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Résumé

Résumeé

Le traitement préalable des pelures de tomates par des enzymes pectinases (viscozym) et des
cellulases (celluclast) dans des conditions optimisées, favorise les rendements d’ extraction du
lycopéne par une mixture de solvant composé d’ hexane — ethanol —acétone. Les teneurs sont
augmentés de 177,32% et de 166 ,2%, pour viscozym et celluclast respectivement, soit desteneurs
de 1600,60 pg/g pour une concentration en enzyme de 0,1% et un temps d’ incubation de 30 mn.

L’incorporation des pelures de tomates (présentent une teneur moyenne de 5,85 mg/100g
en lycopene, et 2,90 mg/100 g de # carotene) dans une huile de basse qualité, a engendré
son enrichissement en polyphénols (0.029 mg/g) avec une diffusivité élevée de lycopene dans
I”huile. La teneur moyenne en lycopéne est de 1,99 mg/100 g d' huile aprés son incorporation
a 10%. Le # caroténe a été determiné avec une teneur de 1,07 mg/100g d huile. Les essais
de chemiluminescence et au DPPH, ont donné des résultats semblables avec une efficacité
antioxydante accrue, mais au-dela d’ un seuil il y a manifestation de I'activité pro-oxydante. Les
résultats obtenus avec le test de rancimats, ne sont pas corrélés avec les deux essais précédents
de I'activité antioxydante. L’analyse LC-MS des pelures de tomates a révélée la présence de
flavonoides, tel larutine, la quercétine, le chalconaringenin.

L’ enrichissement d’ un régime pour rats hyper-lipidique et hyper-chol estérol émique en pelures
de tomates (avec une teneur de 43 mg/100g en lycopene) ainduit une diminution significative, des
marqueurs de peroxidation lipidique au niveau sérique et hépatique. Celui-ci, aaugmentél’ activité
des enzymes antioxydantes hépatiques de détoxification comme la GPX, GRD et |la catalase.
D’ autre part, on noterale rétablissement des parametres lipidique sérique ainsi que leslipoproteine
HDL et LDL. Laconcentration en lycopene dansle plasma (112 nmol/L), s’ est avérée un margqueur
efficace de la peroxydation lipidique, résultat d' un stress oxydant.

Mots Clés: Pelures de tomates, lycopéne, extraction, activité antioxydante, TBARS, GPX.
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Abstract

The preliminary treatment of the tomato peels by enzymes pectinases (viscozym) and cellulases
(celluclast) under optimized conditions, supports the outputs of extraction of lycopene by asolvent
mixture made up of hexane— ethanol —acetone. The contentsareincreased by 177,32% and 166,2%,
for viscozym and celluclast respectively, is contents of 1600,60 pg/g for aconcentration of enzyme
of 0,1% and a time of incubation of 30 mn.

The incorporation of the tomato peels (present an average content of 5,85 mg/100g of
lycopene, and 2,90 mg/100 G of # carotene) in an oil of low quality, generated its enrichment out of
polyphenols (0.029 mg/g) with a high lycopene diffusivity in oil. The average content lycopeneis
of 1,99 mg/100 G of ail after itsincorporation with 10%. The# carot ene at summer determinéwith
a content of 1,07 oil mg/100g. The tests of chemiluminescence and with the DPPH, gave similar
results with an increased antioxydant effectiveness, but beyond a threshold there is manifestation
of the pro-oxidizing activity. The results obtained with the test of rancimats, are not correlated with
the two preceding tests of the antioxydant activity. Analysis LC-MS of the tomato peels revealed
the presence of flavonoides, such rutin, quercetin, the chalconaringenin.

The enrichment of a mode for rats hyper-lipidic and hyper-cholesterolemic in tomato peels
(with a content of 43 mg/100g of lycopene) induced a significant reduction, markers of lipidic
peroxidation at the serum and hepatic level. This one, increased the activity of the hepatic
antioxydant enzymes of detoxification like the GPX, GRD and the catalase In addition, one will
note the serum re-establishment of the parameters lipidic as well as lipoproteine HDL and LDL.
Thelycopene concentration in plasma (112 nmol/L), proved to be an effective marker of thelipidic
peroxidation, result of an oxidizing stress.

Key Words. Tomato peel, lycopene, extraction, antioxydant activity, TBARS, GPX.
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Liste des abréviations

AGPIAcides gras polyinsaturés

ASR Analyse de surface de réponse
ASATAspartate Aminotransferase

ALATAlanine Aminotransferase
BHTButylhydroxytoluéne

BHAButylhydroxyanisol

CAT Catalase

CL Chemiluminescence

DPPH 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl

EROEspéces Réactives de 'Oxygene

GRD Glutathion réductase

GPXGlutathion peroxydase

HDL Lipoprotéines de haute densité

IHS Indice hépatosomatique

SODSuperoxyde dismutase

EAG Equivalant acide gallique

GGPP géranylgéranyl pyrophosphate
HPLCChromathographie liquide a haute performance
LDL Low-density lipoprotein (lipoprotéine basse densité)
LIPPIsopentényl pyrophosphate

LDHLactate deshydrogénase

MDA Malondialdéhyde

MCV Maladies cardiovasculaires

OMSOrganisation Mondiale de la Santé
PALPhosphatase Alcaline

SFEFIluide d’extraction supercritique

TBARS Acide thiobarbiturique, substances réactives
TEACAntioxidant Capacity Trolox Equivalent

TCA Acide trichloroacétique

TROLOXAcide 6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthylchroman-2-carboxylique
VLDL Lipoprotéines de trés basse densité

LCAT Lécithine Cholestérol Acyl Transférase
PSAProstate Specific Antigen
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Introdution générale

Introdution générale

La mise en évidence d’un lien entre I'occurrence de certaines maladies et I'alimentation est
un domaine de recherche qui retient beaucoup l'attention de la communauté scientifique.
Certes, l'origine de la plupart des états pathologiques est multifactorielle, mais la possibilité
d’influencer leur apparition et leur développement grace a 'alimentation présente un grand
intérét [1].

Dans ce contexte, plusieurs études épidémiologiques ont démontré que
la consommation de fruits et légumes contribue a diminuer le risque de maladies
cardiovasculaires, de certains cancers et d’autres maladies chroniques [2]. Pour preuve,
les conclusions officielles du sommet international des fruits et Iégumes, confirment leur
réle protecteur en terme de santé, et recommandent a 'OMS et a la FAO d’assurer, la
promotion d’'une consommation plus élevée de ces aliments a I'échelle mondiale [3]. L utilité
de certains nutriments semble aujourd’hui reconnue. Il s’agit, en particulier de vitamines
et oligo-éléments ayant une activité antioxydante, permettant de contrecarrer les effets
délétéres des radicaux libres, a l'origine de diverses pathologies [4].

