

Ajouter 20 mL de solution substrat dans le bécher, avec un petit barreau et démarrer
I'agitation (« Manuel » — Arbre : Agitateur 1 (801) — Vitesse : 3)

Attendre que la solution substrat atteigne 35 — 35.5 °C (contréler a I'aide d’'une sonde a
température). Pour cela, il faut avoir le bain mairie réglé a 36-37°C, en fonction de la perte
de température au cours des tuyaux.

Décongeler I'extrait enzymatique (gardé a -80°C) dans le bain mairie en agitant le
contenu.

Lancer essai enzymatique (Document 3 informations complémentaires):

« Poste de travail » — Fenétre: « Analyses » — Dans les « Données d’échantillon »,
choisir méthode « cinétique enzymatique PME » et identifier échantillon.

Taper sur « Start ». Ensuite le titreur ajoute du NaOH 0.1 N jusqu’a que la solution
substrat atteigne pH 7.

Attendre la demande du logiciel « ajouter extrait enzymatique » et ajouter 250 uL d”extrait
(si nécessaire, adapter le volume en fonction de I'activité de I'extrait). Si le pH descend ou
monte en dehors de la palge 6.9-7.0, il est recommandé de I'aider a rétablir le pH a
environ 6.9 avec de I'ajout d’HCI ou NaOH dilué.

La cinétique s’arréte automatiquement aprés 30 min.
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d) Copier points de la titration :

- « Base données » — Choisir essai dans la fenétre « table des déterminations » — taper
sur l'onglet « cinétique » dans la fenétre « Courbes 1 » — sur la courbe, entrer dans la
liste des points de mesure (clic droit). Les points de mesure peuvent étre sauvegardés
dans un fichier Wordpad et mis sur Station pour travailler ensuite avec Excel.
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ANNEXE B

Schema general de protocele d'emde structurale des purees

[Fililgda U'schantillon (6X30g) : Cantrifugation {1 3min a 2000 rpm) I

| |
=] ()

Viscosits dz sérum Tamisagz humids
(mmPa.5) (1L 4'zau)

[ Partienlas E0pm < J[ Particules §0pm= ]

Creanulométris

Grranulométriz hlatizea
Sachs
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ANNEXE C :

Tableau: les caractéristiques biochimiques des purées utilisées

Variété Traitem  Cuisson pH IR% AT MS% MIA%
ent (meq/1009)
Terradou 100 CB 420 86 8,96 9,20 0,18
Terradou 50 CB 419 89 8,75 8,17 0,16
Terradou 100 HB 431 87 8,16 9,22 0,19
Terradou 50 HB 440 84 7,73 7,67 0,17
H1311 100 CB 421 81 7,50 7,78 0,18
H1311 50 CB 427 9,0 8,06 9,73 0,18
H1311 100 HB 441 8,0 7,12 9,25 0,21
H1311 50 HB 439 8,6 6,69 9,39 0,19

PS : MIA% c’est par rapport a la matiére séche.




