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Résumé

Cette étude a pour but de suivre de la stabilité physicochimique, microbiologique et
organoleptique d’une boisson gazeuse commerciale a base de concentré d’orange « Chréa
pulpe » pendant une période de stockage de 3 mois a 3 températures différentes soient
4C°,25C° et 37 C° .L’effet du temps et de la température sur la teneur en vitamine C et sur

son activité antioxydante a été également évalué.

Les résultats des paramétres physicochimiques (pH, acidité, °Brix, titre alcalimétrique,
titre alcalimétrique complet, chlorures) des matieres premieres et ceux du produit fini, se sont
révélés conformes a la norme du JORA 1998 De plus, les résultats des analyses
microbiologiques indiquent une absence totale des germes pathogenes (Clostridium sulfito-

reducteur), des germes de contaminations fécales et des germes responsables d’altération.

Par ailleurs, les résultats obtenus indiquent que la vitamine C été la plus influencée par le
temps et la température de stockage. En effet, il a été enregistré des diminutions de 59%, 74%
et 88% pour les températures de 4, 25 et 37 °C, respectivement. Ainsi, la diminution de la
teneur en vitamine C a reflété la diminution en DPPH réduit, qui a diminué de 75%, 87% et

92% pour les mémes températures, respectivement.

Mots clés : boisson gazeuse, contrdle de qualité,vitamine C, activité antioxydante,.



Abstract

The purpose of this study is to observe the microbiological, physicochemical and
organoleptic stability of commercial carbonated beverage "Chréapulp." during a 3-month
storage period at 3 different temperatures "4°C, 25°C and 37°C." The effect of time and
temperature on the content of vitamin C and its antioxidant activity was also discussed.

The results of physicochemical parameters (pH, acidity, Brix, alkalinity, complete
alkalinity, chloride) of raw materials and those of finished product during a 90-day storage
period were found to be compliant with JORA 1998 and internal company standards "orange
Chréa".The results of microbiological analyzes indicate a total absence of pathogenic bacteria
(Clostridium sulfite reducer) germs of fecal contamination and germs responsible alteration.

The results indicate that vitamin C was most influenced by time and the storage
temperature. In fact, decreases of 59%, 74% and 88% were noted for the temperatures of 4, 25
and 37°C, respectively. The decrease in vitamin C content reflected the decrease in reduced

DPPH about 75%, 87% and 92% for the same temperatures, respectively.

Keywords:carbonated drink, vitamin C, antioxidant activity, physico-chemical analysis,

microbiological analysis, organoleptic,.
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Introduction

La vitamine C ou I’acide ascorbique, est une vitamine hydrosoluble, trés essentielle
pour I’étre-humain (Uddinet al, 2002). Elle est généralement considérée comme 1'indicateur
de la qualité des nutriments pendant le traitement et le stockage des aliments, (Uddinet al,

2002).

La vitamine C est un supplément vitaminique trés connu avec une large utilisation
dans différents domaines soient ; dans le domaine de « nutrition et santé », utilisé grace a ses
roles physiologiques assurant le maintien du bon fonctionnement de [’organisme
(métabolisme du collagene, elle intervient dans la défense immunitaire, son apport a un lien
direct avec le niveau de la tension artérielle...) (Courret, 2015). Ainsi, dans le domaine
« agroalimentaire » ou elle est utilisée comme additif (conservateur : E300) et dans le

domaine médical, pour la prévention ou le traitement du Scorbut (Courret, 2015).

La vitamine C se trouve principalement dans les légumes et les fruits (Frank et al,
2004). Parmi les fruits et les produits de fruits, les oranges et les jus d'orange sont connus
comme une source importante de vitamine C et des composés poly-phénoliques. Ainsi, la
vitamine C est considérée comme 1’antioxydant hydrosoluble le plus important. Il protége les
composés dans les espaces extracellulaires et intracellulaires dans la plupart des systémes
biologiques et réduit les radicaux tocophérols a leur forme active au niveau des membranes
cellulaires (Kaur and Kapoor, 2001). Elle peut directement piéger les radicaux superoxydes,
I'oxygene singulier et, le peroxyde d’hydrogene et le radical hydroxyle. Actuellement, I'acide
ascorbique est la vitamine la plus largement utilisée dans le monde entier. Basé ,sur des études
biochimiques, cliniques et épidémiologiques, l'acceptation quotidienne recommandée
actuelle(RDA) pour l'acide ascorbique est suggéré d’étre 100-120mg/jour pour atteindre la
saturation cellulaire et la réduction optimale du risque de maladies cardiaques, accidents
vasculaires cérébraux et le cancer chez les personnes en bonne santé (Naidu, 2003). La teneur
en vitamine C dans le jus d'orange est d’environ 150 a 450 mg/I ; un verre de jus d'orange
(200 ml) peut fournir environ 30-80% de l'apport quotidien recommandé en vitamine C

(Kaur and Kapoor, 2001).

Toutefois, 1'acide ascorbique dans les jus de fruits est facilement oxydé et perdu au
cours du stockage. Il existe de nombreux facteurs qui influent sur ce processus d’oxydation,

comme I’exposition a la lumiere, pH (Roig et al, 1995), niveau d’oxygene dissout, présence



d’ions métalliques (Serpenet al, 2007), présence du sucre (Hsiehet al, 1993) et la température
du stockage (Uddinet al, 2002). En outre, 1'acide ascorbique est thermolabile et trés sensible

aux différentes conditions des traitements (Valdramidis et al, 2010).

La dégradation de l'acide ascorbique lors du stockage est le principal probleme de la

perte de qualité nutritionnelle dans les jus de fruits ce qui détermine aussi leur durée de vie.

L’¢tude de la cinétique de dégradation de 1’acide ascorbique dans les boissons a base
d’orange et les jus de fruit, était le point basique pour la détermination de la durée de vie du
produit. Autrement dit, I’étude de la dégradation de la vitamine C dans les boissons fruités,
ne va pas étre seulement utilisée comme référence dont son objectif est de déterminer et
investiguer la qualité nutritionnelle de ces boissons, mais aussi, qu’elle pourrait étre utilisé
pour prévoir l’'influence des changements séveres des variables climatique (Temps et

Température) durant le stockage.
L’objectif de ce travail est
1/ contrdle de la qualité des matieres premiere utilisé dans la préparation de boisson gazeuse ;

2/ suivie de la stabilité physicochimique microbiologique et organoleptique de boisson
gazeuse pendant un période de stockage de 3 mois dans 3 températures différentes «

4C°,25C%et 37 C° »

3/ I’évaluation de I’effet de la durée et de la température de conservation sur la teneur en
vitamine C et sur son activité antioxydante dans une boisson commerciale a base de concentré

d’orange « Chréa pulpe ».



Chapitre 1

L.a vitamine C



I.1. Généralités

La vitamine C ou acide ascorbique, également connu par la vitamine antiscorbutique est
un "enediolactone" d'un acide similaire a la L-glucose. Les Plantes et presque tous les animaux,
sauf ’homme et les primates synthétisent cette vitamine. Elle est soluble dans l'eau et largement
diffusé dans les plantes et les tissus animaux (Etengef al., 2006). La Vitamine C joue un rdle
dans presque toutes les réactions chimiques de 'organisme et dans de nombreux métabolismes.
Elle joue donc un role dans la santé de la peau, des ligaments, des parois des vaisseaux sanguins,
des dents et des os. Elle intervient aussi dans le processus fournissant I'énergie nécessaire a
l'effort musculaire et dans la synthése des hormones surrénaliens (cortisol) qui jouent un rdle

essentiel en cas de stress (Kirsch, 2007).

La vitamine C est tres fragile, elle se dégrade par auto oxydation au contact de 1’air et de
la lumiére. Elle est sensible a I’humidité, a la chaleur et a la congélation. Le stockage des
aliments pour garantir une teneur optimale en vitamine C doit se faire a I’abri de air, de la
lumiére et de I’humidité. Les fruits et 1égumes frais doivent étre consommeés le plus vite possible

apres récolte (Gaulier, 2011).

Les fruits sont d'importantes sources de vitamine C. On parle d’agrumes ; orange, citron,

citron vert, ananas, papayes et de fraises (Etenget al, 2006).

I.2.Structure chimique de la vitamine C

La vitamine C se présente sous la forme d’une poudre blanche cristalline. Elle est
facilement soluble dans I’eau (300g/1), stable a I’état solide, rapidement oxydé au contact de

I’oxygéne lorsqu’elle est en solution aqueuse.

La vitamine C est de formule C6H806, I’acide L-ascorbique ou (2-oxo-L-threo-hexono-
4-lactone-2,3-enediol) comporte une fonction lactone, deux carbones asymétriques, les carbones
4et 5, deux fonctions alcool et une fonction ene-diol sur les carbone 2 et 3 (Guilland et Le

Moel,2007).
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Figure 1: Structure chimique de la vitamine C.

I.3. Métabolisme et physiologie

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, sensible a la chaleur,
aux ultraviolets et a I’oxygeéne (Cocheton, 1996).Le pool total de I’organisme est de 1500 a 2500
mg. Le turnover quotidien est de 45 a 60 mg/jour (soit 3 % du pool total). La demi-vie est de 10
a 20 jours. L’absorption de la vitamine C s’effectue au niveau de I’iléon, par un mécanisme de
transport actif saturable au-dela de 180 mg/jour. Le coefficient d’absorption est de 85 %. Apres
ingestion, la vitamine C passe rapidement dans le sang puis diffuse de facon variable dans tous
les tissus. Dans le sang total, on retrouve principalement 1’acide ascorbique (80 a 95 %) ; I’acide

déhydroascorbique ne représente que 5 a 20 % de la vitamine C circulante (Cocheton, 1996).

La carence en vitamine C induit une altération de la structure du collagene (Carr,
1999).Ceci explique les manifestations cliniques du scorbut : altération de la formation de
dentine et perte de dents, atteinte de la paroi vasculaire et purpura avec syndrome hémorragique,
cedémes, altération cutanée par atteinte de la kératine, remaniements osseux du fait de
I’incapacité des ostéoblastes a former la bordure ostéoide chez I’enfant. L’action de la vitamine
C sur les dioxygénases, qui interfeérent dans le métabolisme de la carnitine et donc celui des

acides gras a longue chaine de la mitochondrie, explique la fatigue décrite au cours du scorbut.

La vitamine C a un rdle de cofacteur dans la synthése des catécholamines, notamment
dans la transformation de la dopamine en norépinéphrine, ce qui peut rendre compte des troubles
du comportement et de I’humeur observés au cours du scorbut. D’autres actions sont décrites :
intervention dans le catabolisme de la phénylalanine et de la tyrosine, dans la transformation du
cholestérol vers les acides biliaires, augmentation du métabolisme des toxiques et carcinogénes
par le cytochrome P 450 hépatique. L’acide ascorbique favorise I’absorption du fer non
héminique (réduction des ions ferriques en ions ferreux et chélation des ions ferriques) et joue un
role dans la mobilisation du fer d’un compartiment a I’autre (fer circulant lié a la sidérophiline et

fer de réserve lié a la ferritine).



1.4. facteur favorisants la carence en vitamine C
I.4.1 Diminution des apports

Elle est la conséquence du mode de vie ou de conditions socioéconomiques
particulieres. Les hommes seuls, les personnes agées, les éthyliques, les sujets ayant des
régimes alimentaires volontairement restrictifs sont principalement atteints. Un certain
nombre de facteurs de risque de carence ont été identifiés dans une étude menée en milieu
hospitalier ; en analyse uni-variée : le sexe masculin, le fait d’étre retraité ou chomeur, d’avoir
une maladie infectieuse et une consommation alcool, tabagique excessive et en analyse multi-

variée la consommation excessive d’alcool et de tabac (Fainet al, 2003).
1.4.2. Diminution de I’absorption

La carence peut étre liée a une diminution de 1’absorption au cours de pathologies
intestinales : la maladie de Crohn(Vasseuret al, 1997), la maladie de Whipple (Bergeret al,
1984)ct la maladie ceeliaque (Zultaket al, 1986).

