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Résumé

Le présent travail porte sur la valorisation des feuilles d’Olea europaea (olivier) par
I’extraction de pigments naturels chlorophylliens et leur incorporation dans des pates
alimentaires artisanales de type spaghetti. L’étude a débuté par une caractérisation
biochimique des feuilles, incluant la détermination de la teneur en eau, de la teneur en
cendres, 1’extraction de la chlorophylle, sa caractérisation par chromatographie sur couche
mince (CCM), ainsi que 1’évaluation de sa stabilité thermique. L’extrait chlorophyllien obtenu
a ensuite été¢ incorporé dans une formulation de spaghetti, dont la qualité technologique et
culinaire a été évaluée a travers la détermination du temps optimal de cuisson, de I’indice de
gonflement et de 1’épaisseur. Des analyses microbiologiques ont également été réalisées afin

de rechercher les levures, les moisissures et la flore totale aérobie mésophile.

Les résultats ont révélé une teneur en eau de 56,29 + 2,27 % et une teneur en cendres de
4,83 + 1,44 % pour les feuilles d’olivier. La présence majoritaire de bandes vertes sur la
plaque de CCM confirme la richesse de l’extrait en pigments chlorophylliens, avec un
rendement global d’extraction de 0,06 % en chlorophylles a et b. Les chlorophylles extraites

ont montré une bonne stabilité thermique entre 25 et 60 °C, sans dégradation significative.

L’évaluation de la qualité culinaire des spaghettis enrichis en chlorophylle (E1) a mis en
¢vidence un temps optimal de cuisson de 7 minutes, inférieur a celui des échantillons
commerciaux SIM (10 minutes) et Safina (11 minutes). L’échantillon E1 a également présenté
le temps le plus court pour la disparition de la ligne blanche centrale, indiquant une cuisson
plus rapide. La teneur en humidité des spaghettis variait entre 10 % (E3) et 14,16 % (E1). Sur
le plan microbiologique, ’échantillon E1 a présenté une charge de 2,4 x 10* UFC/g en
levures et moisissures, contre 4,7 x 10° UFC/g pour E2 et 1,9 x 10* UFC/g pour E3. Les tests

de stabilité ont permis d’estimer une durée limite de consommation de 8,16 mois.

Cette ¢étude met en évidence le potentiel des feuilles d’Olea europaea comme source
naturelle de pigments valorisables dans 1’¢laboration d’aliments fonctionnels, offrant ainsi une
approche innovante de valorisation des sous-produits agricoles en réponse aux attentes

croissantes des consommateurs en matiére de santé et de durabilité environnementale.

Mots-clés : Olea europaea, chlorophylles, extraction, pates alimentaires, valorisation,
colorants naturels.
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Abstract

This study focuses on the valorization of Olea europaea (olive) leaves through the extraction
of natural chlorophyll pigments and their incorporation into artisanal pasta, specifically
spaghetti. The research began with a biochemical characterization of the leaves, including
determination of moisture content, ash content, chlorophyll extraction, characterization by
thin-layer chromatography (TLC), and evaluation of thermal stability. The obtained
chlorophyll extract was then incorporated into a spaghetti formulation, whose technological
and culinary quality was assessed through determination of optimal cooking time, swelling
index, and thickness. Microbiological analyses were also performed to detect yeasts, molds,

and total aerobic mesophilic flora.

The results revealed a moisture content of 56.29 + 2.27% and an ash content of 4.83 + 1.44%
in olive leaves. The predominance of green bands on the TLC plate confirmed the richness of
the extract in chlorophyll pigments, with an overall extraction yield of 0.06% for chlorophylls
a and b. The extracted chlorophylls exhibited good thermal stability between 25 and 60 °C,

without significant degradation.

Culinary quality evaluation of the chlorophyll-enriched spaghetti (E1) showed an optimal
cooking time of 7 minutes, shorter than that of the commercial samples SIM (10 minutes) and
Safina (11 minutes). E1 also had the shortest time for the disappearance of the central white
line, indicating faster cooking. Moisture content of the spaghetti samples ranged from 10%
(E3) to 14.16% (E1). Microbiologically, sample E1 had a yeast and mold count of 2.4 x 10*
CFU/g, compared to 4.7 x 10> CFU/g for E2 and 1.9 x 10* CFU/g for E3. Shelf-life tests

estimated a consumption limit of 8.16 months.

This study highlights the potential of Olea europaea leaves as a natural source of pigments for
functional food development, providing an innovative approach to valorizing agricultural by-
products in response to growing consumer demands for health and environmental

sustainability.

Keywords : Olea europaea, Chlorophylls, Extraction, Pasta, Valorisation, Natural colorants.
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Introduction générale

Au cours des dernieres décennies, l'oléiculture et I'oléologie ont connu une évolution
considérable. Cette progression a particulierement conduit a des changements significatifs a
tous les échelons de la chaine de production oléicole (Roussos et al., 2009). L'Olea europaea
L, communément connu sous le nom d'olivier, figure parmi les arbres fruitiers les plus
significatifs dans les nations méditerranéennes. L'olive, I'huile d'olive et les feuilles d'olivier
possedent une histoire nutritionnelle et médicinale riche (Ghanbari et al., 2012), ce qui rend
leurs recherches particuliérement captivantes dans les secteurs de la santé et de l'industrie

agroalimentaire (Aouidi, 2012).

La culture de 1'olive (Olea europaea, L.) est exercée depuis 1'époque préhistorique. En
outre, on la retrouve fréquemment dans les régions arides et semi-arides du bassin
méditerranéen (Vacheron, 2013). Dans ce cadre, Angles (2012) a pergu 1'olivier, symbole de la
Meéditerranée, comme un composant essentiel des paysages méditerranéens. Il est possible que
cette culture trouve ses origines soit au Moyen-Orient, soit en Asie mineure (Candolle, 1883;

Lavee, 1992). Pres de 98% des plantations d'oliviers se situent dans la zone méditerranéenne.

L'oléiculture et la production dhuile d'olive constituent des activités agricoles et
¢conomiques cruciales pour les nations méditerranéennes. Selon Donoso-Bravo et al. (2016),
plus de 65% des terres mondiales dédiées a la culture des oliviers se trouvent en Europe, tandis
que Valta et al. (2015) indiquent que cette région produit 72% des olives mondiales. Les pays
principaux de production a I'échelle mondiale incluent I'Espagne, 1'talie et la Grece, tandis que
la Turquie, le Maroc, la Tunisie et la Syrie suivent dans une mesure moins importante (Rahmani
et Zrira, 2017). La culture et I'exploitation des oliviers sont influencées par divers éléments,
tels que la fertilité du sol, I'acces a l'irrigation et les conditions météorologiques.

Les pigments sont des molécules essentielles pour conférer de la couleur aux objets qui
les contiennent. Grace a leur aptitude a réfléchir certaines longueurs d'onde de la lumiere tout
en absorbant d'autres. En effet, ils sont a I'origine de la belle teinte verte des feuilles, du brillant
orange des carottes et du rouge vif des tomates. Ces pigments sont présents dans toutes les
plantes, qui en ont besoin pour se prémunir contre le soleil, attirer des animaux et des insectes
pour la dispersion de leurs graines, et aussi pour réaliser la photosynthése avec succes. Ce

mécanisme essentiel leur donne la capacité de générer leur propre alimentation en
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utilisant 1'énergie solaire. On distingue trois types majeurs de pigments dans les plantes : les

chlorophylles, les caroténoides et les flavonoides (Davies, 2004).

Les pigments naturels autorisés issus de plantes ont plusieurs désavantages, tels que leur
instabilité face a la lumicére, a la chaleur ou a un pH défavorable, leur faible solubilité dans 1'eau
et leur disponibilité limitée tout au long de 1'année. Cependant, les pigments générés par des
méthodes microbiologiques offrent une option alternative aux pigments synthétiques qui
pourraient étre toxiques. Ils bénéficient de la profusion, de la streté d'emploi, de la simplicité
et de la promptitude du développement du microorganisme producteur sur un substrat

économique, ainsi que de la biodégradabilité (Cho et al., 2002).

La couleur recele d'immenses possibilités commerciales dans les domaines de
l'alimentation, de l'agriculture, de la cosmétique, du textile, de la pharmacie et des
nutraceutiques (Grewal et al., 2022). Toutefois, l'utilisation non régulée de colorants
synthétiques dans le secteur industriel peut entrainer des dangers significatifs pour la santé
humaine et constituer une source de pollution environnementale. Par conséquent, il y a un intérét
global pour 1'¢laboration de méthodes de production de pigments a partir de ressources
naturelles (Unagul et al., 2005), en particulier, les plantes et les micro-organismes (Mizukami

et al., 1978 ; Papageorgiou et al., 1979).

L’objectif principal de ce travail est d’extraire des pigments naturels, en particulier a partir
de I’olivier, et d’étudier leur potentiel d’incorporation dans les aliments en tant qu’alternatives
aux pigments synthétiques. Cette approche s’inscrit dans une perspective de valorisation des
ressources naturelles et de développement de produits alimentaires plus sains et respectueux de

la santé du consommateur.

Le présent mémoire est structuré en deux parties complémentaires. La premiere partie,
théorique, est consacrée a des généralités sur I’olivier, les pigments naturels ainsi que les
aliments enrichis en pigments. La seconde partie, pratique, porte sur les résultats expérimentaux
obtenus, suivis d’une discussion approfondie, et se conclut par une conclusion générale ainsi

que les références bibliographiques.
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I.1. Définition

L'Oléastre est un arbre qui fait partie de la famille des Oléacées. L'Ol¢éastre est un arbuste
épineux dont les fruits sont généralement de petite taille. Il se présente sous deux formes

morphologiquement indistinguables : indigene et férale (Besnard et Bervillé, 2000).

Il s'agit d'une plante Oléagineuse dont le fruit permet l'extraction d'une huile aux
multiples propriétés médicinales. L'Oléastre est présent dans la région méditerranéenne. On

désigne ses fruits sous le terme de « DRUPES » (Sidi Mammar, 2011).

L'olivier, symbole de longévité, d'espoir et de paix, a suivi I'évolution de la civilisation
méditerranéenne. Il existe des preuves de I'existence de 1'olivier qui remontent méme avant
I'avénement de 1'écriture. Selon la mythologie grecque, I'olivier est issu de la bataille pour la
domination en Attique entre Poséidon, le dieu des océans, et Athéna, la déesse de la raison.
L'olivier a toujours été cultivé pour son huile, qui trouve son utilité dans la cuisine, la médecine,

la cosmétique et la parfumerie (IESV, 2012 ; Ozcan & Matthius, 2017).

I.2. Historique

L'olivier sauvage est présent depuis environ 6000 avant J.-C. en Asie Mineure, tandis que
sa culture ne semble avoir émergé qu'aux alentours de 3000 avant J.-C. en Palestine, en Syrie
et en Phénicie (Figure 2). Des fouilles réalisées a 1'ancien port d'Ougarit en Syrie ont mis au
jour d'importantes quantités d'amphores contenant probablement de I'huile destinée aux

échanges méditerranéens (De Barry, 1999 ; Besnart, 2005).