La tomate est le deuxiéme légume consommé dans le monde. Elle tient une place
importante dans l'alimentation humaine [5], en étant la premiére source de lycopéne, le
troisieme contribuant principal en vitamine C et la quatriéme source de vitamine A.Le réle
du lycopéne dans la santé chez I'homme a recu un intérét scientifique et public considérable
au cours des derniéres années. Ceci apparait, également, dans les premiers résultats, du
projet de recherche Européen, dont I'objectif, est de déterminer les avantages spécifiques
du lycopéne sur la santé ainsi que les autres nutriments actifs constituant la tomate et ses
dérivés transformés, pour la prévention et/ou le traitement des maladies cardiovasculaires
[6]. Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a la valorisation d’un sous-
produit ou « déchet », issu de la transformation de la tomate en jus, soupes, sauces, ketchup
et concentré de tomate. Ce sous-produit contient principalement des peaux ou pelures de
tomates, qui constituent une excellente source de substances riches en nutriments, tels
les caroténoides, fibres et surtout du lycopéne [7].Les pelures de tomates contiennent
davantage d’antioxydants (composés phénoliques, vitamine C et lycopéne) que la chair et
les graines [8].

De ce fait, il nous a paru judicieux de valoriser ce sous-produit et d’en exploiter les
éléments nutritifs, afin d’obtenir des bio produits avec une valeur ajoutée, et un impact positif
sur I'environnement.

En effet, la gestion des déchets demeure une question majeure pour l'industrie
alimentaire, secteur important de I'économie mondiale, et 'amélioration des performances
économiques de la filiere passe inévitablement par une meilleure valorisation de ses sous-
produits [9] .

Par conséquent, le présent document est composé de cinq parties:

La partie 1, regroupe une synthése bibliographique des principales connaissances sur
la tomate, du point de vue agronomique et technologique ainsi 'impact bénéfique de sa
consommation sur la santé.
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La partie 2 est consacrée dans son ensemble a I'extraction du lycopéne des matrices
a valoriser, la forme de présentation des matrices, en vue d’optimiser les rendements.
Premiérement, utiliser une mixture de solvants et un modéle mathématique comme
support afin d’'optimiser la composition du mélange de solvants a utiliser pour I'extraction.
Deuxiement, le prétraitement des pelures (peaux) lyophilisées par des enzymes (pectinases
et cellulases) pour faciliter, I'évacuation du contenu cellulaire en vue d’'une plus grande
extrabilité, tout en optimisant les conditions expérimentales (concentration en enzymes,
temps et température d’incubation). Cette étude, a été réalisée au laboratoire des pigments
et colorants naturels du département biotechnologies de I'lnstitut la Grasa, Séville, Espagne.

La partie 3 concernera les résultats des essais et tests d’'une co-valorisation des huiles
végétales de basse qualité par enrichissement en pelures de tomates lyophilisées en vue
d’obtenir un aliment fonctionnel. Ce travail a fait I'objet d’'une publication internationale dans
la revue Food Chemistry (Benakmoum et al, 110 (3), 2008, pp 684-690). L'étude a été
réalisée au laboratoire des Produits Naturels de I'lnstitut d’Agronomie Méditerranéenne de
Chania, Créte, Gréce.

La partie 4 est consacrée aux essais in vivo. Les pelures de tomates lyophilisées ont
été incorporées dans une diéte athérogéne riche en acides gras saturés qui constituera le
régime des rats. Le but de cette étude est d’évaluer les effets des composés de la pelure,
dont le lycopéne, sur certains paramétres fonctionnels et structuraux. Cette partie a été
réalisée avec le concours du CRD Saidal, Alger.

Enfin la partie 5 est consacrée a la discussion générale, sur les différents résultats
obtenus suivi de conclusions et recommandations.
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Partie 1 : Synthése bibliographique

1. Généralité sur la tomate

1.1 Caractéristiques botaniques

Le plant de tomate appartient a la famille des Solanacées, au genre Lycopersicum et
a l'espéce L. esculentum. L'utilisation de criteres morphologiques et/ou biologiques a
longtemps été source de controverses autour de la systématique du genre auquel appartient
la tomate. A l'origine, classée dans le genre Solanum, le genre Lycopersicon a finalement
été défini pour regrouper différentes espéces de tomate. L'espéce de tomate cultivée,
Solanum lycopersicum Mill. (ex Lycopersicon esculentum), est issue de la domestication de
'espéce sauvage. C’est une espéce diploide avec 2n = 24 chromosomes, chez laquelle il
existe de trés nombreux mutants monogéniques dont certains sont trés importants pour la
sélection [10].

Le fruit de tomate se caractérise par une structure complexe associant différents tissus
aux caractéristiques spécifiques, particulierement a maturité. Les cavités loculaires (loges)
sont délimitées par le péricarpe externe, le septum ou péricarpe radial et la columelle ou
péricarpe interne (figure 1). Les graines portées par le placenta sont enveloppées dans
le tissu loculaire (gel) qui occupe dans des proportions variables la loge. Au niveau du
péricarpe externe, trois parties se distinguent : la peau ou exocarpe protége par une fine
cuticule, le mésocarpe et 'endocarpe qui constituent la chair [11].

Rete du calice
(Sepebes)
Pidancube e,

T koculsire
o Gel

—, PRrCHpE radal
o Saptume

Figure 1 : Coupes transversale (a) et longitudinale (b) d’un fruit de tomate a maturité.

1.2. Anatomie du fruit
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1.3.

La tomate présente une structure hétérogeéne, ou la nature et 'agencement des différents
tissus sont autant de facteurs qui peuvent étre déterminants pour la perception de la texture.
A maturité, 'épaisseur de la peau, I'aspect gélifié des tissus loculaires, 'espace occupé par
les cavités loculaires, I'épaisseur du péricarpe et des parois loculaires pourront influencer
les sensations associées a la fermeté ou la jutosité du fruit [12] . L'architecture tissulaire du
péricarpe du fruit de tomate est organisée autour de trois entités: I’exocarpe recouvert d’une
cuticule, le mésocarpeou se retrouvent les vaisseaux conducteurs et ’endocarpe. Chacune
de ces structures se construit au cours du développement du fruit, et notamment pendant
la phase d’expansion cellulaire qui permet au fruit d’atteindre sa taille finale [13] .

Composition chimique de la tomate

1.4.

La tomate comme la plupart des légumes, présente une bonne densité nutritionnelle avec :
95% d’eau, et 5% de matiére séche, comprenant 50% de sucres (fructose et glucose), 25%
d’acides organiques (acides citrique et malique), 8% de minéraux, 2% d’acides aminés,
de caroténoides et autres métabolites secondaires [14]. Elle contient aussi de nombreux
minéraux et oligoéléments, dont le potassium (0,5 mg), le _magnésium (1 mg) et prés
de 24 mg de zinc et de phosphore. La tomate fournit également 50 a 160 mg de vitamine
C et 22,5 a 90 mg de vitamine E, c’est aussi une source de fibres (7g/100 Kcal) soit le
quart des apports nutritionnels conseillés [15]. Parmi les phytoconstituants, on y trouve des
polyphenols(acides ferulique, chlorogenique, et caféique), des flavonoides(la quercitine, le
kaempferol, la rutine, et la naringenine), et des caroténoides, en particulier le lycopéne.
Latomate, présente une trés basse densité énergétique, avec 22 Kcal/100g [16].