1.4.3. Augmentation des besoins

Les besoins sont augmentés pendant la croissance, la grossesse, 1’allaitement, et au
cours du diabéte. Cunninghanet al. (1991) montrent que le taux d’acide ascorbique
leucocytaire est plus bas chez les diabétiques insulino-nécessitantes malgré des apports

quotidiens conformes aux recommandations.
L.5. Le déficit en vitamine C « I’hypovitaminose » (Déplétions symptomatiques)

La carence en vitamine C peut conduire a I'anémie, le scorbut, les infections, des
saignements des gencives, la dégénérescence musculaire, une carence grave en vitamine C
provoque le scorbut. Bien que rare, le scorbut inclut potentiellement de graves conséquences,
et peuvent causer des morts soudaines (Mansour et Aljoubbeh,2014). Un déficit en vitamine
C peut étre évalué par un dosage biochimique quantitatif dans le sérum prélevé a jeun

(Galinier et Astudillo., 2012).

I.5.1. Le scorbut

Le scorbut est une maladie qui se traduit dans sa forme grave par le déchaussement et
la purulence des gencives, des hémorragies, puis la mort. Elle était une importante cause de

mortalité chez les marins lors des voyages océaniques. On rapporte, par exemple, qu’elle a
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emporté les deux tiers des hommes de Vasco de Gama pendant son voyage vers les Indes en

1497-1498 (De Keselet al, 2006).

1.5.1.2. Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques associent des signes généraux : asthénie, anorexie,
amaigrissement, des manifestations articulaires : arthralgies des genoux, des chevilles, des
épaules, des poignets, des myalgies et des hémarthroses. Le syndrome hémorragique se traduit
par un purpura pétéchial des membres et du tronc centré sur les follicules pileux, des
ecchymoses, des hématomes mais également des hémorragies des gaines des nerfs « paralysie
douloureuse du scorbut), des hémorragies intramusculaires pouvant &tre a [’origine de
syndromes des loges, des hémarthroses responsables parfois d’ostéolyses, des hémorragies

digestives voire des hémorragies gynécologiques ou cérébrales.

1.5.2. Déplétions asymptomatiques en vitamine C

A coté des carences symptomatiques (scorbut) correspondant i des valeurs
d’ascorbémie inférieures a 2 mg/l, des états de déplétion (entre 2 et 5 mg/l) peuvent étre
déléteres s’ils se pérennisent : augmentation de risque d’infarctus du myocarde (Nyssonenet
al, 1994), de la sévérité des infections (Buzina-Suboticanecet al, 1998). En effet, la
diminution de I’effet antioxydant induit une augmentation du risque de cancer(Block ,

1992)de cataracte (Simon et al, 1999)et de mortalité chez les hommes (Loriaet al, 2000).
I.6. Correction de la carence en vitamine C

La correction d'un déficit en vitamine C se fait préférentiellement par voie orale.
Suivant le degré du déficit dans sa traduction clinique et/ou biologique, les apports en
vitamine C peuvent se faire a partir d’aliments riches en vitamine C consommés de préférence
crus (afin d’éviter la dégradation —oxydation et hydrolyse- de la vitamine ou sa « perte » dans

une eau de cuisson non ingérée) ou sur prescription (Galinier et Astudillo, 2012).



Chapitre 11

Notions de stress oxydatif et de
Pactivité antioxydante



I1.1. Radicaux libres
I1.1.1. Définition

A) L’oxygeéne est un ¢élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de 1’énergie en oxydant la matiere organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques, nommés radicaux
libres organiques (Meziti, 2007).

B) Les radicaux sont des atomes ou des groupes d’atomes possédant un ou plusieurs
électrons non liant. IIs sont produits naturellement par notre organisme et entrent, par
exemple, dans les processus de production d’énergie. IIs interviennent également dans
les mécanismes immunitaires en permettant de lutter contre 1’invasion par des
bactéries ou des virus. Mais, sous certaines conditions, ils peuvent €tre produits en
exces et se mettent a dégrader les parois des cellules, les protéines et méme 1’ADN.
On parle alors de « stress oxydatif ». L’antidote contre les radicaux libres, ce sont les

antioxydants (De Keselet al, 2006).

Les radicaux libres sont tres instables de par leur configuration électronique et leur durée
de vie est trés courte (de 4 a 10 S). Leur réactivité réside dans le fait qu’ils recherchent un
électron pour rapparier leur électron célibataire, entrainant la propagation du phénomene par
création d’un nouveau radical libre. Ils produisent ainsi des réactions en chaine qui peuvent

aboutir a des dénaturations ou destructions au niveau cellulaire (Gardes-Albert, 2003).

I1.1.2. Nature des radicaux libre

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

I1.1.3. Roles biologiques des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des espéces
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout
en étant des especes indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de trés nombreuses

fonctions utiles qui a part la phagocytose, ont été découvertes récemment.



Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a la
destruction par apoptose des cellules tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au
fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire. Ils contribuent
également dans la fécondation de l'ovule, a la régulation des genes (Favier, 2003), a la
production énergétique, au reglement de la croissance des cellules et a la signalisation

intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007 ; Touafek, 2010 ; Marfak, 2011).

I1.2. Stress oxydatif

I1.2.1. Définition

Des radicaux libres sont produits en permanence et en faible quantité et cette
production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de défense, d'ailleurs
adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces circonstances normales, on dit
que la balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit
par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, l'exces de ces

radicaux est appelé stress oxydant (Favier, 2003).

Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes
alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou I’environnement dans lequel
il vit (Diallo, 2005). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible
moléculaire, de la sévérité de 1'effort et du mécanisme par lequel 1'effort oxydant est imposé

(Aruoma, 1999).
I1.2.2. Les conséquences du stress oxydant

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires,
induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation complete de
la membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information

(Koechlin-Ramonatxo, 2000).

La toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont en effet
capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également
leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, la
cystéine et la méthionine. Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et

de former ainsi des fragments protéiques. L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est
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également une cible majeure des EOR. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les
désoxyriboses de ’ADN, mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations
structurales lorsqu’elles ne sont « réparées » entrainent a long terme des altérations géniques

(Koechlin-Ramonatxo, 2000).

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront 1'apoptose, alors que de
forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont
induites par le stress oxydant, telles que ; mutation, carcinogenese, malformation des fcetus,
dépot de protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépot de lipides oxydés,

immunosuppressions (Favier, 2003).

I1.3. Antioxydant et activité antioxydante

I1.3.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la
durée de conservation du produit. En outre, I’antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble
dans les graisses, efficace a faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni d’odeur, ni
saveur indésirable, résistant aux processus technologiques, et stable dans le produit fin

(Hellal, 2011).

Les épices en général, sont tres riches en métabolites antioxydants, une vaste revue
scientifique a classé la cannelle moulue au quatrieme rang parmi les 50 aliments renfermant le

plus d’antioxydants (Halvorsenet al.,2006).

Ce sont essentiellement des vitamines (Ex.: Vitamine C) ou des oligo-éléments. En
luttant contre les radicaux libres en exces, les antioxydants protégent notre organisme de
nombreuses maladies. Ceux-ci vont réagir avec les radicaux libres et les rendre inoffensifs.
Dansl’organisme, il y a un équilibre permanent entre I'une et I'autre de ces familles
chimiques. Les antioxydants éliminent en permanence les radicaux libres en exces. Les
problémes se posent lorsqu’un déséquilibre apparait. Un déséquilibre peut étre 1ié a un

manque d’antioxydants dans 1’alimentation. Mais il peut également étre di a des facteurs
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extérieurs, qui vont augmenter la quantité de radicaux libres dans notre organisme. Citons
notamment : la cigarette, 1’alcool, ’exposition au soleil, le stress, la pollution, certains

médicaments. (De Keselet al, 2006).
I1.3.2. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la

réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de

donneurs d’atome d’hydrogeéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol.

En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la
délocalisation par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par
I’oxygene moléculaire. Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent
I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de
terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des
produits finis non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de
peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne
puisse réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie
excédentaire de 1’oxygene singulet pour la transformer en chaleur (Yaacoub, 2009 ;

Hellal,2011).
I1.3.3. Classification des antioxydants suivant la nature chimique

I1.3.3.1. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont principalement de trois enzymes ;

lasuperoxydedismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces
enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau duO, et du

H,0,, conduisant finalement a la formation de I’eau et de I’oxygéne moléculaire (Lehucher-

Michel et al., 2001).
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I1.3.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), les vitamines E

et C et les polyphénols (Kanoun, 2011).

A. La vitamine C
L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important

antioxydant dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions
superoxydes O2-, du peroxyde d’hydrogéne H202, des radicaux hydroxyles HOe, et de
I’oxygene singlet 102, Le role antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les
radicaux peroxyles aqueux, avant qu’ils initient la peroxydation lipidique le produit formé
étant le radical ascorbyle. La vitamine C protege ainsi les biomembranes et les lipoprotéines.

(Bouldjadj,2009).

0 -2¢ 0

2K/
HO —— O

HO HO
HO OH 0 0

Figure 2: Oxydation de I’acide ascorbique

I1.4.Evaluation de P’activité antioxydante et antiradicalaire

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, l’activité
antioxydante par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROOQOe par les
méthodes ORAC (Oxygene Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-
TrappingAntioxidantParameter); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion
ReducingAntioxidantParameter) ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-
azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre
DPPHe (diphenyl-picrylhydrazyle). Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation
et la nature diversifiée des antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et
hydrophobes, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle ’activité antioxydante peut

étre mesurée quantitativement d’une facon bien précise (Cristina et al., 2009).

L’ensemble des tests, selon leurs mécanismes sont regroupés dans le tableau 1.
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Tableau 1:Les principaux caractéristiques de quelques tests d’évaluation de I’activité

antioxydante.
Tests DPPH ABTS ou TEAC | FRAP ORAC
Transfert
Transfert
Mécanismesr d’éTe r::StrZ;s Transfertd’électr | {’&lectrons Transfert de protons
éactionnels o ons et deprotons
majoritaires
ture d . ) .
Na’ure e Hydrophiles Hydrophiles ) Hydrophiles et
moléculestest ) . . . Hydrophiles . .
ées etlipophiles etlipophiles lipophiles
) En mg 1
Expl:essmn 50 et /ou en CI 50 umoléquivalent C/I 5‘0 elt /ou urlno
desrésultats mgpmol et/oupmoléquival Fe ™ équivalent trolox
équivalent trolox enttrolox

Tres faciles a

-Tres faciles

-Tres faciles a
mettreen ccuvre

- Faciles a mettre en

amettre en ceuvre ceuvre
Avantages mettre enceuvre et
o -Peu couteux - Couteux
peu couteux -Cinétique de _ '
laréaction (nécessiteunfluorimétre)
tresrapide
-Peu couteux
-PH utilisé - Mécanismes de
-Encombrement Produi . . PP
L. -Produit nonphysiologiqu| générationdes ROO°
stériquede dedéeradati . ' '
. . edegradationanti e non physiologique
molécules a oxydant
Inconvénients .
hautpoids Interférencespos - Interférences
moléculaires - Radical sibles a 595nm | possiblesdes protéines
inexistantin vivo
-Interférences
possible a 515Nm
-Forte décondense
au pH et au solvant
-Radical inexistant
invivo
Référence | (Brand-William | (Awikaetal.,2003|  (Benzie | (Oweral,2001; Lopez
et ; Osmanet etStrain, 1996 ; etal,2003)
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al.,1995 ;Pineloet al2006 Ou etal,2002)
al.,2004)

IL.5. Les antioxydants en agro-alimentaire

L’un des principaux problémes de I’industrie agro-alimentaire est d’assurer la
conservation des aliments. Les phénomeénes d’oxydation sont notamment redoutés. En effet,
au niveau des lipides, les dégradations oxydantes conduisent a une perte en vitamines, une
diminution de la valeur nutritionnelle (acides gras essentiels), une détérioration du gofit
(composés volatils a flaveur caractéristique, rancissement) et méme parfois a 1’apparition de

substances toxiques (Pascal, 1979).