L'olivier a principalement connu son développement en Gréce, notamment a travers
I'Anatolie, avant de se propager vers la Créte et I'Egypte, puis sur l'ensemble du bassin
méditerranéen. C'est en 600 avant J.C. que les Grecs ont introduit la culture de 1'olivier en Corse,

en Sardaigne, en Sicile et dans l'ensemble de 1'Ttalie, ainsi qu'en Gaule.

L'olivier, connu depuis la Haute Antiquité chez les Phéniciens, était appelé zeitoun, tandis
que l'huile extraite de ce fruit était désignée sous le nom de zit. Boudribila (2004) note que ces

deux termes sont fréquemment utilisés dans le lexique Amazigh.
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I.3. Description botanique

L'olivier est un buisson capable de grandir jusqu'a 10 metres (Fig.1). On trouve cette
plante dans l'ensemble de la région méditerranéenne, ou sa culture y est trés répandue, a une
altitude n'excédant pas 800 metres. Son tronc, dont I'écorce arbore une teinte grise, présente une
caractéristique d’aspect tortueux. Ses feuilles, disposées de maniére opposée, durable et de
forme lancéolée, présentent une couleur vert cendré sur leur face supérieure et un blanc argenté
doux au toucher sur leur face inférieure. Les fleurs blanches s'agencent en grappes a
I'emplacement des feuilles, produisant un fruit couramment appelé olive. Ce dernier est une
drupe ellipsoide verte qui devient noire lorsqu'elle est mire. En thérapeutique, on utilise les

feuilles (Ghedira, 2008).

Il posséde un tronc tortueux et une écorce brune fissurée, le rendant trés ramifié. Ses
feuilles, qui restent présentes en hiver, sont disposées oppositement, de forme ovale et allongée,
fixées par un pétiole court. Elles sont coriaces, sans divisions et légérement enroulées sur les
bords. Leur couleur dominante est un vert foncé brillant sur le dessus et un vert pale argenté
avec une nervure centrale proéminente sur le dessous. Ses fleurs de printemps, rassemblées en
grappes compactes, posseédent un calice et deux étamines, une corolle a quatre pétales ovales et
un ovaire arrondi. Les olives, initialement vertes, se transforment en noires lorsqu'elles

atteignent leur pleine maturité.

Figure 1. Des plantes d’olivier cultivées (Jean, 2015).
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I.4. Formes de D’olivier
1.4.1. L'olivier sauvage

C'est un arbre extrémement ramifié et épineux, avec des branches de forme quadrangulaire
et de tres petites feuilles. Ses fruits sont de petite taille et générent peu d'huile. Cette espece est
parfaitement adaptée aux conditions de sécheresse, c'est pourquoi elle est employée comme
support pour la greffe et dans le processus de reforestation des régions arides et semi-arides.
Plus robuste, elle supporte mieux les variations extrémes de température. La durabilité et les
caractéristiques de son bois dépassent celles de 1'olivier cultivé. Selon Maillard (1975), saracine

pivotante s'enfonce profondément pour trouver la nourriture.
1.4.2. L'olivier cultivé

Il comprend de nombreuses variétés améliorées, présentant une diversité phénotypique
significative et produisant un contenu en huile assez variable selon la variété choisie. On estime
actuellement qu'il y a plus de 2000 variétés d'oliviers recensées a travers le monde. Selon leur
utilisation prévue, les fruits de cet arbre ont été catégorisés en variétés d'olives de table, en
variétés d'olives destinées a la production d'huile ou en variétés dites a deux fins (Loussert et

al., 1978).

L.5. Classification systématique de I'olivier

L'olivier fait partie de la famille des Oléacées, et le genre qui le définit est Olea. Ce dernier
regroupe 30 especes distinctes telles que le troene, le lilas, le fréne et le forsythia. L'oléastre est

constamment percu comme le précurseur de 1'olivier cultivé (Breton et al., 2006).

Selon Breton (2006), la classification botanique de 1'olivier se présente comme suit :

* Embranchement : Magnoliophyta

* Sous embranchement : Magnoliophytina
* (Classe : Magnoliopsida

* Sousclasse : Asteridae

* Ordre : Scrophulariales

* Famille : Oleaceae

* Genre : Olea

= Especes : Olea europaea L.

L’espece Olea europaea L se subdivise en fonction de la forme des feuilles et des fruits en
deux sous-especes:
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-Olea europaea sylvestris : L’olivier sauvage ou oléastre poussant spontanément dans
la garrigue.

-Olea europaea sativa : L’olivier cultivé qui posséde de nombreuses especes.

1.6. Morphologie de I’olivier

Sa structure de racines trés fournie lui confére une forte fixation dans le sol, ce qui lui
permet de résister a des phénomenes tels que les vents, la sécheresse ou 1'érosion. Parfois, il
comporte d'importants renflements qui agissent comme des réserves, lui donnant la capacité de

résister aux fluctuations climatiques (Breton et al., 2006).
Son systéme aérien est composé :

v" Un tronc plus ou moins haut de (50 centimétres a un métre) chez les arbres taillés et
cultivés pour que le ramassage soit plus aisé.
v" Branches principales au nombre de 3 a 8 : celles-ci donnent sa forme a ’arbre.

v" Branches secondaires.

v' Rameaux porteurs qui assurent la fructification de ’année en cours .
v" Bourgeons ou rejets ou éclats qui se développent a partir du collet et qui peuvent donner

un nouvel arbre .

I.7. Physiologie de ’olivier

Jusqu'a fin juin, le jeune fruit continue de multiplier ses cellules, moment ou le noyau
commence a se solidifier. Le fruit poursuit ainsi sa croissance jusqu'a la véraison (c'est-a-dire le
changement de couleur par la biosynthése des pigments). De début juillet jusqu'a la récolte,
généralement autour de novembre ou décembre, le fruit subit des modifications biochimiques

qui favorisent la production de I'huile a maturité (Breton et al., 2006).

1.8. Feuilles d'olivier

Dans le secteur de 1'huile d'olive, on trouve différents résidus parmi lesquels les feuilles
d'olivier constituent approximativement 10% du poids global des olives cueillies (Bouaziz et
al., 2008). Cette quantité connait une augmentation significative durant les périodes de moisson

et lors des cycles réguliers de coupe des arbres (Cor Andrej¢ et al. 2022 ; Palmeri et al, 2022).

Pendant la collecte, certaines feuilles se mélangent aux olives et sont ensuite sélectionnées
dans les vergers et les moulins & huile. Ces derniéres contribuent de maniére significative a la

biomasse produite. De plus, les oliviers subissent une taille drastique tous les deux ans, qui est
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suivie d'une taille moins sévére 1'année suivante, générant jusqu'a 25 kg de feuilles et de branches

par arbre (Nefzaoui, 1991).

En dépit de cette profusion, I'emploi industriel des feuilles d'olivier reste restreint. Une
grande portion est laissée a l'extérieur ou incinérée, engendrant des risques pour
I'environnement et mettant en évidence le besoin d'examiner de nouvelles techniques de
valorisation (Saeed et al., 2024). A I'heure actuelle, I'utilisation principale des feuilles d'olivier

se fait dans la nourriture pour animaux (Ferlisi et al, 2023).

De plus, on commence a utiliser des extraits et des poudres de feuilles d'olivier en tant
qu'adjuvants alimentaires, méme si leurs caractéristiques biochimiques demeurent encore peu
exploitées (Palmeri et al., 2022 ; Ranalli et al., 2006). Du fait de leur richesse en composés
bioactifs, notamment les phénols, ces extraits attirent de plus en plus d'attention dans les

secteurs de 'alimentation, des cosmétiques et de la pharmacie.

1.9. La composition chimique des feuilles d'olivier

La composition chimique des feuilles d'olivier fluctue selon plusieurs parameétres (type de
variété, conditions météorologiques, période de cueillette, ancienneté des plantations, etc.).

(Khelouf et al.,2023).

Les protéines, les lipides, les monomeres et polyméeres phénoliques, ainsi que
principalement les polysaccharides (celluloses, hémicelluloses), constituent la matiére

organique. Selon Chaouch et al. (2019), le taux de protéines dans les feuilles d'olivier est faible.

I.10. Cycle végétatif

La longévité exceptionnelle de 1'olivier est bien connue, et il n'est pas rare d'observer des
arbres qui ont plusieurs milliers d'années. Toutefois, d'un point de vue agricole, il faut nous

focaliser sur la période allant de sa naissance a la réduction significative de sa production

(Fig.2).
Donc, en fonction de sa productivité, la vie de 1'olivier peut étre segmentée en trois étapes :

+ Etape juvénile : de 1 a 7 ans (sans production).
+ Etape de production : de 7 a 150 ans.
« Etape sénile : aprés les 150 ans (production basse) (AOP, 2010).
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Cycle annuel de l'olivier

Différentiation
de bourgeous

[Pollinisation]

Figure 2. Cycle annuel de I’olivier (AOP, 2010).

I.11. Répartition de I’olivier dans le monde

On estime qu'il y a 784 millions d'oliviers a travers le monde, dont 754,2 millions dans la
région méditerranéenne. L'Europe abrite donc 66% des oliviers mondiaux. En 2012, I'UE
recensait approximativement 4,65 millions d'hectares dédiés a la culture de 1'olivier. L'Espagne
en détient 53%, tandis que I'Italie en possede 24%. La Grece et le Portugal viennent ensuite
avec respectivement 15% et 7%. Quant a la France, la Croatie, Chypre et la Slovénie réunies,
elles représentent globalement 1% de la superficie totale des plantations d'oliviers. La majorité
des régions productrices d'olives en Europe sont anciennes. Prés de 2,7 millions d'hectares ont
au moins 50 ans, prés de 1,5 million d'hectares ont entre 12 et 49 ans, 313 000 ha sont agés de

5 a1l ans et environ 130 000 ha ont moins de 5 ans (Fig.3) (Eurostat, 2016).
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Figure 3. Répartition de la plante dans le monde (Eurostat, 2016).

Le verger oléicole mondial est réparti de manicre inégale entre les différentes régions.
L’ Asie méditerranéenne représente 17 % de la superficie Oléicole mondiale, la Turquie étant le
principal producteur avec pres de 83 millions d’oliviers. En Syrie, la culture de 1’olivier connait
une forte expansion et couvre environ 405 000 hectares, soit pres de 46 millions d’arbres
concentrés principalement dans le Sud-Ouest. Au Liban, les oliveraies sont localisées surtout
dans la région du Koura et au sud de Beyrouth. L’ Afrique du Nord regroupe quant a elle 14 %
du patrimoine Oléicole mondial. Avec plus de 55 millions d’arbres répartis sur 1,4 million
d’hectares, la Tunisie domine largement ce secteur dans la région et dispose d’une vaste
monoculture couvrant prés de 800 000 hectares.