La récolte

Le cycle complet, de la graine, est variable selon les variétés, I'époque et les conditions
de culture. Il est en moyenne de 3,5 a 4 mois (7 a 8 semaines de la graine a la
fleur, 7 @ 9 semaines de la fleur au fruit) [17].La tomate est une plante héliophile, elle
nécessite une hygrométrie moyenne, parfois un apport de CO2 (sous serres) [18] .La tomate

industrielle est généralement cultivée hors sols, dans des serres de plusieurs hectares et
alimentée de maniére artificielle par un mélange d'eau et d'engrais. Ceci permet d'étendre
considérablement la période de production. La tomate est une plante de climat tempéré
chaud, les températures idéales de croissance se situent entre 15 °C (la nuit) et 25°C (le
jour). En bonne culture, on peut obtenir en moyenne 300 a 600 kg / 100 m? [19].

La culture de tomate nécessite quelques passages de produits chimiques, insecticides
et fongicides, Mais tous ces produits doivent étre homologués. La culture sous serre permet
de développer depuis quelques années la lutte intégrée permettant de limiter voir éviter
I'utilisation de pesticides [20] .

1.5. Variétés et sélection

Il existe plus de 500 variétés de tomates, dont lidentification est généralement
multicaractére qui prend en compte des aspects de productivité, d'adaptation aux conditions
pédoclimatiques, de résistances au bio agresseur et enfin de qualité. La qualité est avant
tout commerciale (aspect des produits, couleur ...), la qualité nutritionnelle du fruits de
tomate n'est pas un critére de sélection direct [21]. Une norme internationale pour la
tomate a été adoptée récemment par la commission "Codex Alimentarius" définissant
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les regles de qualité pour la commercialisation de la tomate. Les normes internationales
donnent en effet une interprétation commune de ce qui constitue un bon produit a 'usage
des pays importateurs et exportateurs [22]. Les tomates destinées a la transformation,
doivent répondrent aux exigences de la technologie de transformation, avec une maturation
appropriée, une résistance au transport et au stockage, elles doivent également présenter
des teneurs élevées en solides solubles et en sucre, une acidité faible (pH< 4,5) et une
saveur caractéristique. Il semblerait que les tomates issues d’une culture biologique soient
meilleures pour la santé. Elles sont considérablement plus riches en deux flavonoides : la
quercitine (79%) et le kaempferol (97%), comparativement a celles produites de maniére
conventionnelle [23].

1.6. Maturité du fruit de tomate

Les conditions de maturation et de conservation influent sur leur composition finale en
microconstituants donc la qualité nutritionnelle des tomates. Les fruits ayant mari a la
lumiére contiennent plus de lycopéne et plus de vitamine C entre 18°C et 25°C (de 15 a
20%). La teneur en lycopéne est significativement réduite & 32°C. Le R-caroténe est lui
moins sensible aux variations de température. La conservation a 12°C des tomates cueillies
au stade orange ou rouge est donc préférable pour prolonger la synthése du lycopéne, qui
est inhibée lors de la conservation a 4°C[24] .

2. Production

La production mondiale de tomate est estimée a 120 millions de tonnes, dont 40 millions sont
destinés a la transformation. La Chine a elle seule fournit 30% de la production mondiale,

suivi des USA, avec 10%. Les pays de la Méditerranée couvrent 30% de la production
mondiale de tomate [25]. En Europe, la tomate constitue le deuxiéme plus grand secteur
agricole, a la fois pour le marché du frais, mais aussi et surtout pour l'industrie de la
transformation [26] .En Algérie (figure 2), la tomate industrielle est principalement cultivée
dans les régions Est : Annaba, El Taref, Guelma, Skikda, avec plus de 60 % de la superficie
agricole utile (SAU). Cette filiére produisant principalement du double concentré de tomate,
a contribué des années durant au développement socio-économique du pays, avec 17
usines implantées, représentant 80% de la production nationale. Aprés un développement
économique efficient, et des investissements industriels importants (création de 120.000
postes d’emploi en amont et en aval du cycle d’exploitation) dans le domaine de la
transformation et de la conserverie, avec couverture totale des besoins nationaux, la filiére
a connu une régression, cette derniére décennie qui s’est traduite par :

Faible rendement de production a I'hectare (15 Tonnes/ha)

Appauvrissement des sols et abondant de la culture de la tomate industrielle
Déperdition des terres agricoles (un potentiel de 30.000 ha), faible utilisation des
variétés hybrides a haut rendement

Mise en faillite et fermeture de la moitié des unités de transformation avec la
suppression de 30.000 emplois

Recours a l'importation pour pallier les déficits (soit une facture annuelle moyenne de
100 Millions de dollars US).
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L’Algérie recéle dans ce domaine une capacité de productivité importante, tant en production
gu’en transformation. Elle bénéficie également de conditions climatiques privilégiées et de
territoires a fort potentiel agronomiques. Des mesures urgentes et concrétes doivent étre
prises pour redynamiser le secteur, particuliérement par le soutien de I'Etat aux agriculteurs
et industriels et I'arrét des importations systématiques [27].
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Figure 2 : Etat de la production tomate en Algérie [27]

3. Teneur en lycopéene de la tomate

Les tomates et les produits a base de tomates sont les principales sources de lycopéne
(Tableau 1). La teneur en lycopéne des tomates fraiches est extrémement variable, selon
des critéres agronomiques. Elle varie de 1,9 a 6,8 mg/100 g, selon les variétés, etde 1,9 a
6,8 mg/100g en fonction des calendriers de récolte. Elle augmente considérablement avec
la maturité du fruit [28]. Aussi, la durée et la température de conservation jouent un role, la
conservation a 20°C étant optimale [29]. Les transformations technologiques, de la tomate
modifient la teneur en lycopéne essentiellement par un effet de concentration. On observe
cela avec la sauce tomate (6,20 mg/100 g), le concentré de tomate (8 mg/100 g), le jus de
tomate (de 5 a 11,6 mg/100 g) et le ketchup (de 9,9 a 13,4 mg/100 g). La cuisson de la
tomate en jus, purée ou ketchup augmente la teneur en caroténoides de 100 a 600 %, elle
entraine par contre, une réduction de la teneur en vitamine C de 2 a 4 fois [30].