La dégradation des composés organiques sous 1’action de ’oxygene de l’air est un
processus d’oxydation important. Dans le cas des huiles et graisses, I’oxydation se déclenche

au niveau des doubles liaisons des composés lipidiques (Pascal, 1979; Fiess, 1996).
Pour supprimer ou ralentir 1’oxydation des lipides, deux voies sont envisageables :

e Tenter de réduire les facteurs favorables a cette oxydation et/ou

e Trouver un réactif qui ralentisse 1’oxydation ; c¢’est le réle de I’antioxydant.

En fonction du moment ou ils interviennent dans ce processus, les antioxydants peuvent étre

classés en 3 groupes :

e Antioxydant de rupture de chaine : ’antioxydant agit par interruption de la
réaction radicalaire en chaine. Cette catégorie regroupe la plupart des
antioxydants (Sherwin, 1976 ; Chazanet al., 1987)

e Antioxydant préventif : D’antioxydant piége [D’initiateur de la réaction
d’oxydation, un radical libre ou I’oxygéne singulet (Chazanet al., 1987 ; Niki,
1987 ; Cloughet al., 1979)

e Antioxydants synergistes : ces substances peuvent agir en synergie avec les
antioxydants précédemment cités comme le lactate de sodiumet lactate de

potassium .

I1.5.1. Additifs alimentaires

Une directive communautaire du 21 décembre 1988 publiée au Journal Officiel

algérienne 1e11.02.1989 donne la définition d’un additif alimentaire :
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"On entend par additif alimentaire toute substance habituellement non consommée
comme aliment en soi, habituellement non utilisée comme ingrédient caractéristique dans
[’alimentation, possédant ou non une valeur nutritive ; son adjonction intentionnelle aux
denrées alimentaires est faite dans un but technologique, au stade de leur fabrication,
transformation, préparation, traitement, conditionnement, transport ou entreposage : elle a

pour effet de devenir elle-méme, ou ses dérivés, uncomposant des denrées alimentaires".

Les additifs alimentaires sont classés en catégories et doivent répondre a un besoin
(tableau 2), avoir un réle d’amélioration sur la conservation, la stabilisation, I’emballage, le
transport, ne présenter aucun danger pour la santé aux doses utilisées, étre soumis a des essais

toxicologiques permanents, répondre a des critéres de pureté spécifiques. ..

Tableau 2: Classification des additifs alimentaires (Denilef al., 2001).

Numérotation
Nom conventionnelle Définition Exemples
Substance qui ajoute ou redonne|  Curcumine (E
Colorant E 100 de la couleur aux aliments 100)
Substance qui prolonge la durée
de conservation des denrées
alimentaires en les protégeant | Acide benzoique et
des altérations dues aux micro- | dérivés (E210-
Conservateur E 200 organismes E219)
Substance qui prolonge la Vitamine C (E
durée de conservation des 300)
aliments en les protégeant des
altérations provoquées par Vitamine E (E
Anti-oxygeéne E 300 oxydation 306)
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Chapitre 111

Boissons gazeuses
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II1.1. Définition

Le nom de boisson gazeuse est réservé a 1’eau gazéifiée sucrée, additionnée de
matiere arOmatique et de colorants, acidulée et pouvant contenir des extraits des plantes

(menthe, feuille de cola) (codexalimentarius, 2005).

Les boissons gazeuses appartiennent a la famille des boissons rafraichissantes sans
alcools (BRSA), qui constituent un ensemble trés hétérogene, parmi lesquelles, on peut
distinguer les boissons a base d’extrais naturels de fruits ou végétaux, eau embouteillée, jus de
fruits et nectars, thé et café glacé, boisson pour le sport et les boissons énergétiques (Vierling,

1998).

D’apres (Bourgeois et al., 1996) les boissons gazeuses sont caractérisées par un pH
bas , une forte concentration en sucre, une faible concentration en oxygene et concentration de
gaz carbonique particulierement sélective avec une faible concentration en azote assimilable

notamment en acide aminée et vitamine.

I11.2. Types de boissons gazeuses

-Limonade : Boisson gazéifiée sucrée, limpide et incolore additionnée de maticre
ardmatique provenant du citron et éventuellement d’autre hespéridés (Bourgeois, 2003).
-Sodas C : Boissons gazéifiées, sucrées, acidulées, présentant une teneur en anhydride
carbonique dissous supérieur a 4,7g/1 et un pH inférieur (Bourgeois, 2003).

-Colas : Boissons gazéifiées, sucrées comportant des extraits de cola, de caféine, caramel,
acide phosphorique (H3PO4) aune dose inférieure a 500ml/ (Fredot, 2006).

-Boissons « light » : Boissons sucrées avec des édulcorants, généralement un mélange
d’aspartame et d’acesulfame de potassium (Vierling, 1998).

-Boissons fruitées (ou a base de concentré, ou boisson a la pulpe de fruits) :
Boisson préparée a partir d’eau, sucre et jus de fruit, jus de fruits concentré, fruits ou mélange
de ces composants. La teneur minimale en jus de fruits fixée a 10% quels que soient les fruits

employés. Les boissons aux fruits peuvent étres plates ou gazeuses (Bourgeois, 2003).
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I11.3. Composition des boissons gazeuses

I11.3.1. Eau

L’eau livrée a la consommation humaine doit étre potable. C’est le constituant
principal d’une boisson gazeuse, elle représente plus de 95% de volume de la boisson finie
(Roux et al., 1995).

N

Pour que I’eau soit considérée potable, elle doit répondre a un certain nombre de

critéres :

A) Criteres organoleptiques

Couleur : transparente ou incolore, dépourvue de toute substance
organique (Rodier, 1984).

Odeur : une eau de bonne qualit¢ n’a pas d’odeur. Toute eau qui présente
une odeur doit étre considéré comme impropre a la consommation.

Saveur : I’eau potable a un golt agréable qui provient en grande partie de
I’oxygene et de I’acide carbonique qui s’y sont dissous (Lederer, 1986).

B) Criteres chimiques

Pour les éléments minéraux suivants, les valeurs des concentrations doivent étre

inférieures ou égales aux valeurs indiquées dans le tableau 3.

Tableau 3:Les critéres chimiques d’une eau potable (Cheftel et Besancon, 1976).

Eléments Teneurs (mg/l)
Plomb (Pb) 0,1
Selenium (Se) 0,05
Fluorure (F) 1,0
Arsenic (As) 0,05
Cuivre (Cu) 1,0
Fer (Fe) 0,3
Manganese (Mn) 0,1
Zinc (Zn) 5,0
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C) Critere physico-chimiques des eaux des boissons gazeuses (tableau 4)

Tableau 4 : Les criteres physico-chimiques des eaux des boissons gazeuses (Rodier, 1984).

Eléments Teneur limite (°F)
Titre hydrométrique 1213
Titre alcalimétrique simple 0
Titre alcalimétrique complet 40
pH 7

N.B : 1°f (degré frangais) =10mg de CaCOs3/1 d’eau.

L’eau utilisée durant la fabrication de la boisson gazeuse (I’eau de process) doit

répondre aux critéres de potabilité recommandés par ’OMS et AFNOR.

D) Criteres bactériologiques

Une eau alimentaire ne doit renfermer aucun germe pathogene. Les micro-
organismes les plus utilisés comme indicateurs fécaux sont les coliformes totaux les coliforme
fécaux (Prescott ef al., 2003). Les normes de qualité bactériologiques de 1’eau de process se

trouvent dans le tableau 5.

Tableau 5: Norme de qualité bactériologique d’une eau de boisson gazeuse sucrée (JORA, 1998).

Germes recherchés - microorganisme -
Germes aérobies a 37°C /ml 20
Germes aérobie a 22°C /ml 102
Coliformes totaux a 37 °C /ml Abs
Coliformes fécaux /ml Abs
Clostridium sulfito-reduceur a 46°C/ ml Abs
Clostridium sulfite-reducteur a 46°C/20ml Abs
Streptocoques/50ml Abs

M : nombre maximum de micro-organismes acceptés.
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IT1.3.2. Sucre
Le sucre apporte la saveur sucrée et la flaveur aux boissons gazeuses sucrées. Le

saccharose est le sucre utilisé(Linden et Lorient, 1994).

Une boisson gazeuse sucrées ne doit pas contenir plus de :

e 200 bactéries mésophiles/10g d’équivalence en sucre sec ;
e 10 levures/10g d’équivalence en sucre sec ;
e 10 moisissures/10g d’équivalence en sucre sec.

I11.3.3. Gaz carbonique (CO2)

Le CO2 est un gaz incolore et inodore; c’est un élément caractéristique de la
boisson gazeuse. Le dioxyde de carbone ne se dissout que partiellement dans 1’eau, la partie
qui reste gazeuse donne 1’effet pétillant et la sensation typique du golt(Rudi, 2004). 1l
attribue a la boisson un gofit agréable et rafraichissant et améliore la qualité organoleptique de
la boisson, et aussi joue un role de conservateur car il inhibe le développement de micro-

organismes nocifs (Multon, 1994).

I11.3.4. Additifs alimentaires
Selon Multon, (1992) les additifs alimentaires dans le secteur des boissons gazeuses
sucrées ont essentiellement pour role :

e Augmentation de la durée de vie du produit fini.
e Amélioration de la présentation du produit fini.

A) Additifs conservateurs : Un additif conservateur est défini comme toute substance,
non consommée en tant que denrée alimentaire et habituellement non utilisé comme
ingrédient, possédant ou non une valeur nutritive, que 1’on incorpore a un aliment en
vue d’accroitre sa sécurité et sa stabilité microbiologique.

B) Additifs colorants : Les colorants ne présentent aucun intérét nutritionnel. Ce sont les
additifs les moins indispensables, on les utilise principalement pour normaliser la
couleur d’un aliment ou d’une boisson et secondairement pour leur aspect attractif
(Charles, 2003).

C) Additifs anti-oxygénes: Ce sont des substances qui prolongent la durée de
conservation des denrées alimentaire enles proteégeant des altérations provoquées par
I’oxydation qui accélere le vieillissement. Il peut s’agir d’altération due a I’oxygene de

I’air, a la lumiére, aux traces de métaux ou certaines enzymes (Multon, 2002). Les
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principaux additifs anti-oxygenes utilisés dans les boissons gazeuses sont mentionnées

dans le tableau suivant :

Tableau 6: Les principaux additifs anti-oxygenes utilisés dans les boissons gazeuses sucrées

(Moll et al., 2000).
Dénomination Source Code DJA (mg/Kg) | Effet a fort dose
Acide ascorbique | Naturel ou Sin 300 100 Provoque des
(vitamine C) synthétique diarrhées et usure
des dents
Acide citrique Naturel Sin 330 / Usures des dents,
irritation local
Acide tartrique Naturel Sin 334 30 Irritation gastro-
entérites
Acide ortho- Chimique Sin 338 70 Aucun effet a ce jour
phosphorique

D) Les arémes : Les ardmes sont des principes odorants volatils qui s’échappent des
différentes substances d’origine animale ou végétale. C’est un composant de la

flaveur, résultante des réceptions olfactives et gustatives.