En 2014, elle occupait le deuxieéme rang mondial des producteurs d’huile d’olive apres
I’Espagne (Nicole, 2015). Au Maroc, la culture de I’olivier est en pleine expansion et se
concentre principalement dans les provinces du Sud (31 %), du Rif (28 %) et du Centre (22 %).
En Algérie, deux systémes coexistent : une oléiculture traditionnelle en Kabylie (55 %) et une
oléiculture moderne d’origine européenne dans la région d’Oran (20 %) (Agroconsult, 2008).
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I1.1. Définition

Les pigments sont, entre autres, des composés générés par des €tres vivants, dont la
nuance est le produit de I'absorption spécifique du colorant adapté a certaines branches
industrielles. Selon Ullmann (1985), ils se manifestent dans les granules au sein des cellules ou
sur les membranes cellulaires sous forme de dépots dans les tissus, ou encore en suspension. Ils
peuvent étre de nature organique ou inorganique. Ils entrainent des fluctuations de la lumiére
réfléchie ou transmise par le biais de I'absorption sélective a une longueur d'onde spécifique.
On appelle « Pigment » toute matiére composée de particules fines presque insolubles dans le
milieu ou elle est appliquée, et qui est utilisée pour ses caractéristiques colorantes, protectrices

ou magnétiques (Ullmann, 1985).

Un pigment ou une teinture est une substance qui capte de manicre sélective I'énergie
¢lectromagnétique dans la zone du spectre visible ou en UV proche (Jacquot et al., 2011). Les
atomes qui se trouvent dans un état excité retournent a leur état fondamental soit par réémission
de lumiére, soit par dissipation d'énergie thermique ou chimique. Selon Hendry (1996), les
pigments biologiques naturels sont produits et stockés dans des cellules actives, ou bien sont

libérés par ces cellules vivantes (Fig. 4).

Caroténes
Orange precurseuer de la vitaminea,carotte et
Caroténoides la citroulle
Jaune — orange — rouge
Lycopéne
Chlorophylle Coleur rouge présenté dans la tomate de la
Verte, pigmentde photosynthése peseque
épinardsou les brocolis Fvanniies
Légumes et fruits comme les oignons ou
Flavonoides ’orange , les fleurs
Puissants anti-oxydants Flavonols
Les fleurs
Anthocyanes
Rouge, le violet, le bleu et le noire en fonction
de pH cerise, du raisin, du riz noir.

Figure 4. Les catégories des pigments issus des végétaux (Davies, 2004).
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11.2. Role de la couleur dans les aliments

L'industrie agro-alimentaire utilise des colorants pour donner un aspect plus attrayant a
certains de ses produits. Effectivement, la couleur joue un role crucial dans notre perception des
aliments et contribue a nos critéres pour évaluer leur qualité. Les industries incorporent des
colorants dans leurs produits afin que leur apparence soit conforme aux attentes du
consommateur. L'homme a toujours teint ses plats culinaires, influencé par le lien entre la
couleur et l'aspect appétissant d'un aliment. Donc, les €pices telles que le safran, le curry ou le
curcuma ne se contentent pas d'apporter de la saveur, elles jouent également un role esthétique

(Adeinat, 2018).

Plusieurs essais ont prouvé I'importance de la couleur dans notre appréciation des
aliments. Quand les aliments sont teintés de maniere a ce que la couleur et le gotit s'harmonisent,
cela peut aussi influencer la perception de certaines senteurs ou de certaines saveurs. Ainsi, on
peut observer des liaisons entre la teinte et le golit comme : rouge : saveur forte, rose : sucré et
suave, jaune : piquant et acide, orangé : poivré et épicé, vert : salé et aigre (Burnham 1963;

Cavassilas, 2012).

A T'heure actuelle, le domaine des teintures représente un secteur crucial de la chimie
contemporaine. Au cours des dernieres décennies, l'industrie alimentaire a 1'échelle mondiale a
de plus en plus recours a des colorants naturels ou synthétiques, notamment pour les conserves,
les sucreries et les boissons. Cela s'étend également a la charcuterie, aux fruits et légumes, aux
matieres grasses (comme l'huile, le beurre et le fromage) ainsi qu'au sucre. Toutefois, méme si
la couleur des fruits et légumes peut changer au cours de la saison et que le processus de
transformation peut entrainer une décoloration, les producteurs alimentaires ont 1'obligation
d'assurer une consistance dans l'apparence du produit d'une semaine a l'autre. Pour le
producteur, 1'uniformité des couleurs est percue comme un témoignage visuel de la rigoureuse
constance du processus de production. Il existe plusieurs raisons pour lesquelles des couleurs

peuvent étre ajoutées aux aliments, comme le résume (Hendry, 1996).

* Afin d'intensifier les teintes déja existantes dans les aliments, mais qui ne correspondent
pas tout a fait aux attentes du consommateur.

* Dans le but de garantir la consistance de la couleur des aliments de lot en lot.

* Pour rétablir I'aspect initial des aliments dont la couleur a été altérée par le traitement.

* Pour colorer certains produits tels que les bonbons, les glaces et les boissons gazeuses,

qui seraient autrement transparents.
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I1.3. Classification des pigments

Les pigments sont catégorisés en fonction de leur composition chimique, en pigments

organiques et inorganiques, ou selon leur provenance, en pigments naturels et synthétiques.
I1.3.1. Pigments naturels

Les pigments bio-pigments, organiques ou naturels présentent une composition chimique
complexe. Des végétaux, des animaux, des micro-organismes et des microalgues sont capables
de les synthétiser. Les molécules produites se classent majoritairement en caroténoides,
mélanines, flavines et phycocyanine. La stabilité des pigments dépend de la température, du
niveau d'acidité, de la lumiére, de 1'oxygéne, de 1'humidité et du temps. En revanche, les
pigments fabriqués par les micro-organismes sont hydrosolubles et peuvent interagir avec les
¢léments d'un environnement, comme les protéines, les acides aminés et les acides nucléiques
(Duffosé et al., 2005). On peut classer les bio-pigments selon leurs similarités structurelles et

leur occurrence dans la nature. La figure 5 illustre quelques exemples de bio-pigments.

Caroténoide B’_“.‘_‘?E}M:

Figure 5. Classification des pigments naturels (Singh, 2017)
I1.3.2. Pigments synthétiques

Les colorants artificiels les plus couramment employés sont des composés azoiques,
provenant de la dérivation de certains acides aminés aromatiques. Selon Novotny (2006), ces
pigments sont employés dans les secteurs du textile, de I'alimentation, des cosmétiques, des
peintures et de l'encre. Ces substances peuvent étre toxiques pour les environnements
aquatiques. Toutefois, il n'y a pas encore de réglementation fixant une concentration maximale

autorisée dans l'eau (Ribeiro et Umbuzeiro, 2014).
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Toutefois, leur déploiement a I'échelle internationale a connu une baisse en raison de leur
caractere potentiellement cancérigéne pour la peau et des allergies multiples qui y sont associées

(Franciscon et al., 2012).

11.4. Effets des colorants sur la santé et ’environnement

Du point de vue sanitaire et économique, les colorants naturels offrent une multitude
d'avantages par rapport aux colorants synthétiques. Ils sont écologiques, sans pollution, sirs,
non cancérigénes et inoffensifs. A l'inverse des pigments synthétiques qui peuvent déclencher
des allergies, comme des éruptions cutanées ou de séveres réactions respiratoires, nommeées «

sensibilisation respiratoire », lors de leur manipulation (Duran et al., 2002).

De ce fait, l'emploi de substances chimiques fortes dans un environnement de travail
humide peut également entrainer une dermatite. On soupgonne quelques colorants synthétiques
a base de benzidine d'étre responsables du cancer de la vessie chez 'homme (Ozaki et al.,
2002). Toutefois, les pigments naturels peuvent étre récupérés et réutilisés apres leur utilisation,
offrant des bénéfices en matiere de gestion des déchets et garantissant une sécurité absolue au

travail, puisqu'ils permettent la création d'une vaste palette de couleurs.

I1.5. Avantages des colorants naturels

Méme si de nombreux articles et études scientifiques soulignent les impacts déléteres des
colorants alimentaires sur la santé humaine, certains d'entre eux sont jugés avantageux pour la
sant¢ humaine dans une certaine mesure. Nous soulignons, par exemple, que les composés

naturels sont optimaux pour les avantages qu'ils peuvent offrir a I'organisme, par exemple :

-La curcumine, un colorant naturel, a des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes tout en

diminuant le risque de cancer (Belhadj, 2014)

-La riboflavine, un colorant naturel, offre plusieurs bienfaits pour la santé et possede des vertus

antioxydantes (Belhadj, 2014)

-Les colorants naturels agissent comme des antioxydants, qui, une fois assimilés par le corps,
contribuent a la protection et a la régénération des cellules abimées. Les antioxydants ont prouvé

leur aptitude a bloquer 1'oxydation de I'ADN, qui serait la source des cancers (Belhadj, 2014).
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I1.6. Inconvénients des colorants synthétiques

L’ingestion de colorants synthétiques n’a pas systématiquement des effets néfastes sur la
santé. Cependant, chez certaines personnes sensibles, elle peut provoquer des réactions
d’intolérance ou des allergies. Des études ont également montré que certains colorants peuvent
présenter des effets mutagénes et génotoxiques, susceptibles d’augmenter le risque de
développer certains cancers, notamment au niveau de la thyroide, des glandes surrénales et des
reins. Ces effets restent rares et sont généralement observés lors d’une consommation excessive

et prolongée de ces substances (Belhadj, 2014).

On soupgonne que ces colorants peuvent contenir des substances cancérigenes et seraient
impliqués dans ce syndrome d'hyperactivité. Autrement dit, les réactions aux intolérances liées
aux colorants alimentaires présentent généralement des caractéristiques distinctes. Voici la liste

la plus couramment observée :

> Effet sur le systéme nerveux central Interférence de type neurotransmission Energie
GABA : surproduction d'acétylcholine (qui est un élément de neurotransmetteur) ou
présence d'amines biogenes.

» Agissant sur le systéme nerveux périphérique, certains éléments comme I'Amarante et
la Tartrazine ont un effet stimulant et provoquent des anomalies au niveau des récepteurs
neuronaux.

» Blocage ou insuffisance de certaines enzymes.

» Accroissement de la perméabilité intestinale (Belhadj, 2014).

I1.7. Marché mondial des colorants naturels

L'internationalisation de la vente de produits naturels en est a un stade d'expansion
remarquable. Cela est attribué a la croissance anticipée des marchés, prévue au-dela de 4
milliards de dollars américains uniquement pour les Etats-Unis en 2000, ainsi qu'a I'apparition
de nouvelles catégories de substances naturelles qui transforment rapidement et radicalement la

conception de la santé et des maladies (Downham et Collins, 2000).