Tableau 1 : Teneur en lycopéne dans les tomates et produits de tomates et quelques aliments (Teneurs

Approximatives selon les analyses de différents laboratoires) [28]
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Aliments Mg/100g
Tomates fraiches 0.88 a 4,20
Tomates cuites 3,70

Sauce tomate 6,20
Concentré de tomate 543150
Soupe de tomate 7,99

Poudre de tomate 11,20 2 12,60
Jus de tomate 5a 11,60
Tomate séchée - a I'huile 46,50
Sauce pizza 12,70
Ketchup 9,90 a 13,40
Abricot <0,01
Pastéque 2,30a7,20
Papaye 2ab5,30
Guava 5,40

3.1. Le lycopéne : caroténoide important de la tomate

Les caroténoides sont des pigments lipophiles jaune orange- rouge d’origine végétale. Plus
de 600 composés sont identifiés. lls conférent aux plantes, aliments végétaux, leur couleur
rouge et orange qui apparaissent, lorsque la chlorophylle disparait. lls sont exclusivement
synthétisés par les plantes, mais peuvent s’accumuler chez certains animaux [31].

Cinquante a soixante interviennent dans Il'alimentation humaine et 30 a 40 ont
été identifiés dans le sang et les tissus humains. Une cinquantaine ont une activité
provitaminique A, au niveau hépatique. Les caroténoides peuvent étre soit des composés
hydrocarbonés tels que le [I-caroténe et le lycopéne, ou des composés oxygénés
(xanthophylles) tels que la zeaxanthine et la lutéine. Les roles des caroténoides sont
trés diversifiés, mais souvent complémentaires. La tomate fournit 9 des 40 caroténoides
présents dans le sang et les tissus. Elle contient majoritairement du lycopéene (de 5 a 71
mg/kg), du [1-caroténe (de 4 a 17 mg/kg) et de la lutéine (de 0,5 a 2 mg/kg) [32].

3.2. Chimie du lycopéne

Le lycopene est un tétraterpene constitué de 8 molécules _isoprénes : C4gHsg. C'est

un caroténoide acyclique polyinsaturé, contenant 11 doubles liaisons conjuguées dans la
partie centrale de la molécule, et 2 autres doubles liaisons non conjuguées (figure 3) [33].
Sa couleur est due aux liaisons covalentes carbone-carbone conjuguées, qui provoquent
une réduction d’énergie nécessaire a un électron pour passer a un _niveau d'énergie
supérieur. Cette caractéristique chimique permet a la molécule d'absorber progressivement
des _longueurs d'onde de plus en plus grandes de la _lumiére visible . C'est un pigment
liposoluble rouge, qui doit son nom, au nom latin de la tomate, Lycopersicon esculentum. Le
lycopéne, a un poids moléculaire de 536,89 g/mol [34]. La structure insaturée du lycopéne,
en fait un puissant « extincteur » d'oxygeéne singulet. Contrairement, a d'autres caroténoides,
la structure du lycopéne ne contient pas de cycle béta-ionone a chaque extrémité de la
chaine et ne produit pas d'activité provitamine A [35].
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H,e  CH,

Figure 3 : Structure du lycopéne

Le lycopéne, pur se présente sous forme cristalline avec une couleur rouge a rouge
orange son point de fusion est de 173°C sous vide. |l est insoluble dans I'eau a 20°C et
méme a 90°C, mais soluble dans les huiles végétales et les solvants organiques apolaires
tels que I'éther de pétrole, 'hexane, le chloroforme et le benzéne, il est peu soluble dans
I'acétone et I'éthanol. Le spectre d’absorption du lycopéne (3 mg/l dans I'hexane) présente
trois maxima 444, 502, et 472 nm, cette derniere étant la langueur d’onde maximale. Le
coefficient d’extinction moléculaire du lycopéne Eqcm est de3450 [36].

3.3. Stéréochimie du lycopéne

A I'exception de la tomate cerise qui contient autant de formes cis que les formes trans,
le lycopéne dans le fruit de tomate se présente sous la configuration de type frans qui
est la forme prédominante, comme il peut prendre la configuration cis, sous l'effet de la
lumiére (photodégradation) et de la chaleur (isomérisation) [37]. Dans le plasma humain,
le lycopéne est présent sous forme d’'un mélange contenant 50 % de forme cis et 50 % de
forme trans [38]. Le lycopéne est stable lors d'entreposage et des traitements thermiques.
De toutes les formes isomériques du lycopéne, le 5-cis lycopéne est la plus stable et compte
le plus grand nombre de propriétés antioxydantes [39].

3.4. Stabilité et analyse du lycopéne

Les procédés thermiques, tels la cuisson et le blanchiment représentent les principales
causes de perte et de changement de la configuration du lycopéne. Les isoméres
cis augmentent avec la température et le temps de transformation de l'aliment. La
déshydratation et la fabrication de poudre de tomate rendent le taux de lycopéne instable.
Celui-ci demeure stable lors de la congélation et de la stérilisation [40]. Le lycopéne est
sensible a la lumiére, a 'oxygéne, aux températures élevées, aux acides, et aux ions

métalliques comme le Cu2+ et le Fe3+ qui catalysent son oxydation [41]. Les méthodes
généralement utilisées pour le dosage du lycopéne extrait d'un milieu naturel sont basées
sur la spectrophotométrie d'absorption dans le visible (Voir partie 2).

Dans le tissu de péricarpe des fruits mlrs des tomates, le lycopéne est localisé dans les
chromo plastes, sous forme de cristaux fins (figure 4), qui sont associés aux structures de
la membrane [42].La formation cristalline du lycopéne est un facteur important influengant
I'accessibilité du lycopéne et, par conséquent, de sa disponibilité biologique.
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Figure 4 : a ) Cristaux de lycopéne naturel b) Cristaux de
lycopéne synthétique. Vue au microscope optique x 800 [40]

4. Les sources alimentaires de lycopéne

A l'inverse d'autres caroténoides, on ne trouve du lycopéne que dans un petit nombre de
végétaux, principalement les fruits et les légumes de couleur rouge. La tomate et sesproduits
dérivés (jus, ketchup, sauces et pates) sont les sources de lycopéne par excellence. Les
autres sources alimentaires de lycopéne sont la goyave rose, le pamplemousse rose, la
papaye, I'abricot et la pastéeque. En Occident, la tomate et les aliments a base de tomates
fournissent plus de 85 % des besoins en lycopéne [43].

4.1. Biodisponibilité du lycopéne

De nombreux facteurs influencent la libération initiale des caroténoides de la matrice
alimentaire et leur solubilisation dans les gouttelettes lipidiques au niveau de l'estomac
et du duodénum. Les caroténoides sont en effet étroitement liés aux macromolécules
dans la plupart des aliments (chloroplastes et chromoplastes des végétaux). Le lycopéne
est présent dans I'enveloppe cellulaire de la tomate, quand on la chauffe, on brise les
parois de la cellule et le lycopéne est libéré [44]. La dissociation des complexes protéines-
caroténoides est ainsi favorisée par la dissolution ou dispersion d'agrégats cristallins de
caroténoides [45].