II1.4. Altération des boissons gazeuses

Les changements de la qualité peuvent €tre le résultat des effets conjugues des facteurs
chimiques, physiques et microbiologiques. La qualité initiale de 1’aliment, sa composition, les
conditions de stockage (température, lumicere, humidité relative), et I’emballage provoquent

des modifications diverses dans le produit fini (Varsabasky, 1990).

I11.4.1.Différents types d’altération des boissons gazeuses

A) Modification de ’aspect :
Selon Juven et Shomer, (1985) les modifications de 1’aspect peuvent se manifester
par :

e Apparition d’une opalescence ou d’un trouble dans les boissons limpides (levures dans
la boisson a base d’extrait).

e Apparition des flocons dans les boissons gazeuses (levures ou moisissure,
acétobacter).

e Apparition d’un dépdt (levures).
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e Augmentation de viscosité, gélification (bactérie lactique).

e Diminution du trouble dans les boissons naturellement trouble (organismes
pectolytiques).

e Décoloration de boissons aux colorants naturels (Ievures ou bactérie)

B) Augmentation de la pression dans les récipients
Ce phénomene a différentes conséquences telles que le glissage, le bombage de

contenant non rigide, éclatement (généralement levures fermentées, parfois bactéries lactiques

hétéro fermentaires).

C) Modification de I’odeur et du goiit
Plusieurs modifications peuvent se dérouler au cours de stockage telle que la
diminution de gott (levures), odeur et golit de biere (levure), goiit aigre (bactérie lactique et

acétique), odeur et golit de beurre (bactérie lactique) (Tortura et Massa, 1987).

IIL.5. Criteres de qualité des boissons gazeuses

IIL.5.1. Criteres microbiologiques
Selon le journal officiel algérien (2008), les examens concernant les critéres
microbiologiques des boissons gazeuses doivent comporter la détermination quantitative et le

dénombrement des micro-organismes.

A) Coliformes totaux
Ce sont des bacilles a gram négatif, non sporulés, oxydase négative, aérobies ou
anaérobies capables de se multiplier en présence de sels biliaires ou d’autres agents de surface
ayant des propriétés équivalentes et capables de fermenter le lactose, avec une production

d’acide et de gaz en 48 heures a une température de 35-37 °C (Hasley et Leclerg, 1993).

B) Coliformes fécaux
Les coliformes fécaux se développent a 44°C, au moins de 95% des souches
fermentent le lactose avec production de gaz, si ces coliformes thermo-tolérants produisent

I’indole a partir d’une peptone riche en tryptophane a 44 ° C (Desjardins, 1997).

C) Streptocoques fécaux
Ce sont des cocci de Gram+, en chainettes, catalase négative et possédants I’antigéne

de groupe D, ils sont plus importants en nombre que les coliformes (Bourgeois, 1996).
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D) Clostridium sulfito-réducteurs
Les Clostridium sont des bactéries a gram positive, de grande taille, isolés ou en
chainettes généralement mobiles, anaérobies stricts et sont capables de sporuler. Elles sont
parfois responsables d’intoxication alimentaire. Les Clostridiumsulfito-réducteur sont

utilisées comme indice de contamination fécale (Guiraud, 1998).

E) Levures
Une levure peut étre définie comme un champignon unicellulaire se reproduisant par

bourgeonnement ou fission. Les cellules sont généralement ovoides et leur taille varie de
quelque micron jusqu'a 25 a 30 microns. Certaines peuvent former des associations cellulaires

ou se présentent sous forme filamenteuse a certain stade de leur vie (Larpent, 1997).

F) Moisissure
Les moisissures sont fortement aérobies, en générale acidophiles et mésophiles.
Cependant certaines especes sont psychrophiles. Les moisissures ont un besoin faible en eau.

Leur métabolisme peut étre oxydatif ou mixe (Guiraud, 1998).

II1.6. Criteres physico chimiques

A) Température
Elle doit étre connue. Car elle a une trés grande influence sur la solubilité des sels et
des gaz, et donc sur la détermination du pH (Rodier et al., 2005).

B) Pression
Tout objet en contact avec un fluide subit les chocs des molécules du fluide, méme si
en apparence le fluide est immobile ; il subit donc une force, qu’on appelle la pression(Rodier
et al., 2005).

C) pH
Le pH est une échelle logarithmique de O a 14 qui représente la teneur en ions
d’hydrogene d’une solution (Rondant et Lefransq,2005).

D) Indice de Brix
Sert a mesurer en degré Brix (°B) la fraction de saccharose dans un liquide, c’est a dire
le pourcentage de la matiere seche soluble (Bourgeois, 1991).

E) Acidité
L’acidité totale est constituée par environ 100%d’acide citrique (Meziane, 1989).
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Chapitre 1V

Matériel et méthodes
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Lieu d’expérimentation

Notre étude a été réalisée en deux parties. La premicre partie était auniveau du
laboratoire physicochimique, microbiologique de la société « FZBG » et qui a visé a effectuer
une évaluation de la stabilité des parametres physicochimique (pH, Brix, Acidité), de la
qualité microbiologique et de la qualité organoleptique de la boisson gazeuse a base de
concentré « Chréa-puple » conditionnée en PET, stockée a trois différentes températures
pendant une durée de trois mois. En paralléle, la deuxieme partie a été réalisée dans les
mémes durées et les mémes conditions de stockage, au niveau du laboratoire physicochimique
« SAIDAL » afin d’évaluer la quantité de la vitamine C et son activité antioxydante, dans

cette boisson stockée pendant trois mois a trois différentes températures.

IV.1. Matériel

IV.1.1. Matériel biologique

Boisson gazeuse a base de concentré conditionnée dans PET composé par eau gazéifie,
concentré de jus d’orange, acide citrique, citrate, benzoate de sodium.

IV.1.2. Matériel non biologique(Annexes)

Matériel pour les analyses physicochimiques, microbiologiques et organoleptiques,
(verrerie et appareillage, produits chimiques).

IV.2. Méthodes d’étude

IV.2.1. Echantillonnage

L’échantillonnage a été effectué au niveau de la sortie de la chaine de production. Des
échantillons (bouteilles de 2Litres) ont été prélevés le jour-méme de leur conditionnement « le
méme lot ». Ensuite, les échantillons ont été stockés a trois différentes températures (4, 27, et

37°C) pendant trois mois a 1’abri de la lumiére.

Au cours des trois mois de stockage, des analyses physicochimiques (pH, Brix,
Acidité) et microbiologiques ont été effectuées chaque 15 jours ainsi que 1’analyse sensorielle.
Quant au suivi de la stabilité de la vitamine C et son activité antioxydante, le dosage a été

effectué chaque mois.
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IV.2.2. Analyses microbiologiques

Elles permettent de rechercher et dénombrer les micro-organismes pouvant éEtre
présents dans 1’aliment. Les résultats obtenus sont comparés avec les normes exigées par le

journal officiel algérien N° 35 du 27 mai 1998.
IV.2.2.1. Préparation des dilutions décimales

Cas des produit liquides (délutions décimales)

e Introduire aseptiquement a I’aide d’une pipette en verre graduée et stérile Iml de la
solution mere (SM) dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9ml de diluant
tryptone sel eau (TSE), cette dilution alors constitue la dilution aul/10, mélanger
soigneusement.

e Introduire ensuite a I’aide d’une pipette en verre graduée et stérile 1ml de la dilution
1/10 dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9ml de dilution (TSE), cette
dilution est alors au 1/100, mélanger soigneusement.

e Changer de pipette et prendre toujours aseptiquement 1 ml de dilution de 1/100 a
introduire dans un tube a vis stérile contenant préalablement 9 ml de dilution (TSE),

cette dilution est alors au 1/1000. Mélanger soigneusement.

Casdes produit solide/ semi solide (sucre)

e Dans le cas de produit solides, introduire aseptiquement 25g de produit a analyser
dans un flacon stérile contenant au préalable 225ml de diluant (TSE), homogénéiser
pendant 6 a 8 minutes selon la texture de produit, cette suspension constitue alors la
dilution mere qui correspond donc a la dilution au 1/10.

e Les dilutions qui se suivent (1/100, 1/1000) sont réalisées de la méme maniere que les

dilutions décimales dans le cas de produits liquides.

Remarque : pour exprimer les résultats des analyses microbiologiques utilisant les dilutions
décimales, on doit multiplier le nombre trouvé par ’inverse de la dilution correspondante,
faire ensuite la moyenne arithmétique, puis exprimer le résultat final en ml ou gramme de

produit a analyser.
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1V.2.2.2. Recherche et dénombrement de la flore aérobie mésophile totale dans
I’eau de process

Principe (ISO 6222-1999)

La recherche et le dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux ou germes
revivifiables se réalise a deux températures différentes afin de cibler a la fois les micro-

organismes :

e A tendance psychrophile soit a 22°C.

e FEtceux franchement mésophiles soit a 37°C.
Mode opératoire

e A partir de ’eau a analyser, porter aseptiquement 2 fois 1 ml dans deux boites de pétri
vides préparées a cet usage et numérotées.

e Compléter ensuite chacune des boites avec environ 20 ml de gélose (Tryptone Glucose
ExtractAgar)TGEA fondue puis refroidir a 45°C (+/-) 1°C.

e Faire ensuite des mouvements circulaires en forme de « 8 » pour permettre a
I’inoculum de bien se mélanger a la gélose.

e Laisser solidifier sur paillasse, puis rajouter une deuxieéme couche d’environ 5 ml de la
méme gélose. Cette double couche a un rdle protecteur contre les contaminations

diverses.

e L’incubation : - la premiére boite sera incubée, couvercle en bas a 22°C.
-la seconde sera incubée couvercle en bas a 37°C.
-la lecture est effectuée chaque 24 h pendant 72h.
Expression des résultats

Il s’agit de dénombrer toutes les colonies sous forme lenticulaire poussant en masse,

en tenant compte des remarques suivantes

e Compter toutes les colonies dans la boite de pétrie (le maximum de colonies a compter
de 300 par boite et le minimum de colonie est 30 par boite)
e Les résultats seront exprimés par millilitre d’eau a analyser a 22° et a 37°C.
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1V.2.2.3. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux et
EscherichiaColi

> Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux et Escherichia coli
dans ’eau de proceés

Mode opératoire (ISO 9308-1 : 2000)

La méthode utilisée est la filtration qui est une technique rapide, simple et normalisée.

Tout d’abord, il faudrait désinfecter avec I’éthanol a 90°C puis stériliser un entonnoir
gradué et la membrane poreuse, a I’aide d’un bec benzene.

e Les refroidir avec I’eau distillée stérile.

e Mettre en place de facon aseptique une membrane de 0.45um entre la membrane et
I’entonnoir a 1’aide d’une pince stérile.

e Fixer ce dernier avec la pince correspondante,

e Remplir de fagon aseptique 1I’entonnoir avec le volume d’eau a analyser,

e Actionner la pompe a vide pour permettre le passage de I’eau a travers la membrane

e Retirer ensuite la membrane a I’aide d’une pince stérile et la placer dans une boite de
pétrie de 45 mm de diametre contenant le milieu choisi « TERGITOL » (ce dernier
doit avoir une épaisseur minimale de 5 mm et doit étre sec),

e Cette boite sera incubée a 37°C et a 44°C pendant 48h.

Expression des résultats

Apres 48h d’incubation, les coliformes totaux et fécaux apparaissent sous formes de
petites colonies qui fermentent le lactose sont marquées par un halo jaune.

Identification

-Coloration de Gram : les coliformes sont des bacilles a Gram négatif.

-Test oxydase : les coliformes ont une oxydase négative.
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» Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux et Escherichia
coli dans le produit fini

Principe

Les coliformes sont considérés comme indice de contamination fécale, sont des
entérobactéries fermentant le lactose (avec production de gaz) a 37°C pour les coliformes

totaux et a 44°C pour les coliformes fécaux (Joffin, 1999).