Par conséquent, une estimation judicieuse pourrait évaluer la somme a 940 millions de

dollars, pouvant étre divisée comme indiqué dans la figure 6.

On a récemment observé une expansion significative dans le domaine des colorants
naturels, grace a 'amélioration de leur stabilité. De plus, les industries alimentaires s'efforcent

de satisfaire la demande croissante des consommateurs qui affirment que « le naturel est
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meilleur ». Néanmoins, le prix des teintures naturelles dépasse celui des teintures synthétiques
de nuances similaires. Néanmoins, la production a grande échelle de colorants naturels d’origine
microbienne pourrait permettre de surmonter cet obstacle et de diminuer considérablement le

colt de production par rapport a une demande croissante (Babitha, 2009).

Le marché mondial des colorants
alimentaires

® Colorants synthétiques
® Colorants naturels
m Colorants identiques a la

nature

# Caramel

Figure 6. March¢ en pourcentage des colorants alimentaires (Babitha, 2009).

I1.8. Définition des pigments chlorophylliens

La chlorophylle, terme inventé par Pelletier et Caventou en 1818 pour décrire la substance
verte présente dans les feuilles, représente la catégorie de pigments photorécepteurs les plus
répandus et essentiels sur notre plancte. Elle est non seulement le coeur de la photosynthese,
mais elle confére également leur couleur verte aux micro-algues. Plus important encore, elle est
essentielle pour la capture de 1'énergie lumineuse et sa transformation en énergie chimique. Ce
processus de bioconversion, qui se déroule dans les thylakoides des chloroplastes (Fig.7), est a
la base de la productivité primaire des €écosystemes aquatiques et constitue la source d'énergie

indirecte pour presque toutes les formes de vie.

La chlorophylle (Ch) fonctionne a la fois comme un récepteur de photons et comme un
centre de réaction qui initie la chaine de transferts d'électrons (Li et Chen, 2015). Parmi les
microorganismes photosynthétiques, la Chlorella se démarque par une concentration
particuliérement riche en chlorophylle, avec des variétés comme la « Chlorella Flamant vert »

ui excede 5% en poids sec, ce qui la distingue en tant que source favorisée par ce pigment. 11
q p q gu q p pig
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convient de mentionner que cette abondance de pigments est propre a la chlorophylle, car a
l'inverse de la Spirulina, une cyanobactérie qui stocke la phycocyanine, La Chlorella ne produit

pas ce pigment bleu-vert (Francoise, 2008).

Figure 7. Observation sous Microscope de la chlorophylle (Frangoise, 2008).

I1.9. Composition et structure de la chlorophylle

Les chlorophylles, pigments cruciaux et dominants du processus photosynthétique, sont
des chromophores complexes qui se caractérisent par un noyau cyclique tétrapyrrolique
coordonné a un atome central de magnésium par le biais de liaisons covalentes. Cette structure
est essentielle a leur activité photophysique (Lehninger, 1987). Leurs propriétés spectrales
variées sont influencées par les substituants latéraux attachés a ce cadre tétrapyrrolique, ce qui
ajuste leur pouvoir d'absorption dans le spectre visible (400-700 nm) et définit des longueurs

d'onde spécifiques d'absorption (Amax) (Jeffrey et Wright, 2005; Scheer, 2006).

La chlorophylle a est généralement reconnue comme le pigment actif, étant donné qu'elle
joue un role direct dans la capture et la transformation de I'énergie lumineuse au sein des centres
réactionnels. Les autres formes de chlorophylle, comme la chlorophylle b, C1, C2, C3, d et f,
fonctionnent en tant que pigments accessoires. Elles augmentent le spectre d'absorption et
transmettent efficacement 1'énergie lumineuse vers les centres réactionnels de la chlorophylle a
(Scheer, 2006). Ces pigments se caractérisent par des changements structurels distincts, tels que
la présence d'un groupe formyle en C3 pour la Chb, I'absence de chaine phytile dans les ChC,
ou des substitutions particulieres (par exemple, formyle en C3 pour Chd et en C2 pour Chf) qui
autorisent certaines chlorophylles a capter des photons dans l'infrarouge proche (Miyashita et

al., 1996 ; Larkum et al., 1994 ; Chen et al., 2010, 2012).
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In vivo, ces pigments sont étroitement liés a des protéines formant des complexes
d'antenne et des centres réactionnels (PSI/PSII), ce qui optimise le transfert d'énergie et
d'¢lectrons. De méme, les caroténoides associés ont un role crucial de protection contre la
lumiére en dissipant 1'énergie lumineuse excessive, prévenant ainsi les dommages causés par la

photo-oxydation (Angerhofer et al., 1998 ; Markwell et al., 1979).

I1.10.Role de la chlorophylle

La chlorophylle, pigment essentiel chez les organismes phototrophes comme les plantes
vertes et les algues, joue un rdle central dans la photosynthése, un processus indispensable qui
soutient la chaine alimentaire de la biosphere. Elle a pour role principal de capter 1'énergie
lumineuse et de la transformer en énergie chimique. De maniére plus précise, la chlorophylle
capte I'énergie photonique qui, par la suite, sert a déclencher la photolyse des molécules d'eau.
Cela produit la capacit¢ réductrice (NADPH) et I'Adénosine Triphosphate (ATP),
indispensables pour 1'intégration du carbone lors des réactions biochimiques suivantes du cycle

de Calvin (Kouril et al., 2005).

Si toutes les molécules de chlorophylle présentes dans les complexes de collecte de
lumiére (LHCs) captent I'énergie électromagnétique a des longueurs d'onde déterminées, seule
une partie d'entre elles, située dans les centres réactionnels, réussit a la transformer en énergie
chimique. La chlorophylle joue le réle de pigment principal, transmettant 1'énergie qu'elle capte
a des pigments accessoires comme les caroténoides et la lutéine, qui a leur tour diffusent cette
énergie vers les centres réactionnels pour transformer le dioxyde de carbone et I'eau en maticre

organique.

De plus, certaines recherches indiquent que la chlorophylle pourrait aussi jouer un role
d'intermédiaire dans la biosynthese d'autres pigments tels que les caroténoides (Herrin et al.,

1992).

Outre son role biologique initial, l'interaction particuliére de la chlorophylle avec le
spectre visible du rayonnement électromagnétique lui confere une importance particuliére pour
diverses applications technologiques et spectroscopiques (Chen et al., 2016). Cette
caractéristique a €té mise en ceuvre, entre autres, dans la création d'un biocapteur fluorescent a
base de chlorophylle pour mesurer la viabilité des cellules micro-algales présentes dans 1'eau de

ballast des navires (Wang et al., 2013), ou lors du développement de biocapteurs tissulaires qui
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fixent des algues photosynthétiques telles que Chlorellavulgaris et la cyanobactérie Nostoc

commune sur des filtres (Sanders et al., 2001).
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I11.1. Domaine d’application

Les principaux domaines d'application des colorants, y compris sous forme de pigments
p p pp y p p1g

= textiles : 60%

* documents : 10%

= Plastiques et ¢lastoméres : 10%

* Cuirs et fourrures : 3%

= Les autres applications liées aux denrées alimentaires, au bois, a la photographie, a la

peinture en batiment, etc.

Les colorants ont de multiples applications dans divers secteurs, dont voici quelques

exemples importants :

» Pigments (secteur des plastiques).

=  Encre et papier (secteur de I'impression).

= Additifs colorants (secteur agroalimentaire).

* Pigments pour les peintures, matériaux de construction et céramiques, relevant du
secteur de la construction.

» Teintes pour cheveux (secteur des cosmétiques).

= Additifs colorants et agents de conservation (secteur pharmaceutique).

= Combustibles et huiles (secteur automobile, etc....).

» (Colorants textiles destinés a I'habillement, a la décoration, a la construction, au

transport, ainsi qu'a un usage médical, etc. (ARAR, 2016).

II1.2. Classification
I11.2.1. Classification technologique

La classification des colorants offre a l'utilisateur une connaissance des secteurs
d'application ainsi que des caractéristiques de ces derniers (capacité de dissolution,
compatibilité avec certains types de fibres ou matériaux, type de fixation...). Le tableau 01
répertorie les classes d'application des colorants les plus importantes, leurs caractéristiques et

leurs usages (Renathmane, 2005).
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Tableau 01. Classification technologique des colorants.

Classe de colorants

Caractéristiques

Utilisations

Colorants acides métalliféres

Soie, laine, poils (mohair,

ou non cachemire...)
Colorants a base de Fabrication d’un colorant Cellulosiques
composants azoiques solide avec fixation dans la
fibre solide
Colorants basiques / Acryliques
Colorants développeurs / Coloration capillaire

Colorants dispersés

Tres peu solubles dans I’eau

Polyester
Acétate, triacétate de
cellulose
Polyamides
Acryliques
PVC
Jamais sur les fibres
naturelles

Agents fluorescents

Colorants blancs avec
pouvoir fluorescent qui
donnent un aspect plus blanc

Toutes fibres

Colorants alimentaires

Coloration des aliments

Colorants formés in situ

Mordant (au chrome)

Nécessité d’un traitement
associé avec un sel
métallique pour former une
combinaison solide

Laine Polyamides

Colorants naturels

Extraits de sources naturelles
réelles végétales
ou animales

Colorants réactifs

Liaisons covalente avec les
fibres

Propriétés de brillance et de

trés bonne tenue au lavage

Cellulosiques coton, lin,
laine, soie
Certains polyamides

Colorants réducteurs

Servent a décolorer par
destruction des colorants
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Colorants de soufre / Cellulosique
Colorants de cuve Colorants insolubles Cellulosiques
appliqués sous forme soluble
réduite puis réoxydés en
forme insoluble apres
absorption par les fibres
Colorants directs : Application directe sur les Cellulosiques Soie
substantifs fibres dans les bains neutres
ou alcalins grande
réversibilité
Base d’oxydation / Coloration capillaire
Colorants solubles dans les / Matiére plastique
solvants
Pigments Insolubles dans I’eau Toutes fibres textiles
(contrairement aux plastiques
colorants) : colorations sans Encres
opération chimiques de Peintures
teinture

I11.2.2. Classification chimique
Les colorants sont aussi classifiés dans l'index des couleurs basé sur leur formule

chimique. On identifie 10 catégories distinctes.

-Colorants nitro (CI 10300-10999), pour quelques-uns d'entre eux, la diphénylamine constitue
I'¢lément structurel de base.

-Tres utilisés, ils sont dérivés du triphénylméthane (CI 42000-44999).

-Xanthéne et ses dérivés (CI 46000-46999), incluant la fluorescencéine et 1'éosine (utilisées en
médecine).

-Composés dérivés de l'acridine (CI 46000-46999). Auparavant, ces composé€s €taient employés
en tant qu'antiseptiques.