La biodisponibilité du lycopéne dépend de plusieurs facteurs. Il est mieux absorbé
quand les aliments sont cuits et quand l'alimentation est riche en lipides (ingestion
concomitante d’huile) [46]. Les formes cis (disponibles dans les produits transformés)
ont une meilleure biodisponibilité que les formes trans, car plus solubles dans les sels
biliaires et mieux incorporées dans les chylomicrons. Ainsi, la biodisponibilité du lycopéne
augmente par la transformation des tomates, comparativement aux tomates fraiches, celle-
ci peut améliorer la I'absorption du lycopéne en augmentant 'isomérisation, mais également
en brisant les membranes cellulaires, rendant le lycopéne plus accessible [47] . Chez
’'Homme, 'absorption du lycopéne provenant de source alimentaire est de I'ordre de 10 a
30% [48].

4.2. Biosynthése du lycopéne
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Le lycopéne est un caroténoide synthétisé dans les plastes, par la voie de l'acide
mévalonique. Lisopenténylpyrophosphate (IPP), par addition et isomérisation donne
le diméthylallyl diphosphate, qui est le substrat actif nécessaire a la formation du
géranylgéranyl pyrophosphate (GGPP) (C20), I'étape de condensation de deux molécules
abouti au précurseur du premier caroténoide, le phytoéne (C40). Deux enzymes
membranaires, la phytoéne désaturase et la [1-caroténe désaturase convertissent le
phytoéne en lycopéne via le {-caroténe [49].La phytoéne synthétase catalyse la réaction,
en donnant un composé intermédiaire instable, le préphytoéne pyrophosphate, celui-ci
peut étre le 15-cis ou les all-trans, selon la stéréochimie [50]. Une série de désaturations
permet la création de doubles liaisons conjuguées qui forment le chromophore [51]. Le
lycopéne pourrait étre oxydé en lycopéne 5,6 époxyde (figure 5) et la fonction époxyde
serait alors hydrolysée en présence d'acides, ou réduite par un systéme métabolique.
Ces deux métabolites du lycopéne sont présents dans les produits a base de tomates,
mais a des concentrations qui ne permettent pas d'expliquer les taux de 5,6-dihydroxy-5,6-
dihydrolycopéne observés dans le plasma [52].

| geranyl dichosphata
1 famas diphosphale
W\A}"\m
geranylgananyl diphosphats

Figure 5 : Diagrammes de la chaine de biosynthése du lycopene [49].

4.3. Digestion - Absorption du lycopéne

Le lycopéne est dissous dans les gouttelettes de lipides issues des aliments, dans I'estomac
et le duodénum. Les lipides alimentaires, jouent un rdle important dans la dissolution
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des substances caroténoides et leur absorption subséquente, car, I'ingestion simultanée
de lipides stimule le flux biliaire, et la sécrétion des enzymes pancréatiques, permettant
la formation des micelles. Lisomére cis présente une meilleure biodisponibilité que le
trans, probablement parce qu’il est plus facilement solubilisé par les sels biliaires et ainsi
plus facilement incorporé aux chylomicrons [53]. Aprés la formation de la micelle et la
solubilisation du lycopéne, ce dernier passe dans les cellules de la muqueuse intestinale
par diffusion passive ou il sera incorporé aux chylomicrons (figure 6). Un pourcentage élevé
de l'isomére cis est présent dans les tissus comparativement a l'isomére trans qui est
moins absorbé [54]. La capacité des micelles mixtes a incorporer les caroténoides varie en
fonction de leur structure et de la composition lipidique des micelles, notamment en acides
gras polyinsaturés [55]. Les fibres alimentaires diminuent la biodisponibilité du lycopéne,
contrairement a la présence de [1-caroténe qui est favorisante [56]. Plus de 50 caroténoides
sont présents dans notre alimentation et sont susceptibles d'étres dégradés dans l'estomac
et dans l'intestin ou d'étre absorbés, métabolisés et utilisés par I'organisme [57].
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ipomeization I
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Figure 6 : Localisation de I'absorption du lycopéne [563]

Les mécanismes d’absorption et du métabolisme du lycopéne, demeurent encore
incomplétement élucidés, en raison de I'existence d’'une grande variabilité interespéces.

De nombreux travaux, en cours, s'attachent a définir les mécanismes d'absorption
compétitive entre caroténoides ou entre caroténoides et autres molécules lipidiques comme
la vitamine E [58]. Une fois dans la circulation, le lycopéne est véhiculé par les lipoprotéines :
VLDL et chylomicrons d'abord, HDL et LDL ensuite (les LDL en contiennent le plus). Il se
répartit dans I'organisme, en particulier dans le tissu adipeux ou’il est stocké a des taux
élevés, dans la prostate, le liquide séminal, les testicules les surrénales, les seins et le foie
[59].

5. Répatition du lycopéne dans les tissus

Le lycopéne est distribué partout dans le corps humain dés son absorption, les taux les
plus élevés sont observés dans les testicules. Le tableau 2, montre les concentrations de
lycopéne dans différents tissus chez ’humain. Quelques données disponibles démontrent
que le lycopéne, tout comme d’autres substances caroténoides, n’est pas distribué
également dans les tissus, ce qui laisse supposer la présence de mécanismes par lesquels
certaines substances caroténoides peuvent exercer un effet biologique exclusif [60]. Le
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lycopéne se retrouve en plus grande quantité dans la prostate, étant donné sa richesse en
récepteurs de lipoprotéines que d'autres tissus [61].

Tableau 2 : Répartition du lycopéne dans les organes [61]

Tissus Concentration en lycopéne
en nmol/g de poids

Testicules 4,34 a 21,36

Glandes surrénales |1,90 a 21,60

Foie 1,28 25,72

Prostate 0,80

Seins 0,78

Pancréas 0,70

Poumon 0,22 a 0,57

Rein 0,15a 0,62

Colon 0,31

Peau 0,42

Ovaires 0,30

estomac 0,20

6. Réles biologiques du lycopéne

En raison de sa nature hautement insaturée, la molécule de lycopéne avec ses propriétés
antioxydantes a occupé l'intérét des chercheurs quant a son réle biologique. Les radicaux
oxygéneés libres et les processus oxydatifs sont impliqués dans la physiopathologie de
plusieurs maladies chroniques. Le lycopéne serait 'un des antioxydants les plus puissants
parmi toutes les substances caroténoides, lui conférant ainsi un réle potentiel dans
la prévention des cancers et de I'athérosclérose, en diminuant les dommages causés
par l'oxydation tant au niveau des lipides et des lipoprotéines (athérosclérose), des
protéines (vieillissement et diabete) et de 'ADN (cancérogeneése) (figure7). Les propriétés
antioxydantes du lycopéne sont en réalité des propriétés antiradicalaires, il neutralise
I'oxygéne singulet (forme active de 'oxygéne), et piégent les radicaux peroxydes (radicaux
libres de I'oxygéne) [62]. Il intervient dans la communication cellulaire, ce qui, avec
ses effets antiradicalaires, expliquent sans doute en partie, son réle protecteur possible
dans la survenue de certains cancers, en particulier le cancer de la prostate [63].
Le lycopéne améliore également les communications intercellulaires directes par gap-
jonctions. L'interaction avec d’autres antioxydants comme la vitamine E ( [ -tocophérol)
préne l'effet de synergie [64]. Toutefois, d'autres études démontrent maintenant que
le lycopéne peut aussi conférer son effet protecteur, par d'autres mécanismes. Ceux-
ci comprennent la régulation de l'expression génique, la communication par jonction
lacunaire, la modulation hormonale et immunitaire, le métabolisme carcinogene, les voies
meétaboliques comprenant les enzymes de métabolisme, ainsi que les voies cycliques
cellulaires et la prolifération [65].
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Figure 7 : Mécanismes proposés pour le réle
du lycopéne dans les maladies chroniques [64].