Dans les boissons gazeuses les coliformes sont dénombrés soit en milieu liquide par la
technique du NPP (nombre le plus probable) a I’aide de bouillon VBL (bouillon lactose bili¢
au vert brillant) réparti a raison de 10 ml par tube munis d’une cloche de Durham, soit en
milieu solide, sur le milieu au désoxycholate a 1 % ou VRBL (milieu lactosé biliée au cristal

violet et au rouge neutre) (JORA, 1998).
La technique en milieu liquide fait appel a deux tests consécutifs a savoir :

e Le test de présomption : réservé a la recherche des coliformes totaux.
e Le test de confirmation : appelé encore test de mac Kenzie et réservé a la recherche

des coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption.
Mode opératoire
Test de présomption

Préparer dans un portoir une série de tubes contenant le milieu sélectif (VBL) a raison
de 3 tubes par dilution. A partir des dilutions décimales 1/1000, & 1/10, porter aseptiquement
1 ml dans chacun des 3 tubes correspondant a une dilution donnée, chassez le gaz présent

éventuellement dans les cloches de Durham et bien mélanger le milieu et I’inoculum.
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures.
La lecture : sont considérés comme positifs tous les tubes présentant a la fois :

e Un dégagement gazeux (supérieur au 1/ 10 de la hauteur de la cloche).
e Un trouble microbien, ce qui constitue le t¢émoin de la fermentation du lactose présent

dans le milieu.
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Expression des résultats
La lecture finale et le dénombrement des coliformes totaux se fait selon la méthode du

nombre le plus probable (NPP) en utilisant la table de Mac Grady.

Test de confirmation ou test de mac Kenzie

Les tubes de (VBL) positif, lors du dénombrement des coliformes totaux feront 1’objet
d’un repiquage a 1’aide d’une anse de platine dans deux autres tubes I’un contenant le milieu
(VBL) avec cloche et I’autre de I’eau peptonée d’indole (EPEI).incubation est réalisée a 44°C

pendant 24 heures.

Expression des résultats
La lecture finale s’effectue apres ajout du réactif de Kovacs selon les prescriptions de
la table de Mac-Grady, en tenant compte du fait qu’Escherichia coli est a la fois producteur de

gaz et I’indole a 44°C.

IV.2.2.4. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux

Les streptocoques fécaux ou streptocoques du groupe D se présentent sous forme de
Gram positif, sphérique ou ovoide, format des chainettes, ne possédant pas de catalase mais

possédant 1’antigéne de groupe D (JORA, 1998).

» Recherche et déenombrement des streptocoques fécaux dans I’eau de process

Mode opératoire
o Filtration de 50 ml d’échantillon a analyser

e Inoculation du filtre dans le milieu Slanetz et bartley (additionnée de son additif)

e Incubation a 36 (+/-) 2°c pendant 44 h

Expression des résultats
Apres 24 heures d’incubation, les streptocoques apparaissent sous formes de fines

colonies rouge, marron ou roses ; lisses et Iégerement bombées.

Identification
S’il y a présence de colonies typiques, transposer la membrane avec une pince stérile

sur le milieu BEA (Bile, Esculine Agar). Incuber a 44°C pendant 25 heures.

Les streptocoques présents vont alors hydrolyser ’esculine présente dans le milieu et

se traduira par la présence de colonies bleues violettes voire noire.

Le nombre de colonies trouvées sera exprimé dans 50 ml d’eau a analyser.
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> Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux dans le produit fini

Leur recherche et leur dénombrement se fait sur le milieu liquide de Rothe puis

repiquage des tubes positifs sur milieu (Azide Ethyle Violet) EVA Respectivement appelés :

e Test de présomption.
e Test de confirmation réservé a la conformation réelle des streptocoques fécaux a partir

des tubes positifs du test de présomption.

Test de présomption
A partir du produit analysé, porter aseptiquement :

e 50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu de Roth D/C (une seule répétition)
e 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu de Roth D/C (5 répétions)

e 1 ml dans 5 tubes contenant chacun 10 ml de milieu de Rothe S/C (5 répétitions)

e Bien mélanger le milieu et I’inoculum.

e L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures.

Lecture : sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble microbien seulement
ces derniers :

Ne doivent en aucun cas faire I’objet de dénombrement.

Par contre doivent faire 1’objet d’un repiquage sur milieu Eva-Litsky dans le but d’étre
confirmé

Test de confirmation

Le test de confirmation est basé sur la confirmation des streptocoques fécaux
éventuellement présents dans le test de présomption.

Les tubes de Roth trouvés positifs feront ’objet d’un repiquage a I’aide d’une anse
bouclée dans les tubes contenant le milieu Eva-Litsky, bien mélangé le milieu et I’inoculum.

L’incubation se fait cette fois-ci a 37°C pendant 24 heures.
Lecture : sont considérés comme positifs, les tubes présentant :

e  Un trouble microbien,
e Une pastille violette (blanchatre) au fond des tubes.

Expression des résultats

La lecture finale s’effectue également selon la prescription de la table de (NPP)
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IV.2.2.5. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs dans I’eau et le
produit fini

Principe (JORA, 1998)
Selon les normes du journal officiel, dans I’eau de proces et les boissons gazeuses la

recherche des spores Clostridium sulfito-réducteurs se fait sur de la gélose Viande-foie.

Mode opératoire

Préparation du milieu

Au moment de 1’emploi faire fondre un flacon de gélose Viande Foie (VF), le refroidir
dans un bain a eau a 45°C puis ajouter une ampoule d’Alun de fer et une ampoule de Sulfite
de sodium, mélanger soigneusement et aseptiquement. Maintenir le milieu ainsi préparé a

45°C dans une étuve jusqu’au moment d’utilisation.

Ensemencement
Les tubes contenant les dilutions 1/10 et 1/100 seront soumis :

e D’abord a un chauffage a 80°C pendant 8 a 10 minutes.

e Puis a un refroidissement immédiat sous 1’eau de robinet, dans le but d’éliminer les
formes végétatives et garder uniquement les formes sporulées.

e A partir de ces dilutions, porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution en double dans
deux tubes a vis stériles, puis ajouter environ 15 ml de gélose viande- fois préte a
I’emploi, dans chaque tube.

e Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes.
Ces tubes seront ainsi incubés a 37°C pendant 16h a 24h ou au plus tard 48h.
Lecture : la premiere lecture doit se faire impérativement apres 16 heure car ;

e D’une part les colonies de Clostridium sulfito-réducteurs sont envahissantes on peut
se trouverait en face d’un tube complétement noir rendant alors 1’interprétation
difficile voire impossible et I’analyse est a refaire.

e Dr’autre part il faut absolument repérer toute colonie noire ayant poussée en masse et

d’un diametre supérieur a 0.5mm

Dans le cas ol il n’y a pas de colonies caractéristique ré-incuber les tubes et effectuer une

deuxiéme lecture au bout de 24 h voire 48h.
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IV.2.2.6. Recherche et dénombrement des levures et moisissure dans le produit fini

Principe (JORA ,1998)

Le milieu utiliser doit inhiber toutes les bactéries. Il doit donc renfermer une substance
inhibant leur développement, la substance choisie est une oxytetracycline glucosé agar (OGA)
ou sabouraud au chloramphénicol. L’examen des milieux solides ensemencés avec un volume

précis du produit ou d’une dilution, permet de conclure le dénombrement.

Mode opératoire
e A partir des dilutions décimales, porter aseptiquement 4 gouttes dans une boite pétrie
contenant de la gélose OGA ou sabouraud au chloramphénicol
o Etaler les gouttes a I’aide d’un rateau stérile, puis incuber a 22°C pendant 5 jours.

Dans le souci de ne pas se trouver en face de boites envahis soit par les levures soit par
les moisissures, on doit effectuer des lectures et des dénombrements tous les jours, levure a
part et moisissures a part.

IV.2.3. Méthodes d’analyses physico-chimiques
L’analyse physico-chimique a pour but de contréler la stabilité en vue de conserver ses

caractéristiques organoleptiques et nutritionnelles.

Les analyses physico-chimiques sont effectuées selon les méthodes officielles
normalisées par (AFNOR 1986) et appliquées au niveau du laboratoire physico-chimique de

I’unité dugroupe orangeChréa.

IV.2.3.1. Eau de Process

1V.2.3.1.1. Détermination du pH

Le pH est un indice permettant de mesurer 1’activité des ions hydrogénes dans une

solution.

Principe (ISO, 1842-1991)
Il est mesur¢ a I’aide d’un pH meétre qui est équipé d’une sonde de pH. Cet équipement

doit étre étalonné chaque matin avant de commencer ’analyse.

Mode opératoire :
e Mise sous tension du pH.

e FEtalonnage de pH meétre par des solutions a pH connu.
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e Introduire I’¢lectrode dans la solution a controler.
e Laisser la valeur indiquée se stabiliser.
e Faire la lecture du pH directement sur 1’écran.

e Rincer I’¢lectrode a 1’eau distillée apres chaque utilisation.
1V.2.3.1.2. Détermination du titre alcalimétrique (TA)

Cette méthode consiste a mesurer la teneur en alcali libre, et en carbonates et

bicarbonates alcalis caustiques.

Principe (AFNOR, 1986)
Ces déterminations sont basées sur la neutralisation d’un certain volume d’eau par un

acide dilué en présence d’un indicateur coloré (le phénophtaléine).

Mode opératoire
e Verser 100 ml d’eau a analyser dans un bécher de 200 ml ;
e Ajouter 3 gouttes de phénophtaléine, une coloration rose doit apparaitre.
e Verser ensuite doucement ’acide sulfurique ou HCI a I’aide d’une burette, en agitant
constamment et ceci jusqu’a la décoloration compléte de la solution ;
e Noter le volume V utilisé, celui-ci correspond au TA.

e Dans le cas contraire (pas de coloration),le TA=0.

Expression des résultats
e Sionn’apas de coloration TA=0
e Sion aune coloration : TA=V

V : étant le volume nécessaire pour la décoloration de la solution.
Le titre alcalimétrique est exprimé en degré francais (°F).

1V.2.3.1.3. Détermination du titre alcalimétrique complet (TAC)

Principe (AFNOR, 1986)
Ces déterminations sont basées sur la neutralisation d’un certain volume d’eau par un

acide minéral dilué, en présence d’un indicateur coloré (méthyle orange).
Mode opératoire

e Utiliser I’échantillon traité précédemment ou le prélévement primitif s’il n’y a pas de
coloration.
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e Ajouter deux gouttes de méthyle orange avec 1’acide sulfurique titré jusqu'au virage de
jaune au jaune orange.

e Noter le volume V depuis le début du dosage, celui-ci correspond au TAC.

Expression des résultats
TAC = (V-0,1) *5

V : le volume d’acide a 0,02N versés depuis le début du dosage
5 : constante liée a I’ion d’hydroxyde, carbonates et bicarbonates dans 1’eau
IV.2.3.1.4. Dosage de chlorures

Principe (ISO 7393/3 :1989)
Les chlorures sont dosés en milieu neutre par une solution titrée de nitrate d’argent en
présence de chromate de potassium. La fin de la réaction est indiquée par 1’apparition de la

teinte rouge caractéristique du chromate d’argent.

Mode opératoire
e Introduire 10ml d’eau a analyser, dans une fiole conique de 250ml.

e Ajouter2 a 3 gouttes d’acide nitrique pur, puis une pincée de carbonate de chaux et 10
ml de solution de chromate de potassium a 10%.
e Verser alors au moyen d’une burette la solution de nitrate d’argent jusqu'a apparition

d’une teinte rougeatre, qui doit persister 1 a 3 min.
Soit V le nombre de millilitre de nitrate d’argent 0,1 N utilisé.