-Dérivés de la quinoléine (utilisés principalement dans les produits cosmétiques,
pharmaceutiques et alimentaires).

-Azines (CI de 50000 a 50999).

-Colorants a base d'anthraquinone (CI 58000-72999). Il s'agit de la seconde catégorie de
colorants textiles la plus couramment utilisée (juste apres les colorants azoiques). Ils constituent
entre 20 et 25% du marché des teintures pour textiles.
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-Colorants de teinte indigo (CI 73000-73999). Ils sont employés pour colorer les textiles et on
les désigne aussi sous le nom de « pigments de cuve » (ou vat pigments).

-Phtalocyanines (CI 74000-74999). IIs sont la source de divers pigments bleus et verts, utilisés
dans le secteur industriel pour produire des encres et colorer des fibres textiles.

-Bases d'oxydation : Ce sont des composés aromatiques qui servent d'intermédiaires dans le
processus de colorations permanentes des cheveux. Ils constituent les agents de coloration
capillaire les plus puissants utilisés par les coiffeurs.

II1.2.3. Classification des colorants selon leurs utilisations

-Les colorants a mordant, qui sont solubles, nécessitent un processus de mordangage pour se
fixer sur les fibres textiles grace a des oxydes de certains métaux (Al, Fe, Co et Cr). Le chrome
est le métal le plus couramment employé, d'ou leur désignation de « colorants chromatables ».
Par exemple, ils créent également des complexes avec les ions métalliques via la présence de

groupes hydroxyles a proximité (Nigam et al.,2001).

Les colorants acides ont la capacité de colorer certaines fibres (telles que les polyamides)
dans un bain acide. Ils sont constitués de chromophores et de groupes sulfonates, ce qui les rend
solubles dans I'eau. Cette catégorie de pigments revét une grande importance pour les variations

de nuances. L'exemple de ce colorant est présenté dans la figure 08.

Figure 8. Structure chimique de I’ acide orange (Nigam et al.,2001).

-Les teintures directes sont des colorants qui se dissolvent et sont utilisés dans le processus de
teinture. Ils présentent une forte affinité pour les fibres cellulosiques en raison de leur structure
linéaire et de la disposition coplanaire des noyaux aromatiques. De plus, ils permettent d'obtenir

une large palette de couleurs. Cependant, ils affichent une solidité faible.
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Les colorants cationiques (ou basiques) se distinguent par une forte adhérence des
couleurs. Cependant, ils ne supportent pas bien I'exposition a la lumiére, donc il est impossible
de les utiliser pour colorer les fibres naturelles. Les colorants alcalins produisent des nuances
trés durables sur les fibres synthétiques, comme les fibres acryliques par exemple. La structure

du bleu de méthyléne, un colorant basique, est illustrée par la figure 04.

Les colorants azoiques insaponifiables, fabriqués a partir des réactions de
diazotationcouplage. On les emplois dans la teinturerie pour colorer les fibres de cellulose. Ces
colorants produisent des nuances éclatantes, la figure 05 illustre un exemple de colorant azoique

(Walsh, 1980).

Les additifs de couleur, en particulier les colorants azoiques, sont largement employés
dans la composition des produits alimentaires. Vu leur effet toxique et les risques qu’ils peuvent
entrainer chez les étres humains, les autorités concernées se sont attachées a gérer leur utilisation

et les ont classifiés.

La classification la plus ancienne de ces colorants remonte a 1924 avec le C.X-Rose
Colour Index, suivie par celle de shiiltz en 1931. A I'heure actuelle, les nations européennes ont
intégreé les colorants dans la classification globale des additifs. Ils sont numérotés de 100 a 199

et sont précédés des deux lettres CE (par exemple, CE.100 a 193).
Leur utilisation touche les domaines tels que (Lederer, 1986) :

» La confiserie pour les bonbons, dragées, pates de fruits.

= Les liqueurs telles que les liqueurs vertes, mauves, roses, etc...

= La patisserie tant pour les gateaux et les tartes que pour les biscuits secs.
= Lasiroperie et la limonaderie.

= La fromagerie, le beurre et la margarine (coloration en jaune).

Les figures 06 et 07 représentent les structures chimiques de deux colorants alimentaires, le

vert acide brillant (E.142) et le bleu de patente V (E.131).
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II1.3. Autres classifications

La mauvéine est le tout premier colorant de synthese. Il a été utilisé sur du coton et de la
soie, son appellation tirée de sa teinte. Par la suite, de nombreux autres colorants ont été €laborés
et ont regu des appellations inspirées de plantes (comme 1'Amarante, la fuchsine, la garance, la
mauvéine, etc.), de minéraux (tels que le vert de malachite ou l'auramine, entre autres) et
finalement en fonction de leurs structures chimiques (par exemple, le bleu de méthyléne ou le
violet de méthyléne). On peut classer les colorants selon leur teinte, leur marque, leur méthode
d'application et un code. Ce code inclut des lettres et des chiffres, par exemple B représente

bleuatre, R pour rougeatre, Y, G ou J pour jaunatre. (Kebish ,1996, Walsh, 1980).
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Partie expérimentale

IV.1. Objectifs

Chapitre IV : Matériel et méthodes

La présente recherche vise a extraire des pigments chlorophylliens naturels alternatifs aux
pigments synthétiques pour des fins agroalimentaires. Dans cette optique, notre choix s’est porté
sur les feuilles d’Olea europaea afin de préparer des pates alimentaires colorées. Cette approche
constitue également une valorisation des parties non comestibles de cette plante.

Cette étude a été réalisée au sein des laboratoires pédagogiques de la Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie de 1I’Université de Relizane, durant la période allant de 16
Février 2026 a 03 Mai 2026.

Le protocole expérimental s’articule autour de plusieurs axes :
— Caractérisation biochimique de la plante
— Préparation de la matiére végétale

— Extraction et caractérisation des pigments chlorophylliens
— Préparation de pates alimentaires colorée

Feuilles g°Olea europaea

A

[

Caractérisation biochimique

de la plante>

Teneur en
cendre

Test de stabilité pH
et température

\

Extraction des pigments

chlorophylliens

Rendement

d’extraction

Ve <

N\

Teneur en
eau

Analyse
microbiologique des

(Préparation des pates alimentaires]

‘L colorés a base de chlorophylle A J

et B

Caractérisation
Séparation \
= CCM
Chromatographie
sur colonne
___

Figure 9. Schéma récapitulatif du protocole expérimental

25




Partie expérimentale Chapitre IV : Matériel et méthodes

IV.2. Matériel végétal

Les feuilles d’Olea europaea ont été récoltées au mois de (Février2026) dans la région de

(EL Hmadna, Relizane), puis acheminées au laboratoire dans un sac en plastique propre (Fig

10).

Figure 10. Feuilles d’Olea europaea

La plante a été authentifiée, d’une part, par un botaniste de la Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie, et, d’autre part, par comparaison de ses caractéres morphologiques avec

ceux décrits dans la littérature.

IV.3. Caractérisation biochimique de la plante

IV.3.1 Teneur en eau

La teneur en eau est déterminée apres une élimination totale de toute trace d’eau présente
dans un matériel végétal, apres une dessiccation dans une étuve isotherme réglée a
103+ 2°C jusqu’a ’obtention d’un poids constant de 1’échantillon (Audigie, 1978). Des
capsules vides sont séchées a 1’é¢tuve réglée a 103+ 2°C pendant 15 min et laissées refroidir
dans un dessiccateur. Un poids de 2 g est placé dans une capsule puis I’ensemble est mis dans
une étuve réglée a la méme température pendant 3 heures. Ensuite les capsules sont retirées de
I’étuve et laissées refroidir dans un dessiccateur. Apres refroidissement les capsules sont pesées.
Ces dernieres sont remises a 1’étuve puis pesées encore une fois. L’opération est répétée
plusieurs fois jusqu'a I’obtention d’un poids constant. La teneur en eau ou d’humidité (H) est

calculée selon 1’équation suivante :

M1-M2)

% H = 100

MI : masse initiale en g (Capsule + matiere fraiche) avant dessiccation
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M2 : masse finale en g (Capsule + maticre séche) apres dessiccation

P : poids de la prise d’essai

Donc le taux de la matiére séche (MS) est conclu selon la relation suivante :
MS % =100 OH%

1V.3.2 Teneur en matiére minérale

Selon la norme (NF V05-113,1972), la détermination de la teneur en cendre est basée sur
I’incinération de toute matiére organique contenue dans un matériel végétal sous ’effet d’une
haute température qui est de 550+15°C. Une quantité de 2 g de chaque poudre pulvérisée de la
plante est mise dans une capsule préalablement tarée. Ensuite I’ensemble est introduit dans un
four a moufle réglé a une température égale a 550+25°C pendant 5 a 6 h jusqu’au changement
de couleur de la poudre incinéré au grise claire ou blanchatre. Apres refroidissement les capsules
sont retirées et leurs poids sont mesurés a nouveau. Le pourcentage de la matiére organique

(MO) est calculé selon I’équation suivante :

(M1 - M2) y
P

MI : masse initiale en g (Capsule + matiere seéche) avant incinération

MO0% = 100
M2 : masse finale en g (Capsule + cendre) apres incinération

P : poids de la prise d’essai
Donc la teneur en cendre est calculée selon la relation suivante :

% de cendre =100 - %MO

IV.4. Préparation de la matiére végétale

Les feuilles saines d’Olea europaea sont lavées soigneusement a 1’eau distillée afin
d’¢liminer les poussieres et les impuretés, puis séchées a ’air libre, a 1’abri de la lumiere, ou a
I’étuve a basse température (<40 °C). Apres séchage, les feuilles sont finement broyées a 1’aide

d’un mortier ( ).

IV.5 Extraction des pigments chlorophylliens

IV.5.1. Principe

Les feuilles de la plante sont mises en contact avec de 1’éthanol absolu qui va les 1éser
mécaniquement et va détruire les membranes des cellules dans le but d’en extraire les organites

(les lipides et les lipoprotéines sont solubles dans 1'éthanol). Le broyat ainsi obtenu est filtré et
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la chlorophylle est extraite grace au dichlorométhane, solvant d’extraction. Apres une seconde

filtration, le filtrat est chauffé¢ afin de garder uniquement les pigments de la chlorophylle.