6.1. Lutte contre le stress oxydatifs

Notre organisme est soumis en permanence a un stress oxydant, résultant d'un déséquilibre
entre les systémes de défenses antioxydants et la production de radicaux libres. Le stress
oxydant a des effets délétéres sur les tissus et induit une augmentation du risque de cancers,
de maladies cardio-vasculaires, d'ostéoporose et de maladies inflammatoires [66] .

Le lycopéne apporté par l'alimentation, contribue a limiter ce stress oxydant et
probablement a atténuer et/ou prévenir le développement de ces pathologies [67].
Plusieurs effets biologiques imputés aux substances caroténoides se rapportent a leurs
capacités a protéger contre les dommages oxydatifs [68]. Le transfert de I'énergie
d’excitation de 'ion d’oxygéne vers la molécule de lycopéne produit une molécule d’'oxygéne
plus stable et une molécule de lycopéne en état d’excitation qui dissipera son excédent
d’énergie au niveau des doubles liaisons conjuguées sous forme de chaleur [69]. Les
mécanismes de défense, contre I'oxydation, sont génétiquement programmés, comme
la production d’enzymes superoxyde dismutase et glutathionperoxydase (figure 8). Par
contre, d’autres mécanismes proviennent de composés alimentaires comme la vitamine
C, la vitamine E et le sélénium et probablement de substances caroténoides, améliorent
certains marqueurs du stress oxydatif [70]. Le lycopene étant hautement hydrophobe,
et principalement situé dans les membranes, son action a contrer les radicaux libres, est
probablement limitée a cet endroit [71].
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Figure 8 : Régulation de la production d’espéces réactives
de 'oxygene (ERQ) par le systéeme de défense antioxydant [66].

La communauté scientifique s’accorde sur le fait que le stress oxydant estimpliqué dans
I'étiologie de I'athérosclérose, et que celui-ci entraine 'oxydation des lipides et des protéines
dans la paroi vasculaire. Des études épidémiologiques soutiennent I'’hypothése que les
caroténoides (y compris le lycopéne) pourraient protéger les cellules du stress oxydant.
Les effets bénéfiques sur la santé qu’apportent les tomates et les produits dérivés ont été
examinés depuis des années, mais les explications scientifiques de ces effets, ainsi que
l'interaction du lycopéne avec d’autres ingrédients de la tomate, n’ont pas été entierement
élucidées [72].

6.2. Prévention contre maladies cardiovasculaires

Plusieurs études d’observation ont été réalisées avec les caroténoides et/ou avec le
lycopéne. Elles ont été réalisées avec deux types de marqueurs, les apports alimentaires
d’'une part et les concentrations plasmatiques d’autre part. Ces études montrent que des
apports élevés en lycopéne et/ou des teneurs plasmatiques élevées en lycopéne, sont
associées a une réduction d’environ 20 a 30 % du risque cardiovasculaire, persistant aprés
ajustement sur les facteurs confondants [73]. Il faut rester prudent, dans I'expression des
données suggerant que le lycopéne diminue ce risque, car aucune étude d’intervention n’a
été réalisée.

Les mécanismes invoqués (figure 9), sont liés aux effets du lycopéne sur 'oxydation
des LDL dont on pense (arguments expérimentaux, cliniques et épidémiologiques), qu’elle
est impliquée dans I'athérogénése. Toutefois, il 'y a pas de preuve définitive du réle
des nutriments a effet antioxydant dans la prévention du risque cardiovasculaire [74]. Le
lycopéne pourrait également agir comme hypocholestérolémiant en inhibant I'activité de
I’hydroxy-3-méthyl glutaryl coenzyme A réductase (HMGCoA) [75]. Les antioxydants
pourraient réduire la progression de I'athérosclérose en inhibant les dommages causés par
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6.3.

le processus d’oxydation. La relation entre le bilan d’antioxydant dans les tissus, et les
infarctus aigu du myocarde a été évaluée dans une étude multicentrique cas/témoins [76].
Un taux de lycopéne sanguin faible, a également été associé a une augmentation du risque
de mortalité par maladie cardiovasculaire [77].Le lycopéne a aussi démontré qu'il pouvait
faire diminuer de maniére significative les taux de LDL oxydés, lesquels sont considérés
comme un facteur de risque de coronaropathie [78]. lldemeure tout de méme beaucoup
de points, mal compris concernant la biodisponibilité, le métabolisme et les mécanismes
moléculaires impliqués dans les activités biologiques du lycopéne. Des données récentes
ont suggéré que les fonctions biologiques du lycopéne ne seraient pas dues a la molécule
elle-méme, mais a la formation des métabolites de lycopene. Aussi, le lycopéne pourrait
moduler I'expression génétique par un mécanisme non relié a ses propriétés redox [79].

17 Tissue Lycopéne —l

Induction of gap janctional Augmente la potentisl
COnmIC At iomn antio:pdant
‘ Diminution de risque des
maladies chroniques

Figure 9 : Processus cellulaire du lycopéne

La prévention du cancer

Bien que le cancer en général et le cancer de la prostate en particulier aient été au centre
de la plupart de la recherche effectuée jusqu'a maintenant sur le lycopéne, des études ont
montré une incidence plus faible du cancer de la prostate chez des populations consommant
de grandes quantités de tomates et de produits a base de tomates [80]. L'estimation de
I'apport en lycopéne par les produits de la tomate est inversement proportionnelle au risque
de cancer de la prostate, une réduction de prés de 35 % du risque de ce cancer est observée
avec une consommation de 10 portions et plus par semaine de produits de la tomate [81].
Le lycopéne a montré une diminution des taux de PSA et de progression du cancer de la
prostate chez des patients au diagnostic récent qui recevaient 15 mg de lycopéne chaque
jour pendant les trois semaines précédant une prostatectomie radicale. Ces observations
émettent tout de méme la possibilité que le lycopéne participe non seulement a la prévention
de cancers, mais qu'il joue un rble dans le traitement de la maladie [82]. Dans une étude in
vitro, le lycopéne était plus puissantque les []-et [1-caroténes ainhiber le développement
de cellules cancéreuses . |l posséde un pouvoir antiprolifératif sur les cellules cancéreuses
en général [83], et sur les lignées tumorales prostatiques notamment [84 ].