Expression des résultats :
Cl mg/l = v *35.5

35.5 : masse molaire de chlore

V : volume de nitrate d’argent

IV.2.3.2. Analyses physicochimique du produit fini

1V.2.3.2.1. Détermination de pH(ISO, 1842-1991)
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IV.2.3.2.2. Déterminationdu degréBrix

Principe (AFNOR, 1986) : L’indice de réfraction « Brix » permet de connaitre le degré de
pureté d’un liquide ou la dose de solide (matiére séche) dissout dans une solution.

1° Brix=1g de sucre dans 100g de boisson

Mode opératoire
e Nettoyer et sécher le prisme en utilisant de 1’eau distillée.

e Etalonner le refractométre a « O » par 1’eau distillée.

e Laisser s’écouler suffisamment le temps pour que la température se stabilise (10
seconde en générale).

e Appuyer et maintenir la touche zéro enfoncée pendant 4 secondes.

e L’¢cran affiche « 0000 » au début du calibrage.

e Une fois le calibrage terminé I’écran affiche « 000 ».

e Remplir I’assiette du prisme.

e Appuyer sur la touche READ.

e Apres avoir effectué une mesure 1’échantillon doit étre retiré et le prisme nettoyé.

1V.2.3.2.3. Détermination de ’acidité

Principe (NF 05-101-01/1974) : La détermination de 1’acidité est réalisée par une méthode
titrimétrique a I’aide d’une base de normalité connue.

Mode opératoire

e Prélever 50 ml du produit.

e Ajouter 10 gouttes d’indicateur coloré, le phénophtaléine (1%).

e Remplir la burette avec la solution NaOH de normalité 1N.

e Faire le titrage jusqu’au virage pale.

e Lire la quantité de la soude versée.
Expression des résultats : L’acidit¢ titrable est exprimée en gramme par litre (g/l) de la
boisson.

Acidité =v* 1.28

V : volume de la chute de burette (ml).

1.28 : facteur de coefficient d’acide citrique.
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1V.2.3.2.4. Dosage de la vitamine C (AFNOR, 1986)

Principe
Le dosage de la vitamine C est basé sur la réaction d’oxydation de I’acide ascorbique

par I’iode en milieu acide.

Mode opératoire
e Prendre 100 ml du produit dans une erlenmeyer de 250 ml ;

e Ajouter 2 ml d’empois d’amidon (2g/100 ml) ;

o Effectuer le titrage par I’iode 0,1N jusqu’a I’apparition d’une coloration violet.
Expression des résultats
Teneur en vit C (mg/l) = V*¥20*%4,4

V : volume en ml d’iode utilisé pendant le titrage

IV.2.3.2.5. Détermination de ’activité antioxydante

Les mesures de ’activité antiradicalaire libre « DPPH » ont été effectués selon la
procédure de Sa'nchez-Moreno et al. (1998). Avec quelques modifications. Brievement, 0.1ml
d'échantillon de jus (dilué avec I'eau déminéralisée et centrifugé) a été ajouté a 2.46ml de 1,1-
diphenyl-2 - picrylhydrazyl le radical (DPPH ; 0.025 g/l dans éthanol de 50 %) et mixte par
tourbillon pendant 5 min. L'absorbance des échantillons a ét€ mesurée a 515nm chaque 1
minute pendant 5 minutes utilisant le spectrophotomeétre Genesys 2 (Milton Roy, les USA).
Pour chaque échantillon, trois déterminations séparées ont été effectuées. L'activité
d'antioxydant a été exprimée par le pourcentage de diminution de 1'absorbance apres 1 minute,
par rapport au témoin, ce qui correspond au pourcentage de DPPH qui a été balayé. Le

pourcentage de DPPH (inhibition%) qui a été piégé ou balayé, est calculé comme suivant :
Expression des résultats

%DPPH (inh%) = (Abs de cont — Abs d’éch) * 100 / Abs de cont)

%inh : le pourcentage d’inhibition
Abs de cont : Absorbance de controle
Abs d’éch : Absorbance d’échantillon
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IV.2.4. Analyses sensorielle

Examen des attributs organoleptiques d’un produit par les sens.Pour nos trois boissons
conservées a trois différentes températures le gout, 1’odorat et la couleur sont sollicités dans

cette analyse sensorielle.

Produit a déguster :

Trois boissons a concentré de jus d’orange « Chrea pulpe », conservées pendant trois
mois a trois différentes températures 4°c, 25°c et 37°c.

Le jury de dégustation :

Les jurys de dégustation, représentent 1’exploitation systématique dans les conditions
statistiquement valable, des réactions de groupe de consommateur ou de personnes
spécialement entrainées auxquelles on demande leurs avis sur les caractéres organoleptiques

du produit.
Démarche :

e [l s’agit de présenter simultanément aux personnes la boisson d’orange ;
e Présenter a chaque dégustateur un formulaire (fiche de dégustation délivré par
I’entreprise) ;

e Dans notre cas, le membre de jury est composé de 3 personnes.
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Département de contrdle de qualité

Date : //
Fiche de dégustation
Produit : Boisson Chréapuple
Nom :
Prénom :
Sexe : M/F
Fumeur : Oui/Non
Température de Gout Odeur Couleur
stockage

4°C

25°C

37°C
Goiit : Odeur :
3 : saveur agréable 3 : fraiche caractéristique
2 : peu acide 2 : sans odeur, légerement acide
1 : tres acide 1 : acide prononcée
0 : repousse le dégustateur 0 : repousse le dégustateur
Couleur :
3 : orange

2 : orange foncé
1 : rouge orange

O : brunatre

40



Chapitre V

Résultats et discussion
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V.1. Résultats des analyses microbiologiques
V.1.1. Résultats des analyses microbiologiques des matiéres premieres
V.1.1.1. Résultats des analyses microbiologiques de I’eau de proces

Tableau 7: Résultats des analyses microbiologiques de I’eau de proces

Germe L’eau de proces Norme JORA
Germes aérobies a 37°C/ml Abs 20
Germes aérobies a 22°C/ml Abs 100

Coliformestotaux 37°C Abs 10

Coliformesfécaux 44°C Abs Absence
Streptocoque D Abs Absence

Clostridium S.R a 46°C Abs Absence

L’eau est un élément trés important dans 1’industrie agro-alimentaire, utilisée
comme élément pour le lavage, nettoyage ainsi pour la reconstitution. Sa qualité

microbiologique est liée directement avec la qualité microbiologique du produit fini.

Les résultats des analyses microbiologiques de 1’eau de process montrent I’absence
totale des germes aérobies, coliformes totaux est fécaux, streptocoques et les Clostridium
sulfito-reducteurs. Cesrésultats sont conformes aux normes de JORA (1998), cela nous
permet de dire que 1’eau utilisée pour la préparation de la boisson gazeuse est de bonne
qualité microbiologique. Ces résultats révelent une bonne qualité hygiénique et confirment

aussi :

e Une bonne maitrise du déroulement des étapes de traitement des eaux.
e Une bonne fiabilité des traitements des eaux, des traitements de désinfection et celui

de chloration sur la qualité des eaux de process.

Selon Vierling (2008), 1’eau souterraine est une eau saine et pure protégée contre
les risques de pollution, elle subit un traitement physique (chloration, filtration) ce qui justifie

I’absence totale des germes pathogenes et non pathogenes.

Potelon et Zysman (1998) ont interprété cette absence par 1’efficacité du traitement
de chloration et de temps de contact satisfaisant pour la destruction des germes présents dans

I’eau.
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V.1.1.2. Résultats des analyses microbiologiques de sucre

Les résultats des analyses microbiologiques de sucre concernant la recherche des

germes de contamination fécale, les germes d’altération et ceux qui sont considérés comme un

maillon de risque comme les germes pathogenes.

Tableau 8 : Résultats des analyses microbiologique de sucre

Germe (germe/ g) Sucre a analyser Normes JORA
Germes totaux Abs 200germes /g
Clostridium S.R Abs 10 spores/g
Levures et moisissure Abs Absence

D’apres les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur le sucre on observe
une absence des germes totaux, les levures et les moisissures ainsi que les germes pathogenes

(Clostridium sulfitoreducteur).

Ces résultats montrent une conformité aux normes établies par JORA (1998),d’apres
ces résultats, on conclut le bon respect d’hygiéne du personnel, des manipulations et des

équipements utilisés en fabrication, ainsi les bonnes conditions de stockage.

Selon Auclaire et Richard (1986), ’humidité¢ élevée dans un lieu de stockage
favorise la prolifération des germes saprophytes contaminatrices surtout les levures et les

moisissures pouvant détériorer le produit.

V.1.2. Résultats des analyses microbiologiques du Produit fini

Tableau 9: Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les produits finis au jour
de production.

Boisson Boisson Boisson Norme
Gazeuse Gazeuse Gazeuse JORA
adC° a25C° a37C°
Coliformes Abs Abs Abs 10
totaux 37°C
Coliformes Abs Abs Abs Absence
Jécaux a 44°C
Streptocoque D Abs Abs Abs Absence
Clostridium S. R Abs Abs Abs Absence
Levures Abs Abs Abs 10
Moisissures Abs Abs Abs Absence
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Tableau 101: Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les produits finis apres
15 jours de stockage.

Boisson Boisson Boisson Norme
Gazeuse Gazeuse Gazeuse JORA
ad4C° a25cC° a37cC°
Coliformes Abs Abs Abs 10
totaux 37°C
Coliformes Abs Abs Abs Absence
Jécaux a 44°C
Streptocoque D Abs Abs Abs Absence
Clostridium S. R Abs Abs Abs Absence
Levures Abs Abs Abs 10
Moisissures Abs Abs Abs Absence

Tableau 2: Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les produits finis apres 30
jours de stockage.

Boisson Boisson Boisson Norme
Gazeuse Gazeuse Gazeuse JORA
adC° a25cC° a37C°
Coliformes Abs Abs Abs 10
totaux 37°C
Coliformes Abs Abs Abs Absence
Jécaux a 44°C
Streptocoque D Abs Abs Abs Absence
Clostridium S. R Abs Abs Abs Absence
Levures Abs Abs Abs 10
Moisissures Abs Abs Abs Absence

Tableau 12: Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les produits finis apres 45
jours de stockage.

Boisson Boisson Boisson Norme
Gazeuse Gazeuse Gazeuse JORA
a4 C° a25C° a37C°
Coliformes Abs Abs Abs 10
totaux 37°C
Coliformes Abs Abs Abs Absence
fécaux a 44°C
Streptocoque D Abs Abs Abs Absence
Clostridium S. R Abs Abs Abs Absence
Levures Abs Abs Abs 10
Moisissures Abs Abs Abs Absence
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Tableaul3: Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les produits finis apres 60
jours de stockage.

Boisson Boisson Boisson Norme
Gazeuse Gazeuse Gazeuse JORA
ad4C° a25cC° a37cC°
Coliformes Abs Abs Abs 10
totaux 37°C
Coliformes Abs Abs Abs Absence
Jécaux a 44°C
Streptocoque D Abs Abs Abs Absence
Clostridium S. R Abs Abs Abs Absence
Levures Abs Abs Abs 10
Moisissures Abs Abs Abs Absence

Tableau 14: Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les produits finis apres 75
jours de stockage.

Boisson Boisson Boisson Norme
Gazeuse Gazeuse Gazeuse JORA
ad4cCe a25cC° a37cC°
Coliformes Abs Abs Abs 10
totaux 37°C
Coliformes Abs Abs Abs Absence
fécaux a 44°C
Streptocoque D Abs Abs Abs Absence
Clostridium S.R Abs Abs Abs Absence
Levures Abs Abs Abs 10
Moisissures Abs Abs Abs Absence

Tableau 15: Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les produits finis apres 90
jours de stockage.