IV.5.2 Mode opératoire

Une quantité¢ de 10 g de feuilles est hachée a 1’aide d’un mortier, puis 10 mL d’éthanol
absolu sont ajoutés au broyat. Le mélange est filtré dans un Erlenmeyer a 1’aide de coton cardé.
La pulpe récupérée est ensuite placée dans un bécher, a laquelle on ajoute 12 mL de
dichlorométhane. L’ensemble est agité pendant deux minutes, puis soumis a une seconde
filtration. Le filtrat obtenu est récupéré et soumis a une évaporation au bain-marie réglé a 95
°C. Des pigments chlorophylliens purs et colorés sont ainsi obtenus au fond de I’Erlenmeyer
(Fig.11), puis redissous dans quelques millilitres d’un mélange de solvants polaire/apolaire (9:1)

(Annexe 1). Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :

_masse de l'extrait obtenu (m)

x 100

R (%) ~ masse de la plante utilisée (p)

—N
|

s )

Figure 11. Aspect de I’extrait obtenu

IV.6 Identification par CCM

IV.6.1. Principe

La chromatographie sur couche mince permet une séparation des pigments dans un but
d’analyse. La phase fixe est composée d'une couche solide sur laquelle est déposé un gel de
silice servant de support et la phase liquide est constituée d’un €éluant qui sépare les différents
pigments. Plusieurs gouttes de solution de chlorophylle sont déposées sur la phase fixe a ’aide
d’un capillaire pour former une tache. La plaque de silice est mise en contact avec la phase

liquide qui va migrer et entrainer les pigments de la chlorophylle par capillarité. Une fois que
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la migration est terminée, on obtient plusieurs taches colorées sur la plaque de silice

correspondantes aux différents composants de la chlorophylle.

1V.6.2 Mode opératoire

Une plaque de silice d’environ 15 cm de longueur et 4 cm de largeur a été découpée. Une
ligne de dépot a été tracée a 1 cm du bord inférieur de la plaque, sur laquelle une goutte de
chlorophylle extraite a été déposée. La goutte a été séchée a I’aide d’un séche-cheveux, et cette
opération a été répétée six fois afin d’obtenir une tache verte bien visible. L’¢éluant a été préparé
dans un volume total de 10 mL, composé de 40 % de solvant apolaire (éther de pétrole) et de
60 % de solvant polaire (éther diéthylique). Ce mélange a été versé dans une cuve de
chromatographie, puis la plaque y a été introduite. L’ensemble a été couvert et maintenu a
I’obscurité pendant environ une heure, jusqu’a ce que 1’¢luant atteigne le front supérieur de la

plaque (Fg.12).

Figure 12. Analyse de I’extrait par CCM

IV.7. Séparation et dosage des pigments

IV.7.1. Séparation

Les pigments chlorophylliens ont été séparés a partir de 1’extrait brut selon une méthode
d’extraction liquide—liquide inspirée de Lichtenthaler (1987). Un volume de 5 mL de I’extrait
végétal filtré a été introduit dans un tube a essai, puis mélangé a 10 mL d’hexane et a 5 mL

d’eau distillée. Aprés une agitation douce pendant 1 a 2 minutes, le mélange a été laissé au repos
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pendant 5 a 10 minutes afin de permettre la décantation et la formation de deux phases
distinctes. La phase organique supérieure, caractérisée par une coloration vert foncé intense,
contenait les pigments chlorophylliens et les caroténoides, tandis que la phase inférieure
renfermait principalement les composés polaires. La phase supérieure a ensuite été récupérée et

utilisée pour les analyses chromatographiques ultérieures.

IV.7.2. Dosage des pigments chlorophylliens
Apres 48h, la densité optique est mesurée aux longueurs d’ondes 663nm et 645nm

correspondant respectivement aux chlorophylles (a) et (b). Les résultats sont exprimés en mg/g
de MF et les concentrations en chlorophylle (a) et (b) sont déterminées a I’aide des équations
suivantes :

-Chl. (a) mg/g MF =[12,7*DO (663)-2,69*DO (645)]*0,1

-Chl.(b) mg/g MF =[22,9*DO(645) - 4,69*DO(663)]*0,1

-Chl. Total mg/g MF = 7.5*DO(663) + 18.71*DO(645)

IV.7.3. Vérification de la stabilité de la Chlorophylle a et b

Apres extraction, les chlorophylles a et b sont présentes sous forme de mélange. Celuici
est divisé en trois fractions, incubées respectivement a 25 °C, 40 °C et 60 °C, pendant 24h a
I’abri de la lumiére. Les absorbances sont ensuite mesurées a 663 nm et 645 nm, et les
concentrations de la chlorophylle a et de la chlorophylle b sont calculées a 1’aide des formules

suivantes :

(lll a— l:l.TA;;.;;; 2.(59:’1';1'»

Chlb = 2294445 — 4,68 A¢43

IV.8.Stérilisation des pigments

Apres vérification de sa stabilité, I’extrait chlorophyllien a été soumis a une irradiation
par rayons X a I’aide d’un systéme de radiographie Siemens, modele Multix / X-ray Tube
Systems, au sein du service de radiologie de I’Hopital Ahmed Boudiaf de Relizane. L’irradiation
a ét¢ maintenue pendant une durée totale plus de 10 heures dans des conditions contrdlées, afin

d’assurer la stérilisation de ’extrait tout en préservant ses propriétés physicochimiques. Cette
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¢tape avait pour objectif d’¢éliminer les éventuels contaminants microbiens sans recourir a un

traitement thermique susceptible d’altérer les pigments chlorophylliens (Fig.13).

Figure 13. Stérilisation par rayon X.

IV.9. Préparation de spaghetti

Les composants de la pate sont regroupés dans le tableau (2), en parallele une pate a base

de colorant synthétique est préparée dans les mémes conditions.

Tableau 2. Ingrédients de spaghetti préparé

Ingrédients Quantité (g)
Eau 15
Semoule 50
Extrait chlorophylliens 3,89

Les étapes de préparation se divisent en quatre grandes étapes : Hydratation et malaxage

de la semoule, mise en forme (par laminage), séchage et cuisson (Annexe 2).

IV.9.1. Hydratation/malaxage

Dans un récipient, une masse de 50 g de semoule supérieure extra fine a ét¢ mélangée
avec 15 mL d’eau distillée 1égérement froide pour éviter 1’agglomération de la semoule. Le
mélange est ensuite mis en repos sous plastique afin d'éviter son séchage pendant 50min

environ, ce temps est nécessaire pour une bonne hydratation de la semoule.
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1V.9.2. Pétrissage

Apres le repos, le pétrissage manuel pendant Smin donne une pate homogene, lisse et
souple. Le mélange est entassé dans le pétrin pour un deuxieéme pétrissage pour une durée de
8 min. Apres un repos de 50min, on découpe cette pate en petites boulettes qui ont été étalée a

I’aide d’un rouleau a patisserie.

1V.9.3. Laminage

Le laminage des boulettes de pate en feuilles mince est effectu¢ a I'aide d'une machine a
pate, on applique deux passages sur deux laminoirs différents (progressivement par 1’écartement
6). Les pates sont ainsi disposée pour un pré-séchage a ’air ambiant sur un plan de travail et
recouvertes par un tissu propre spécialisé pour les pates. Les feuilles laminées sont ensuite
découpées avec un emporte-piece attaché au laminoir consacré a la fabrication des pates

traditionnelles de type « spaghetti ».

IV.9.4. Séchage
Les pates obtenues sont séchées, sur des tissus propres a une température ambiante dans

une chambre bien aérée, jusqu'a 1'obtention d'un produit cassant entre les doigts. Les

¢chantillons sont ensuite stockés dans des récipients en verre a 1’abri de I’humidité et a

température ambiante.

IV.10 Appréciation de la qualité de la pate

Les propriétés qui définissent la qualité des pates alimentaires sont déterminées a travers,
leur comportement durant et apres la cuisson (Gonflement et pertes de matieres) (Annexe 3),
leur valeur nutritionnelle et leur qualité sensorielle (Feillet, 2000 ; Abecassis, 2011; Nasehi et

al., 2011).
IV.10.1 Qualité culinaire

La qualité culinaire des pates fabriquées dans notre étude a été appréciée par la
détermination du Temps Optimum de Cuisson (TOC), de 1’épaisseur, du gonflement des pates,

de la consistance et de leurs pertes au cours de la cuisson (Degré de Délitescence).
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IV.10.1.1 Temps optimal de cuisson (TOC)

Un échantillon de pate est plongé dans 1’eau distillée préalablement chauffée jusqu'a
¢bullition sans addition du sel et sans stopper 1’ébullition. Toutes les 15s, un brin de Spaghetti
est prélevé puis immédiatement écrasé entre deux plaques de verre. Le temps optimal de cuisson
correspond au temps nécessaire pour la disparition de la partie blanche centrale (Marti et al.,

2013).
IV.10.1.2 Indice de Gonflement (IG)

Le gonflement est défini comme étant le gain de poids des pates pendant la cuisson et
indique la quantité d’eau absorbée. Ceci est donc un indice sur la capacité de I’absorption d’eau
de la pate alimentaire (Marti et al., 2013). Un échantillon de 10 g de pates est cuit dans
100 ml d’eau distill¢ préalablement chauffée jusqu'a ébullition au temps optimal de cuisson.
Les pates cuites sont égouttées puis pesé€es. L’Indice de Gonflement (IG) est calculé en utilisant

I'équation suivante :

IG (g pour 100g de pate séche) = (poids de la pate cuite- poids de la péate non cuite) x 100

Poids de la pate non cuite
1V.10.2 Qualité technologique et chimique
IV.10.2.1 Epaisseur

Ce parametre permet de détecter les malformations et les irrégularités dans la fabrication
de la pate dont on sélectionne quelques brins au hasard et on a mesuré a 1’aide d’un pied a

coulisse (appareil de mesure directe, entierement en acier inoxydable).

IV.11. Test de stabilité des pates
IV.11.1. Physicochimique
IV.11.1.1. Teneur en humidité

La mesure se fait par séchage a 130 °C par une étuve selon le principe
thermogravimétrique a pression atmosphérique. La perte de masse observée est équivalente a la

quantité d’eau présente dans le produit.
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IV.11.2 Microbiologique

Les microorganismes contaminent de nombreux produits alimentaires et peuvent
constituer un grave danger sur leur qualité et leur conservation (Giraud, 2012). L'objectif
principal du controle microbiologique de la préparation alimentaire est de révéler la présence
éventuelle des microorganismes indésirables, et ceci dans le but d'assurer une meilleure qualité

du produit fini.
IV.11.2.1. Préparation des dilutions décimales [J.O n°® 38 du 22/06/2014]

Une quantité de 25g de pates est placée dans un flacon stérile contenant 225 ml de diluant
(eau physiologique), puis un volume de 1ml est introduit aseptiquement dans 9 ml du méme
diluant a I’aide d’une pipette pasteur stérile, la méthode est refaite de la méme fagon pour

obtenir les dilutions 102 et 107,

IV.11.2.2. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)
IV.11.2.2.1 Principe

L'ensemble des micro-organismes capables de se reproduire dans I'air a une température
moyenne, notamment entre 25 et 40°C, constitue la flore mésophile aérobie totale. Ils peuvent

étre des micro-organismes nuisibles ou de dégradation.
1V.10.2.2.2 Mode opératoire

Basé sur des dilutions décimales de 10 2 10!, Un volume de 1 ml est transféré de maniére
aseptique dans une boite de Pétri, puis complété par 20 ml de gélose PCA (Annexe 04) fondue.
Le mélange est effectué par des mouvements en forme de 8. Apres avoir été solidifiées, les
boites sont placées en incubation a une température de 30°C pendant une durée de 72 heures.