En effet, le lycopéne, peut agir au niveau cellulaire en régulant le cycle cellulaire,
en activant les enzymes L'enrichissement en lycopéne augmenterait les communications
intercellulaires des cellules fibroblastiques d’embryons de souris [85]. Il a été suggéré que la
diéte méditerranéenne, riche en fruits et Iégumes, notamment en tomates, soit responsable
de la faible incidence de cancer dans cette région [86]. Le lycopéne régule aussi des génes
intervenant dans la cancérogenése [87]. Selon une autre étude,le lycopéne serait efficace
contre I'hypertrophie bénigne de la prostate (HBP). Celle-ci est la premiére a montrer un
effet clinique du lycopéne sur le grossissement de la prostate. Les scientifiques restent tout
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de méme partagés sur le rle exact du lycopéne dans la prévention du cancer de la prostate
[88]. Cependant, des études récentes d’intervention ont démontré un effet supérieur sur le
cancer de la prostate de la tomate par rapport au lycopéne chez I'animal et chez 'homme
[89].

Dans l'état actuel des connaissances, le réle des anti-oxydants dans la protection
contre les cancers constitue une piste de recherche intéressante et ne peut aboutir a
des recommandations pratiques, en dehors de celles qui visent & augmenter les aliments
sources de ces micronutriments, notamment les fruits et légume [90].

6.4. Action du lycopéne sur les autres pathologies

Aprés le cancer et la coronaropathie, des études se penchent maintenant sur le réle du
lycopéne dans d'autres maladies humaines. Des études, menées sur I'action du lycopéne
dans la prévention de I'ostéoporose, ont démontré que le lycopéne stimule la prolifération
et le marqueur de formation des os, l'activité phosphatase alcaline des ostéoblastes et
qu'il réduisait I'activité de résorption des os et la formation d'ostéoclastes multinucléés [91].
Ces résultats, portent a croire que le lycopéne cause une réduction des marqueurs du
stress oxydant et des taux de renouvellement des cellules osseuses chez des femmes post
ménopausiques [92].

La consommation de lycopéne, chez des sujets Iégérement hypertensifs a résulté en
une réduction significative de la tension artérielle systolique et diastolique [93]. Un autre
important trouble de la santé chez I'humain, est l'infertilité masculine. Le sperme humain,
qui contient des taux élevés d'acides gras insaturés dans la membrane cellulaire, présente
un risque élevé de dommages oxydatifs, lesquels ménent a une fonction anormale. Des
hommes infertiles ayant regu 8 mg de lycopéne par jour sous forme de gélule, ont connu une
amélioration significative de la qualité du sperme, incluant un accroissement de la densité,
de la concentration fonctionnelle et de la mobilité [94]. Aprés avoir traité ces hommes par
le lycopéne pendant 12 mois, on a rapporté un taux de grossesse de 36% chez leurs
partenaires.

L'emphyséme est un trouble de santé humaine important qui est associ€, entres autres
facteurs, avec I'habitude de fumer. Le lycopéne provenant de jus de tomates a conféré, a
des souris, un effet protecteur significatif contre les troubles alvéolaires causés par la fumée.
Ce qui laisse présager, d'un effet protecteur contre I'asthme et I'emphyséme [95].

Dans une étude clinique, le traitement de patientes souffrant de prééclampsie, le
traitement a I'aide d'un supplément de lycopéne, a réduit de fagon significative l'incidence
de prééclampsie, la tension artérielle diastolique et le retard de croissance intra-utérin [96].

Bien que, la majorité des preuves qui soutiennent le réle du lycopéne dans les maladies
humaines reposent sur des études épidémiologiques, plusieurs études sur le terrain chez
I'hnumain sont actuellement en cours. En considérant les observations tirées de ces études, il
est raisonnable de conclure que le lycopéne est un phytonutriment bénéfique aux propriétés
antioxydantes puissantes, qui joue un rdle important dans la prévention de bon nombre
de maladies chroniques. Des données, révelent que l'apport alimentaire en lycopéne de la
majorité des humains est trés inférieur a ce qui est actuellement considéré comme un taux
recommandé, soit 5 a 7 mg chaque jour [97].

Par conséquent, les prochaines études devraient se pencher sur la biodisponibilité, le
métabolisme, les mécanismes d'action et l'innocuité du lycopéne pour qu'il devienne un
agent phytochimique, participant a la prévention de maladies chez I'humain.
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Partie 2 : Optimisation des rendements
d’extraction du lycopene des pelures de
tomates lyophilisées.

1. Optimisation des extractions du lycopéne

1.1. Introduction

La tomate est I'une des plus importantes récoltes agricoles au monde. C’est le deuxiéme
légume consommé apres la pomme de terre. La consommation alimentaire de la tomate
et de ses dérives, contenant du lycopéne, est associée, dans de nombreuses études, a un
risque réduit de maladies cardiovasculaires[1]. L'industrie de transformation des tomates
génére des résidus de biomasse sous forme de peaux, graines et matiere fibreuse. Ceux-ci
peuvent étre la source de pollution environnementale, en tant que substrat pour les insectes
et de prolifération microbienne [2 ].

Des quantités importantes de sous-produits des tomates transformés en jus, concentré,
pates et ketchup, sont rejetées dans la nature, alors que les biotechnologies courantes
permettent leur recyclage, afin d’obtenir des bioproduits avec une valeur ajoutée. Ces sous-
produits ou coproduits constituent, un vrai probleme de gestion pour les industriels, tant par
leurs compositions, que par leur impact sur I'environnement. |l s’agit de millions de tonnes,
qui nécessitent une approche de valorisation innovante pour un en tirer un meilleur profit
[3 ]. L'utilisation des sous-produits de transformation industrielle de la tomate est restreinte
a la production de compléments de fibres dans I'alimentation de bétail ou source d’énergie
[4 ]. Un regain d’intérét s’est manifesté chez les industriels afin d’optimiser I'exploitation du
végétal. Ainsi, ces sous-produits sont orientés en tant que matiére premiére pour I'extraction
de phytonutriments tel que le lycopéne, dont les effets et applications bénéfiques sur la
santé sont bien reconnus|[5 ]. En effet, I'autorité Américaine Food and Drug Administration
(FDA) a approuvé I'utilisation du lycopéne comme colorant alimentaire naturel inoffensif, et
a autorisé I'allégation de son effet bénéfique, dans la prévention de certains cancers [6 ]-