Boisson Boisson Boisson Norme
Gazeuse Gazeuse Gazeuse JORA
adC° a25C° a37C°
Coliformes Abs Abs Abs 10
totaux 37°C
Coliformes Abs Abs Abs Absence
fécaux a 44°C
Streptocoque D Abs Abs Abs Absence
Clostridium S.R Abs Abs Abs Absence
Levures Abs Abs Abs 10
Moisissures Abs Abs Abs Absence
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Les résultats de controle microbiologique des boissons gazeuses sont résumés dans les
tableaux (9-15). D’apres les résultats obtenus nous remarquons que les différents échantillons
ont montré une absence totale des indicateurs de contamination fécale (coliforme totaux et

coliforme fécaux) et les streptocoques fécaux ainsi pour les germes pathogenes (Clostridium).

Ces résultats témoignent une bonne qualité microbiologique et hygiénique de la
matiere premiere (sucre, eau gazéifié...)et de I’emballage, tout cela confirme une bonne

maitrise de la manipulation.

En ce qui concerne les germes d’altération nous remarquons aussi une absence des

levures et des moisissures. Ces résultats sont conformes aux normes JORA (1998).
Cette absence peut €tre expliquée par :

e Un pH bas, rend le milieu défavorable au développement des bactéries (Bourgeois,
1996).

e La préservation de la qualité bien que la température soit favorable au développement
microbien s’explique par 1’étanchéit¢ de I’emballage aux microorganismes qui
constitue une barriere physique (Multon et Bureau, 1998).

e La bonne maitrise et la bonne pratique des manipulations et de préparation et la bonne
pratique d’hygiéne (Hesley et Leclerc, 1993).

e Absence totale des germes pathogeénes qui sont responsables dans la plupart des toxi-
infections alimentaires surtout 1’especeClostridium perfringensqui est responsable des
toxi-infections alimentaires industrielles ces résultats indiquent la bonne hygiéne.

e D’apres Parish et Higgins (1998) un pH inférieur a 4.5 défavorise le développement
des germes pathogenes.

e D’apres Albagnacet al. (2002), I’absence des levures et moisissure revient a 1’action
de CO2 qui a une action inhibitrice sur la croissance de certains microorganismes en

particulier les moisissures.

Selon Kouassi et al.(2008), I’absence des coliformes totaux et fécaux et les germes
anaérobies sulfito-reducteurs fait de notre produit un aliment présentant une qualité

microbiologique tres satisfaisante.
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VII.2. Résultats des analyses physico-chimiques

VIL.2.1. Résultats des analyses physico-chimiques de I’eau

Tableau 16: Résultats des analyses physico-chimiques de 1’eau.

Produit Eau de process
Sortie Adoucisseur | Cuve de stockage Norme AFNOR
Analyses
TA (°F) 0 0 0
TAC 0 0 0

TH 0,9 3,6 0as

Cl 30 30 Max 40

pH 7,9 8,02 7a8)5

Interprétation :

Les valeurs de tous les parametres analysés, sont conforme aux normes AFNOR ceci

montre que le traitement est efficace et 1’eau est conforme a la norme exigée par I’entreprise.

VII.2.3. Résultats des analyses physico-chimiques du produit fini

VIL2.3.1. pH

Tableau 17 : Changement du pH de la boisson pendant 3 mois de stockage a 4°C, 25°C et 37°C.

Ty T, T, T3 Ty Ts Te
4°C 2,96 3,05 3,0 2,96 2,90 2,99 2,86
25°C 2,96 3,0 2,97 2,96 2,86 2,93 2,85
37°C 2,96 2,92 2,89 2,85 2,77 2,78 2,85
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D’aprés les résultats obtenues, on remarque que les valeurs des pH pour les quatre
préparations varient entre [2,77 ; 3,05], ces résultats sont conformes aux normes internes de

I’entreprise [2,3 ; 3,5].

Dans les différentes boissons on observe des modifications au niveau du pH au cours
de stockage, cela peut étre expliqué par la neutralisation d’une quantité de ’acide citrique

avec le benzoate de sodium (Vierling, 1998).

Le pH a une importance au moment de stockage des différents aliments, c’est un

indice d’acidité de neutralit¢ ou méme d’alcalinité des solutions aqueuses (Louze, 2002).

Un milieu acide avec un pH inférieur a 4.5 est favorable a la conservation des
boissons, cependant ce pH peut varier en fonction de la température (Vierling, 2008). On peut

considérer qu’un pH acide augmente légerement avec la température (Vaubourdoulle, 2007).

D’apres Multon et Bureau (1998), le PET posseéde une grande inertie thermique, donc
le stockage du produit dans des bouteilles en PET a joué aussi un rdle dans la stabilité du

produit.

VIIL.2.3.2. Brix :Le principe est de mesurer en degré Brix (°B) la fraction de saccharose dans
un liquide, c’est a dire le pourcentage de la matiere seche soluble (Bourgeois, 1991).

m4°C m25°C m37°C

12.1

12

11.9

11.8

°Brix

11.7

11.6

11.5

11.4

11.3
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Temps de stokage (semaines)

Figure 3: Histogramme représentant les changements des valeurs du Brix dans la boisson
gazeuse pendant 3 mois de stockage a 4°C, 25°C et 37°C.
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D’aprés les résultats obtenus on remarque une stabilité de la valeur de Brix pendant les
premieres semaines pour tous les échantillons, puis une légere augmentation a la fin de la

période de stockage, mais elle reste toujours conforme aux normes internes de I’entreprise.

Le Brix est un parameétre trés important pour déterminer la quantité de la matiere seche
soluble. Ce parametre peut influencer négativement le gout et la texture du produit fini s’il est

largement inférieur a la norme.

Le degré de Brix mesure le pourcentage de la matiere solide en solution et peut donc

étre influencé par la présence de sel ou d‘acide (Veron, 2001).

N

Les boissons gazeuses qui sont fabriqués a partir de saccharose peuvent subir une

décomposition pour former le fructose et glucose due a 1’acidité des boissons (Gilles, 2005).

VIL.2.3.3. Acidité
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Figure 4: Histogramme représentant les changements de 1'acidité de la boisson pendant 3
mois de stockage a 4°C, 25°C et 37°C.

A partir de la figure on remarque une stabilit¢ de la valeur d’acidité durant toute la

période de stockage, mais elle reste toujours conforme aux normes internes de I’entreprise.



Le pH indique I’acidité ou ’alcalinité d’un produit, tandis que I’acidité titrable indique

la quantité d’acide présente dans ce produit (Dadzie et Orchard, 1995).

La diminution de D’acidit¢ est due a la disparition de l’acide citrique par sa
neutralisation avec le benzoate de sodium, mais aussi a la dissolution du dioxyde de carbone

dans la boisson a cause de la température (Rochester, 1970).

VI1.2.3.4. Vitamine C

160 152 152 152

m4°C m25°C m37°C

140

120

= 100

Vit C (mg/l
5 8 8

N
o

o

T0 T1 T2 T3

Temps de stockage (mois)

Figure 5: Histogramme représentant les changements dans la teneur en vitamine C dans la
boisson pendant 3 mois de stockage a 4°C, 25°C et 37°C.

Les jus d’orange et les boissons a base d’orange sont une source riche de vitamine C,
qui est un antioxydant important (Miller and Rice-Evans, 1997 ;Rapisardaet al., 1999 ;
Gardner et al., 2000 ; Arenaet al., 2001). La concentration de la vitamine C dans le jus est
un indicateur majeur d’une bonne qualité et elle peut méme servir comme un indicateur, en
indiquant que tous les processus qui assurent la bonne qualité du produit ont été appliqués
dans le processus de production (Post, 1998). Dans cette étude, la teneur en vitamine C dans

la boisson a base de concentré d’orange, est d’environ 152 mg/I.
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Une étude précédente dans 14 jus d’oranges commercialisé, délivrés par différents
fabricants, ont été¢ analysé, a montré qu’ils contenaient entre 150mg/I et 440mg/l de vitamine

C (Gliszczynet al., 2004).

Parmi tous les composés analysés, la vitamine C a été la plus affectée par la
température et le temps de stockage. Au bout de 3 mois de conservation a 4, 25 et 37 ° C, la
teneur en vitamine C a baissé de 59%, 74% et 88%, respectivement. Les résultats présentés
sont en ligne avec les données obtenues par Kabasakaliset al. (2000) et Arenaet al. (2001),
qui font état d'une diminution de la teneur en acide ascorbique dans les jus d'orange

commerciaux apres stockage.

Selon des études précédentes, la teneur en Vitamine C dans différents jus diminue au
cours du stockage, dépendamment des conditions de stockage telles que la température,
l'oxygene et la lumicre (Kabasakaliset al,2000 ;Zerdinet al, 2003). Au cours du stockage
réfrigéré, il a été prouvé que les boissons a base de jus sont sujettes a la dégradation de 1'acide
ascorbique et la perte d'autres nutriments essentiels pour la bonne santé, en particulier lors

d'un stockage prolongé.

La perte en acide ascorbique est diminuée lorsque le jus est stocké a la température de
réfrigération. Ceci a été confirmé par 'enquéte précédente que le stockage a basse température
pourrait ralentir le taux dedégradation devitamine C(Burdurluet al, 2006). La diminution de
l'acide ascorbique avec l'augmentation de la température de stockage est en corrélation avec

des études antérieures.

Par la suite, I'oxydation de I'acide ascorbique va changer sa forme réduite pour devenir
la forme oxydée ou connu comme l'acide déhydroascorbique. L'acide déhydroascorbique subit
une hydrolyse a l'acide 2,3-dicétogulonique, qui ensuite polymérise et forme d'autres produits

inactifs sur le plan nutritionnel.

51



VIL.2.3.5. Détermination de ’activité antioxydante
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Figure 6: Histogramme représentant les Changements de I’activité antioxydante (mesurée par
DPPH) dans la boisson pendant 3 mois de stockage a 4°C, 25°C, 37°C.

La figure 6 présente les résultats de l'activité antioxydante obtenue pour les boissonsa
base d'orange testées dans la présente étude. D’apres le test de réduction du radical DPPH,
l'activité antioxydante de la boisson est de 39,2% DPPH réduit(c.a.d. aprés une minute de
temps en méme solution, la vitamine C de la boisson a réduit 39.2%.)du radical DPPH. Ces
résultats sont en accord avec ceux rapportés dans une précédente étude (Ma "Ecka et al,

2003), dans lequel les jus d'orange réduisent 33-49% du DPPH.

L'activité antioxydante des boissons analysées dans la présente étude estdiminuée par
75%, 87% et 92% apres 3 mois de stockage a 4, 25 et 37 ° C, respectivement. Nos résultats
coincidentceux obtenus obtenues par Arenaet al. (1999) et Pigaet al. (2002). Arena et al.
(1999) ont montré la diminution de I'activité antioxydante au bout de 2 mois de stockage dans
les jus d'orange reconstitué a partir de concentré d’orange. SelonPigaet al.(2002)la diminution
de l'activité antioxydante peut €tre liée a une plus faible teneur en vitamine C dans le jus

stocké par rapport aux frais.
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Le jus qui a montré une activité antioxydante élevée contenait une concentration plus

élevée de la vitamine C.