Les germes totaux apparaissent en masse sous une forme lenticulaire.
1V.10.2.3 Dénombrement des levures et des moisissures
IV.11.2.3.1 Principe

Le développement des levures dans les produits alimentaires cause 1’altération de leurs
qualités marchandes, par formation de trouble et apparition d’odeur désagréable. L’altération
provoquée par les moisissures conduit a une modification de la qualité nutritionnelle et de la
qualité organoleptique. Certaines moisissures arrivent méme a produire des toxines (Ould el

Hadj et al., 2001).

34



Partie expérimentale Chapitre IV : Matériel et méthodes

IV.11.2.3.2 Mode opératoire

Apres avoir versé le milieu PDA (Annexe 4) dans les boites de Pétri, un volume de 100
uL des dilutions 107! et 10 de pates alimentaires et formulée est placé puis étalé sur la surface
solidifiée. Les boites sont ensuite incubées en position renversée 25°C pendant 72h, les colonies
de levures se présentent sous formes arrondies, lisses a contours réguliers et parfois pigmentées
(couleur jaune, orange ou blanche) alors que les moisissures se présentent sous forme de
colonies plus ou moins grandes comparativement aux colonies de levures. La lecture se fait sur

des boites contenant de 10 a 100 colonies.
IV.12. Détermination de la durée de vie des pates alimentaires
La durée de vie théorique des pates alimentaires a été estimée a 1’aide d’un modéle

multiplicatif tenant compte de plusieurs facteurs influencant leur stabilité au cours du stockage.

La durée de vie (DL) a été calculée selon I’équation suivante :

Tref—-T
DL=DLyet X FT X FH X FC = DLt x@Q10 10 awref pC

aw

DLref: 24 mois

Facteur température (FT) : Basé sur le Q10, Pour pates seches : Q10~=2

Tref-T
Fr=Q10 10
-Facteur humidité (FH) : Souvent exprimé empiriquement (valeurs < 1 si humidité élevée)
__HRref __awref

FH

HR ou FH  aw

Facteur cuisson / procédé FC : Ce facteur tient compte de :
Séchage optimal : FC=1

Séchage modéré : FC =0,8

Pates aux ceufs : FC = 0,6- 0,8

Séchage haute température : FC = 1,1
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IV.13.Etude statistique

Toutes les analyses ont été réalisées en triplicata, et les résultats sont exprimés sous la
forme de la moyenne + écart-type (moyenne = ET). La comparaison des résultats obtenus pour
les pates €laborées avec ceux des marques commerciales a été effectuée a 1’aide d’une analyse
de variance a un facteur (ANOVA). Toute valeur de p inférieure a 0,05 a été considérée comme

statistiquement significative.
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V.1. Caractérisation biochimique des feuilles d’Olea europaea
Le tableau suivant regroupe la caractérisation biochimique de la plante utilisée.

Tableau 3. Caractérisation biochimique des feuilles d 'Olea europaea

Parameétres biochimiques Feuilles d’Olea europaea
Teneur en eau (%) 56,29 £2.27
Teneur en matiére séche (%) 43,71 + 2,27
Teneur en cendre (%) 4,83 £ 1,44

Teneur en matiére organique

(%) 95,17+ 1,44

Rendement (%) 3,27+ 1,84

D’aprés les résultats présentés dans le tableau, les feuilles d’Olea europaea présentent
une teneur en eau de 56,29 + 2,27 % et une teneur en matiére séche de 43,71 + 2,27 %. Ces
valeurs indiquent que 1’eau constitue la fraction majoritaire de la masse des feuilles fraiches,
tandis que la matiére seche représente une proportion importante de leur composition. Cette
répartition traduit une teneur en humidité modérée, compatible avec 1’état physiologique
normal des feuilles et favorable a leur conservation apres séchage, qui permet de réduire

significativement leur teneur en eau et de stabiliser les constituants bioactifs.

Ces valeurs sont relativement proches de la composition moyenne citée dans la
littérature, qui établit 1'humidité a environ 49,8 % (Boudhrioua et al., 2009). La légere
différence observée (une humidité un peu ¢élevée dans l'échantillon expérimental) peut
s'expliquer par des facteurs tels que la variété d'olive, les conditions climatiques lors de la

récolte ou l'age des arbres (Niaounakis et Halvadakis, 2006).
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Les résultats de 1’analyse minérale montrent que les feuilles d’Olea europaea
contiennent 4,83 + 1,44 % de cendres totales, tandis que la matiére organique représente 95,17
+ 1,44 % de leur composition. La fraction cendreuse correspond a I’ensemble des résidus
minéraux non volatils (calcium, potassium, magnésium, phosphore et autres oligoéléments)

obtenus apres incinération complete de la matiere végétale.

La valeur de cendre est en parfaite adéquation avec la littérature qui rapporte une
moyenne de 4,5 % de minéraux (Boudhrioua et al., 2009). De méme, la teneur en matiére
organique calculée a 95,17 % se situe dans la fourchette haute des données bibliographiques,
lesquelles précisent que la mati¢re organique dans les feuilles d'olivier varie généralement
entre 76,4 et 92,7 g / 100 g de matiére séche (Niaounakis et Halvadakis, 2006). Cette
richesse en matiere organique confirme la présence importante de glucides, de protéines et de

lipides caractéristiques de cette espéce.

Apres évaporation du solvant, I’extrait végétal obtenu présente une couleur vert foncé
confirmant la présence de pigments avec un rendement égal a 3,27 = 1,84. Le rendement

observé ici pour l'extrait sec de chlorophylle est spécifique a la fraction pigmentaire.

En revanche, le rendement moyen de 35,392 % rapporté dans la littérature pour les
extraits de feuilles d'olivier est nettement supérieur a la valeur de 30,55 % obtenue par Acila
(2018). Cette divergence souligne l'influence critique de la méthode d'extraction, de la nature

du solvant et des caractéristiques génétiques de la plante sur 1'efficacité du processus.

V.2. Identification de pigments par CCM

L’analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) de I’extrait chlorophyllien a
permis de mettre en évidence plusieurs pigments (Fig.14). Aprés migration de 1’extrait
chlorophyllien sur plaque de silice, quatre taches colorées ont été observées a diftérentes

distances. Les valeurs des rapports frontaux (Rf) obtenues sont :

-Rf = 0,96 (tache jaune-orange) : correspond aux caroténes, notamment le B-caroténe. Ces
pigments sont tres apolaires, présentent une forte affinité pour la phase mobile et migrent
donc presque jusqu’au front du solvant.

-Rf = 0,65 (tache vert bleuatre) : attribuée a la chlorophylle a, moins polaire que la
chlorophylle b en raison de la présence d’un groupement méthyle (-CH3) a la place d’un

groupement formyle (-CHO).
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-Rf = 0,50 (tache vert jaunatre) : correspond a la chlorophylle b, plus polaire que la
chlorophylle a, ce qui explique sa migration plus faible.

-Rf = 0,20 (tache jaune pale proche du point de dépot) : peut étre attribuée aux xanthophylles,
pigments oxygénés plus polaires que les caroténes. Selon le systéme ¢luant utilisé, ces

composés migrent généralement moins loin.

< D

|

-

Figure 14. Migration de I'extrait sur plaque CCM

La prédominance des bandes de couleur verte, associée a leur intensité marquée, indique
que I’extrait est particuliérement riche en pigments chlorophylliens. Ces résultats confirment
que les feuilles d’Olea europaea constituent une source importante de chlorophylles,

molécules essentielles a la photosynthese et reconnues pour leurs propriétés biologiques.

Il est a noter que plusieurs méthodes ont été développées pour la séparation des
pigments photosynthétiques, notamment la chromatographie sur colonne (CC), la
chromatographie sur papier (CP) et la chromatographie sur couche mince (CCM), ainsi que la

chromatographie liquide a haute performance (HPLC) (Lichtenthaler et Hartmut, 1987).
V.3.Séparation et dosage de la chlorophylle a et b

Un rendement de 0,06 % a été constaté aprés séparation de la chlorophylle a et b de

I’extrait brut des feuilles d'olivier (Fig.15).
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Figure 15. Séparation des pigments chlorophylliens

Cette séparation démontre que les pigments chlorophylliens ont une forte affinité pour
le solvant organique en raison de leur caractere majoritairement lipophile. La concentration
intense de la couleur verte dans la phase supérieure confirme que 1’extrait brut est riche en

chlorophylles.

Apres avoir, dosé les pigments par spectrophotometre, les résultats sont regroupés dans

le tableau suivant :

Tableau 4. Résultats du dosage des pigments chlorophylliens

Chlorophylle a Chlorophylle b Total
Concentration Rendement Concentration Rendement Concentration Rendement
(mg/g) de MF (%) (mg/g) de MF (%) (mg/g) de MF (%)
Extrait 0,43 +£0,01 0,043 0,17 £0,006 0,017 0,6 0,06 + 0,04

Les résultats du tableau montrent que la chlorophylle a (0,43 mg/g MF ; 0,043 %) est
nettement plus abondante que la chlorophylle b (0,17 mg/g MF ; 0,017 %). Cette différence
est classique chez les végétaux, car la chlorophylle a est le pigment principal directement
impliqué dans la phase photochimique de la photosynthese, tandis que la chlorophylle b joue
un rdle accessoire d’antenne collectrice de lumicere. En revanche, la chlorophylle totale (0,6
mg/g MF ; 0,06 %) reflete une teneur globale relativement modérée en pigments

chlorophylliens dans I’extrait analysé. Le rendement global reste faible, ce qui peut
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s’expliquer par ’efficacité limitée du procédé d’extraction, la nature du solvant utilisé, ou

encore 1’état physiologique du matériel végétal.

Nos résultats sont en accord avec les travaux antérieurs, qui indiquent que les deux
chlorophylles sont des composants essentiels des membranes photosynthétiques et qu’elles se
présentent généralement dans un rapport chlorophylle a/chlorophylle b d’environ 3/1

(Lichtenthaler, 1977).

En effet, une teneur en chlorophylles (a + b) de 7,74 ng/g a été enregistrée chez la
variété de blé Boussalem, tandis que la variété Chen’s présente la valeur la plus faible avec
3,06 pg/g. Cette comparaison met en évidence une variabilité importante des teneurs en
chlorophylles selon les variétés, les conditions de culture et les facteurs environnementaux

(Khouildi, 2020).

V.4. Vérification de la stabilité de la Chlorophylle a et b

Les absorbances des pigments ont été lues a différentes températures, les résultats sont

regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 5. Test de la stabilité de la chlorophylle a et b

Températures Chlorophylle a (mg/g) Chlorophylle b (mg/g)
25°C 0,438 0,161
40°C 0,420 0,165
60°C 0,420 0,166

Globalement, ces résultats montrent que les chlorophylles étudiées présentent une bonne
stabilit¢ thermique entre 25°C et 60°C, sans dégradation importante. La chlorophylle b
apparait légérement plus stable que la chlorophylle a, tandis que cette derniere tend a se

stabiliser apres une légére diminution initiale.