VIL.3. Résultats des analyses organoleptiques

VIL.3.1. Odeur

Tableau 18: Résultats des analyses organoleptiques (Odeur)

mps
To T, T, Ts
Température
4°C 3 3 1 1
25°C 3 2 2 1
37°C 3 2 1 0
VIL.3.2. Goit
Tableau 19 : Résultats des analyses organoleptiques (Golt)
mps
To T; T, Ts
Températur
4°C 3 3 3 2
25°C 3 2 2 1
37°C 3 1 1 0
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VII1.3.2. Couleur

Tableau 20:Résultats des analyses organoleptiques (Couleur)

mps
Ty T, T, T;
Températur
4°C 3 3 3 2
25°C 3 3 2 2
37°C 3 2 0 0

Les modifications des caractéres organoleptiques de la boisson qui est stockée a une

haute température pendant 3 mois peuvent étre expliqués par :

e Le brunissement non enzymatique : Romanet al, (2006) ont montré que la
réaction de Maillard est fortement influencée par le couple température-temps
appliqués au produit.

e [a dégradation de la vitamine C et D’apparition des composés volatiles
odorants a impact négative (le furfural), et la formation de composés bruns
responsables d’une modification de couleur (Berlinet, 2006).

e [’augmentation du baréme temps température a un effet négatif sur la fraction
aromatique du jus (Moshonaset Shaw, 2000 ; Bazemoreet al., 1999) en
¢tudiant les composés formés dans des jus d’orange excessivement chauffés a
96°C pendant 240 secondes, ont montré 1’existence d’une perte d’intensité
pour le terpinen-4-ol et le 4-vinylgaiacolqui sont responsables de 1’ardme
oxyde et cuit dans le jus.

e Ainsi Paltération de couleur peut étre due a I’instabilité des anthocyanes (Les
anthocyanes changent facilement de couleur sous 1’action d’un long chauffage
(Benamara et Agougou, 2003 ; Zhenget al, 2007) ont confirmé qu’une
dégradation des anthocyanes est dépendante de la durée du procédé et de sa

température.
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Conclusion

Notre travail avait pour objectif d’étudier ’effet de la température et de la durée de
conservation sur la stabilité de la vitamine C ainsi que sur son activité antioxydante, dans une
boisson gazeuse a base de concentré d’orange. Le stockage s’est déroulé pendant trois mois a
trois températures différentes soient: 4, 25 et 37°C. En plus de la vitamine C, d’autres

parameétres microbiologiques et physico-chimiques ont été suivi.

Les résultats obtenus indiquent que, parmi tous les parameétres analysés, la vitamine C
a été la plus touchée par la durée de stockage et la température du stockage. La diminution de
sa teneur dans la boisson lors du stockage se traduit par la réduction du radical DPPH donc la

diminution de I’activité antioxydante.

La sécurit¢ microbiologique de la boisson d’orange pendant le stockage réfrigéré
(4°C) pendant 90 jours n'a pas montré de différence significative, elle était donc sans danger
pour la consommation. En effet, la conservation du jus dans ces derni¢res conditions pourrait
fournir plus d'avantages pour la santé qu'a des températures plus élevées.
En outre, la quantité de vitamine C nécessaire pour les adultes est d'environ 80 mg / jour sur
la base des apports nutritionnels recommandés (AJR). La vitesse de dégradation de 1'acide
ascorbique peut étre prévenue en stockant les boissons a base de concentré d’orange a des

températures plus basses.

Cette étude sur la dégradation de la vitamine C dans la boisson d'orange serait utile
pour les consommateurs d'obtenir plus de perspicacité sur la diminution de la qualité

nutritionnelle des boissons fruités lors du stockage.

En perspectives, il serait souhaitable de faire des tests pour des températures plus
élevées 40-45 °C (en été) et dans des conditions réelles c’est-a-dire prendre des échantillons
chez des grossistes ou les bouteilles sont bien exposées au soleil, tel qu’on observe au

quotidien !.
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Annexe

Annexe 01

Tableau 9: les principaux additifs conservateurs utilisés dans les boissons gazeuses sucrées (Multon, 2002).

dénomination Source Code Formule brute DJA propriété
(mg/Kg(

Acide sorbique | Naturel ou SIN 200 | C6H802 0 725 Antibactérien et

synthétique antifongique

Acide synthétique SIN 210 | C6H602 5 antifongique

benzoique

Benzoate de Synthétique SIN 211 | C6H5COONa 5 Possede une

sodium certaine activité

contre Listeria

Acide lactique | naturel SIN 270 | C3H603 Non antibactérien
spécifiée

Anhydride synthétique SIN290 CO2 Non Antibactérien et

carbonique spécifiée antifongique

Tableau 10: les principaux colorants naturels utilisé dans les boissons gazeuse sucré : (moll et al, 1998_multon, 2002).

Colorant Source Code Couleur DJA
(mg/Kg°

Curcumine Extrait de safran Sin 100 Jaune 0,1

orangé

Riboflavine A partir de levure, germes de | Sin 101 Jaune 0,5

ou lactoflavine | bl¢, ceufs, foie d’animaux orangé

Cochenille ou A partir des corps desséchés | Sin 120 Rouge 5

acide des familles de I’insecte

carminique coccus cactirenfermant
surtout des ceufs de jeunes
larves

Caramel Obtenue par 1’action Sin 150 Brun Non
controlée de la chaleur sur spécifiée
des sucre des nutritifs

Caroténoide Dans les végétaux, fruit Sin 160 Nuances 5
(citron, peche abricot...) divers
légumes (tomates, carotte)

Xanthophylles Obtenue par extraction a Sin 161 Nuances Non
I’hexane de la durée diverse attribuée
alimentaire avec I’élimination
du solvant

Rouge des A partir des racines de la Sin 162 Rouge non

betteraves ou betterave rouge spécifiée

betanine
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Tableau 11: les principaux colorants de syntheése utilisé dans les boissons gazeuse sucré : (Multon, 2002).

Colorant Code Couleur DJA toxicité
(mg/Kg)
Tartazine Sin 102 Jaune 7.5 Peut présenter des
risques d’allergie
Jaune de Sin 104 Jaune 10 Aucun effet n’a ce jour
quinoléine
Jaune orangée S | Sin 110 Orange 2,5 Réactions possible chez
les personne sensible a
I’aspirine
Azorubine ou Sin 122 Rouge 4 Réaction possible chez
carmoisine les asthmatiques
Rouge Sin 124 Rouge 4 Déconseillé pour les
cochenille asthmatiques
Erythrosine Sin 127 Rouge 1,25 Risque d’hyperthyroidie
Bleu patenté Sin 131 Bleu 15 Déconseillé pour les
personnes allergiques
Indigotine ou Sin 132 Bleu 5 Déconseillé pour les
carmine personnes allergiques
d’indigo
Vert s Sin 142 Vert 5 A fort dose augmente

I’appétit
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Annexe 02

Tableau 12: Milieux de culture et leurs compositions.

Milieux de culture

Composition des milieux

Gélose sabouraud .peptone de viande.............oooiiiiiiiiiiiiii, S5g
pH=6.3 .peptone de caséine............ooevuiiiiiiiiiiiiiiinan. S5¢g
. glucose MasSE.....oiiiiii i 20g
AT AZAT ottt 15¢g
eaudistillée. ... 1000ml
.vitamine et facteur de croissance
Milieu VF (viande foie) .Extrait de viande foie...................co 30g
pH=7.5 ElUCOSE. .o 2¢g
AMIdON. ..o 2g
GClOSC. ..ttt 12¢g
Gélose VRBL PEPLONE. .ot 7g
extraitde viande............ooooiiiii 3g
Jactose. ... 10g
.désoxycholate de sodium............................ 1.5g
.eristal violet.............o 2mg
chlorure de sodium...............oooviiiiiiiiiininn, Sg
Y02 ) 15¢
eau distillée. ... 1000ml
Milieu Eva-litsky 075 01 (0) 1 1< 20g
pH=6.8 ElUCOSE. . S5¢g
.chlorure de sodium..................cooooiiiiiiiin, Sg
Phosphate di potassique............cccceeevininnennn. 2.7g
.phosphate mono potassique......................... 2.7¢g
caudistillée..........ooooi 1000ml
Eau physiologique NaCl. .o O¢g
pH=7.5 eaudistillée..........ooooi 1000ml
Milieu VBL 015 0110 L 7g
pH=7.4 extraitde levure.........ooooii i, 3g
Jactose. .. 10g
.chlorure de sodium.....................ooooiii.n. 0.5g
. mélange sel biliaire................cooiiiinn.. 1.5g
.cristal violet.............ooooiiii 0.002¢g
TOUZE NEULTE. .ot eiee e eneeeeeeaeanenn 0.03g
T | el T ) 15¢g
eaudistillée... ... 1000ml
OGA PEPLONE. .ottt 23g
AMIAON. ..o g
.sodium chlorure...............coooii 5¢g
BSCUIINE. ..o lg




fer ammonium citrate...................ocei 0.5g

.Lithium chlorure..................coooiiiiii.. 15¢
T2 ) 13g
Milieu Roth PEPLONEC. .ottt 20g
pH=6.8 ElUCOSE. .. S5¢g
ACIAC. ..t 0.2g
NaCl oo S5¢g
.hydrogenophosphate de potassium................ 2.7g
.dihydrogenophosphate de potassium.............. 2.7¢g
Milieu TERGITOL Peptone. ... 10g
Extraitde viande ... S5¢g
Extraitdelevure ..o 6g
LACtOSEe v 20g
Tergitol. .o 0,01g
.Bleu de bromothymol................................ 0,05¢g
AAT 13¢g
Bea -Peptone:........cccooeiiiiinins 170¢g
-Peptone pepsique de viande.................. 30g
-Extrait de levure:.......ccooeuueeeenn.... 50¢g
-Esculing i...oevvveeveeieeeeeeeeeeeie, 10g
-Citrate de sodium:.........eevevevunnnennn.. 10g
-Citrate de fer ammoniacal:.................. 05¢g
-Bile de beeuf déshydratée................... 10,0 g
-Azide de sodium : .....ooeevvveennnnnnn.. 0,25 ¢g
-Chlorure de sodium:........cccceeeeeeen... 50¢g
Gélose de Slanetz AQar-agar........cocceevveeviieniieneeeeeeeeeeen 10g
Peptone........ccccoveiviiiiiiiiiiiiiiiiicce, 20g
Azide de sodium..........coceeeeieeeiieiiieniennee 04¢g
GIUCOSE....veeeneiieeiiieeiiee ettt e 2g
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Esculine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citrate
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Azide_de_sodium&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
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Annexe 03

Matériels utilisé pendant les manipulations

Bain marie.
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Figure 4: pH métre.
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Figure 5: Réfractometre.

Figure 6: Burette + Agitateur.
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Figure 7: Centrifugeuse.

Figure 8: Spectrophotomeétre.
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Figure 9: Spectrophotomeétre relié a un ordinateur.
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Figure 10 : Logiciel informatique "contrdle de spectrophotomeétre”.
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Figure 11: verrerie.

Figure 12: Dosage de la vitamine C par titrage " Boisson, lode 1N, Amidon"
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Figure 13: Virage de la couleur de solution lors du dosage de la vitamine C par titrage colorimétrique.

Figure 14: DPPH en solution "couleur violette".
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Figure 15: Virage de la couleur du DPPH en solution avec la vitamine C
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Annexe 04

Qualité organoleptique et stockage

Figure 16: Qualité organoleptique " La couleur", premier jour du stockage.

Figure 17: Qualité organoleptique aprés 3 mois de stockage " changement de la couleur de la boisson".
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Figure 18: Boissons stockées a température ambiante "25 °C", a I'abri de la lumiére.

Figure 19: Boissons stockées a 37°C, a I’abri de la lumiére.



Figure 20: Boissons stockées a 4°C, a I'abri de la lumiére.

Annexe 05

Industrie FZBG et chaine de production

Figure 21: Siffleuse de bouteille.
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Figure 22: Traitement de I'eau de forage par chloration selon les normes exigées pour I'eau de proces.

Figure 23: étiquetage.
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Figure 24: Flash-pasteurisateur.

Figure 25: Stockage des lots.
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Annexe 06
Etude cinétique

Le spectromeétre est fixé en mode d’étude cinétique, de facon a relever I'absorbance
a 515 nm en fonction du temps, pendant 05 minutes. Les solutions d’antioxydant et de DPPH
sont ajoutées a t = 0 min dans une cellule de quartz qui est placée sous agitation
magnétique, dans I'enceinte du spectrometre. Et on trace le graphique.

ATy la densité optique de la solution controle était : DO : 0.4300
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