Pareillement, La dégradation de la chlorophylle dans le jus de brocoli s’est produite a
des températures supérieures a 60 °C. L’analyse chimique a montré que la dégradation de la
chlorophylle a et b en phéophytine a et b, respectivement, suit une cinétique d’ordre 1 et que
la chlorophylle a est plus sensible a la chaleur que la chlorophylle b (Weemaes et al., 1999).
Nos résultats confirment que la chlorophylle a est plus sensible a la température que la

chlorophylle b.
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V.5. Préparation de spaghetti

A Dissue des étapes d’hydratation, de pétrissage et de laminage, la pate obtenue est
homogene, lisse et souple, et présente une couleur vert olive apres le pétrissage manuel.
Cependant, apres séchage, elle devient cassante au toucher, ce qui indique une €limination

suffisante de 1’eau, accompagnée d’une légere diminution de la couleur verte (Fig.16).

Figure 16. Aspect de Spaghetti préparé

V.6. Appréciation de la qualité de la pate

Trois échantillons ont été analysés, (E1: Spaghetti préparé a base de pigments

chlorophylliens), (E2 : Spaghetti de la marque Sim) et (E3 : Spaghetti de la marque Safina).

Tableau 6. Détermination de la qualité de spaghetti

Qualité culinaire Qualité
Temps optimal de Indice de Gonflement technologique
cuisson en min (TOC) en % (IG) (Epaisseur en mm)
E1 7 +£1.0° 1958 £5,6% 1,8+0,52
E2 10£3.1° 161,4+23% 1,6 1,22
E3 I11+£3.0° 162,5+19% 1,3+0,8?2
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Le temps nécessaire pour la disparition de la ligne blanche centrale lors de I'écrasement
entre deux plaques de verre était le plus petit dans 1’échantillon E1 comparativement aux
autres (E2 et E3). Le spaghetti Naturel (E1) présente l'indice de gonflement le plus élevé
(195,8), ce qui indique une plus grande capacité d'absorption d'eau par rapport aux marques

commerciales SIM et Safina. Aucune différence significative n’a été constatée.

L’¢étude de la qualité culinaire de nos spaghettis (E1) met en évidence un temps optimal
de cuisson (TOC) de 7 minutes, nettement inférieur a celui des marques commerciales SIM
(10 min) et Safina (11 min). Cette rapidité de cuisson s'accompagne d'un indice de gonflement
(IG) particulierement élevé de 195,8 %, surpassant les standards de 160 a 180 g d’eau pour
100 g de pates mentionnés par Boudreau et Ménard (1992). Cette forte capacitée d'absorption
d'eau témoigne d'une gélatinisation efficace de 1'amidon, processus essentiel pour rendre le
produit digestible. Cependant, selon Abecassis (2011), la qualité culinaire globale ne se limite
pas au gonflement mais intégre également les propriétés viscoélastiques et la fermeté apres
cuisson. Bien que nos résultats indiquent une grande capacité¢ d'hydratation, la texture finale
doit répondre au critére "al dente", ou les pates résistent légerement sous la dent. Comme le
soulignent Boudreau et Ménard (1992), cette fermeté dépend de la teneur en protéines et de la
qualité du réseau de gluten, qui garantit la conservation de la forme et de I'élasticité du produit

méme lorsque le temps de cuisson optimal est 1égerement dépassé.

V.7. Test de stabilité
V.7.1. Analyse physique
V.1.7.1. Teneur en humidité

Les résultats des analyses effectuées sur les trois échantillons révelent des variations
notables du taux d'humidité et de la matiere seche (MS). L'échantillon E1 présente le taux
d'humidité le plus élevé avec 14,16 % (MS de 85,84 %). 1l est suivi par I'échantillon E2 avec
un taux de 12,66 % (MS de 87,34 %). Enfin, I'échantillon E3 est le plus sec des trois, affichant

un taux d'humidité de 10 % pour une matiere seche de 90 % (Fig. 17).
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Le taux d'humidité et MS des spaghettis
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Les valeurs suivies de la méme lettre pour un méme parameétre ne présentent pas
de différence significative au seuil de 5 % (p > 0,05).

Figure 17. Taux d’humidité et MS des spaghettis

L'analyse de la teneur en humidité de spaghetti révele une hétérogénéité marquée entre
les trois échantillons, avec des valeurs allant de 10 % (E3) a 14,16 % (E1). Ces résultats
montrent que seul 1'échantillon E3 présente une teneur en eau inférieure au seuil critique de
12,5 % établi par Kent et Evers (1994), valeur au-dela de laquelle les pates séches s'exposent

a des risques d'altération par les moisissures et les micro-organismes.

V.7. 2 Microbiologique

Les résultats des analyses microbiologiques pour le dénombrement des levures et
moisissures révelent une présence fongique variable selon les échantillons de pates
alimentaires (Fig.18). L'échantillon E1 affiche une charge de (2,4*10* UFC/g), tandis que
I'échantillon E2 présente une différence significative de concentration (4,7%10° UFC/g).

Enfin, I'échantillon E3 enregistre la charge la plus faible avec une valeur de (1,9*10* UFC/g).

Figure 18. Mise en évidence de la présence des levures et des moisissures dans les spaghettis.
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L'évaluation de la qualité microbiologique des spaghettis révele une absence totale de la
FTAM dans I'ensemble des échantillons (E1, E2 et E3). Cette absence de germes indicateurs
témoigne d'une excellente hygiéne globale durant le processus de fabrication et d'une charge

microbienne initiale trés faible.

En se référant aux critéres microbiologiques définis par le Journal Officiel de la
République Algérienne (JORA, 2017) pour le couscous et les pates alimentaires, les limites
fixées pour les levures et moisissures sont comprises entre une valeur seuil (m) de 10* et une
limite d'acceptabilité (M) de 10° UFC/g. Si les échantillons E1 et E3 se situent dans une zone
de qualité acceptable, la concentration plus élevée observée dans I'échantillon E2 pourrait étre
corrélée a son taux d'humidité plus important, bien que 1'absence de flore pathogéne confirme

la sécurité sanitaire du produit.

V.1.8 Détermination de la durée de vie des pates alimentaires

Les tests de stabilité effectués sur les échantillons de spaghetti ont permis de déterminer
une Durée Limite de Consommation (DLC) de 8,16 mois. Ce résultat quantifie la période
durant laquelle le produit conserve l'intégralité de ses propriétés physico-chimiques et
microbiologiques apreés son conditionnement. Cette valeur de 8,16 mois confirme la
conformité du processus de séchage et valide la stabilité du produit fini pour une conservation

a température ambiante.

Par ailleurs, il est important de souligner que la formulation de notre spaghetti se
distingue par l'absence totale de conservateurs synthétiques, s'appuyant uniquement sur 1'ajout
de sel en tant qu'agent de conservation naturel. Bien que la durée de vie de nos échantillons ait
été estimée a 8,16 mois, cette valeur reste inférieure a la Durée Limite de Consommation
(DLC) de référence des spaghettis industriels, qui s'éléve généralement a 24 mois. Cet écart
s'explique par le caractére artisanal du produit et 1'absence d'additifs chimiques. Néanmoins,
I'absence de la FTAM et le respect des criteres du JORA (2017) confirment qu'une
conservation naturelle, associée a une maitrise de l'activité de l'eau, est suffisante pour
garantir la sécurité sanitaire et la stabilit¢é microbiologique du produit sur une période

satisfaisante.
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Conclusion générale

Cette étude a permis de valider la faisabilité technique et l'intérét nutritionnel de la
valorisation des feuilles d’olivier comme source de pigments naturels pour 1'agroalimentaire.
Les analyses biochimiques confirment que cette matiére premiere, issue du patrimoine
oléicole local, constitue une ressource précieuse par sa richesse en matiére organique. Le
processus d'extraction mis en ceuvre a permis d'isoler un concentré pigmentaire dont la
diversité a ét¢ confirmée par chromatographie, révélant la présence conjointe de chlorophylles

et de caroténoides.

L'incorporation de ces extraits dans la fabrication de spaghettis artisanaux démontre que
ces pigments naturels agissent non seulement comme des agents colorants efficaces, mais
qu'ils influencent également de maniére positive les propriétés culinaires du produit. Les tests
de cuisson ont mis en évidence une excellente capacité d'absorption d'eau et une tenue
structurelle remarquable, surpassant sur certains aspects les standards des produits
commerciaux. Cette interaction entre l'extrait végétal et la matrice de la pate suggére une

am¢élioration de la qualité technologique globale de I'aliment.

Sur le plan de la sécurité¢ sanitaire, les analyses microbiologiques approfondies
garantissent la fiabilit¢ du protocole de transformation et lI'hygieéne rigoureuse appliquée
durant l'expérimentation. Bien que la conservation repose exclusivement sur des méthodes
naturelles, la stabilité du produit est assurée sur une période significative, confirmant qu'une
maitrise de l'activité de l'eau et I'absence d'additifs synthétiques sont compatibles avec les

exigences de sécurité alimentaire.

Enfin, ce travail s'inscrit dans une démarche d'innovation durable et de "clean label",
prouvant qu'il est possible de substituer les additifs chimiques par des alternatives naturelles
sans compromettre la qualité ni la sécurité. Cette recherche ouvre la voie a de nouvelles
stratégies de valorisation des sous-produits agricoles pour le développement d'aliments
fonctionnels plus sains, répondant ainsi aux préoccupations actuelles des consommateurs en

matiere de santé publique et de respect de 1'environnement.
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Annexe 1 : Etapes d’extraction des pigments chlorophylliens




Annexe 2 : Etapes de préparation de spaghetti contenant les pigments
chlorophylliens

Les étapes de fabrication
de spaghetti
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Annexe 3 : Appréciation de la qualité de spaghetti

analyse de gonflement
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Annexe 04. Milieux de culture pour les analyses microbiologiques.

1. Gélose PCA (plate count agar)

Constituants Quantité en g/l
Tryptone 5

Extrait de levure 2,5

Glucose 1

Agar (G¢élose) 15

Dissoudre 17,5g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 20 min a 121°C.

2. PDA (Potato Dextrose Agar)

Constituants Quantité en g/l
Infusion de pomme de terre 200
Glucose 20
Agar (Gélose) 15

Dissoudre 39g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 20 min a 121°C

3. Eau physiologique
Constituants Quantité en g/l

Chlorure de sodium 9

Dissoudre 9 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 20 min a 121°C.
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Annexe 5 : Appareils et verrerie

Incubateur

Balance

Dessiccateur

Agitateur
magnétique

Mortier

Bec Bunsen

Bain marie