Les pelures de tomate, représentant prés de 35% des résidus, constituent une source
non négligeable de polyphénols, d’acide ascorbique et de caroténoides (dont 85 % est
constitué par lycopéne). La fraction insoluble dans I'eau des pelures ou peaux contient 75%
du lycopéne total[7 ] . En effet, les pelures de tomates contribueraient en moyenne avec
53% en polyphénols totaux, 60% en lycopéne et 45% en vitamine C. Ce qui représente, pres
de 60% de l'activité antioxydante totale de la tomate [8 ]. Tous ces composés s’accumulent
majoritairement dans la peau et les couches cellulaires de I'hexocarpe. Ainsi, les pelures de
tomates présentent des teneurs en lycopéne, cing fois plus que la pulpe [9 ]. Cette molécule,
offre de grandes possibilités d’'incorporation dans les produits alimentaires comme colorants
(diluer dans I'huile), dans les produits cosmétiques, sous forme de cire pour des applications
dans les soins de la peau, et dans 'industrie pharmaceutiques, sous forme de capsule pour
des préparations thérapeutiques [10 ].
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1.2. Récupération de la matrice par épluchage

La disponibilité du lycopéne, est fonction de I'état des matrices (figure 1). Dans notre cas,
les pelures de tomates destinées a la valorisation doivent étres isolées dans les meilleures
conditions. La vapeur d’eau, additionnée a une lessive de soude, est souvent employée
pour I'épluchage des tomates. C’est une opération qui a pour but la séparation des peaux
du reste de la pulpe [11 ] . Beaucoup de variantes, utilisent la vapeur d’eau par jet pendant
quelques secondes, puis pulvérisations a I'eau froide, de maniére a séparer la pelure par un
simple déplacement. Cette opération se rencontre souvent lors de la production des coulis
de tomates en conserves. Il existe aussi le prétraitement avec de I'acide sorbique [12 ] .
Un traitement avec de l'acide octanoique a 0.15% pendant 30 seconde a une température
de 65°C est souvent préféré a un bain caustique, tout en réduisant au minimum les pertes
de pelures dans les déchets a récupérer[13 ].La pelure peut étre également séparée par
une technique de flottaison sédimentation, pour faciliter une meilleure extraction du colorant
[14].

Figure 1 : Microphotographie de caroténoides
dans une tomate crue (a), et dans le jus de tomate (b).

1.3. Structure de la matrice

La peau de tomate se compose de quatre couches de cellules sous une cuticule mince
(figure2). Dans toutes les parois des cellules végétales, les polysaccharides sont les
constituants prédominants, avec une répartition de 30% de cellulose, 30% d’hémicellulose,
35% de pectine, et 5% de protéine. Aux étapes de maturation plus tardives, la lignine
peut également étre trouvée en grande quantité [15]. La chair du fruit, composée du
meésocarpe et de 'endocarpe, est majoritairement constituée de cellules parenchymateuses
possédant une large vacuole [16 ] . L'exocarpe est constitué de couches de petites
cellules épidermiques recouvertes d’une couche cuticulaire, les parois de chacune des
cellules sont séparées par une couche riche en pectine (lamelle moyenne). La pectine se
désagrege par action d'endopolygalacturonase, permettant la séparation des cellules. Les
tissus vasculaires (phloeme et xyléme) sont constitués de cellules allongées lignifiées, ils
sont présents dans des parois loculaires et de la columelle [17 ].

La maturation du fruit de tomate est caractérisée par une accumulation massive
des caroténoides (principalement le lycopéne) lorsque les chloroplastes changent en des
chromoplastes. Le saccharose et les hexoses accélérent la cinétique de I'accumulation
de caroténoide dans les disques de péricarpe de fruit de tomate. Cet effet résulte d'une
combinaison métabolique de la voie de biosynthétique des caroténoides [18 ].
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Figure 2 : Microstructure du péricarpe de la tomate

Le ramollissement du fruit est associé aux modifications de la composition des
hémicelluloses de la paroi cellulaire et des pectines de la lamelle moyenne [19]. La
paroi cellulaire, est un assemblage complexe de macromolécules constitutives avec
trois réseaux; un réseau hémicellulose-cellulose (rigide), un réseau de polysaccharides
matriciels (pectines) et un réseau de protéines structurales (figure 3). Les variations
texturales seront trés dépendantes des propriétés de I'épiderme [20]. L'aspect peau
génante, difficile a avaler du fruit de tomate est fortement conditionné par I'épaisseur
de lI'exocarpe [ 21 ]. Les personnes allergiques au latex peuvent démontrer une
hypersensibilité a la tomate. Celle-ci pourrait étre incriminée dans le syndrome d’allergie
orale (démangeaisons et sensation de brilure) [ 22 ] . Des travaux réalisés sur I'extrait
de pelure de tomate, ont montré une forte inhibition sur le dégagement de I'histamine.
La présence de la substance naréginine chlorogénique (la chalcone de narigenine) dans
I'extrait pourrait empécher les réactions d’allergies [ 23 ].Plusieurs protéines semblent étre
impliqguées dans l'allergie des peaux de tomates.
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Figure 3 : Les différentes échelles des parois
impliquées dans la structure des pelures de tomates.

1.4. Présentation de la matrice

Les pelures de tomates sont récupérées avec des teneurs en eau élevées (pres de 80%),
ce qui ne facilite pas leur conservation et leur exploitation, devenant susceptible a la
détérioration. Il est donc nécessaire, de procéder a la réduction du contenu d’eau a un
niveau qui permettra leur stockage sur une longue période. Les techniques de séchage
traditionnel ou industriel sont suggérées pour une exploitation efficace des sous-produits.
La réduction de la teneur en eau induit la réduction substantielle du poids et du volume, en
réduisant les colts d'emballage, de stockage et de transport [24 ]. Le séchage industriel peut
étre réalisé par I'air chaud, comme on peut utiliser des dissicateurs solaires pour le séchage
des pelures dans des conditions de respect de I'environnement [25 ,26]. Desconnaissances
dans la conception, la simulation et I'optimisation du séchage sont requises pour I'obtention
d’'un produit de qualité. Ce processus dépendra dela technique de séchage adoptée et
des paramétres telles que I'humidité, la taille des segments, la température, la vitesse
et l'efficacité du systéme de séchage [27 ]. Lexemple du séchage par atomisation,
caractérisera un produit de haute densité et une grande solubilité, la poudre de tomate,
obtenue est appréciée, car elle offre beaucoup d'avantages d'utilisation. Plus la teneur en
eau est faible, plus la densité de la masse et la solubilité sont élevées, meilleure sera
considérée le produit [28 ]. Le séchage des pelures de tomate peut causer des dommages
de type oxydatif qui se traduit par des pertes marquées en vitamine C et une augmentation
du contenu du HMF, avec comme résultat, les changements indésirables de la couleur
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et de l'aspect [29 , 30]. Cependant, des précautions sont a prendre pour éviter,
les biodégradations dues principalement a I'isomérisation [31 , 32].Une isomérisation trés
marquée, peut mener a une réduction de la bioactivité du lycopéne, de ce fait, I'évaluation
réelle de la qualité des pelures déshydratées dépendra non seulement de la teneur totale
en lycopéne mais aussi de la distribution en ses isoméres (conversion des frans isoméres
en cis isomeres) [33 ]. Un séchage partiel des pelures de tomate maintiendrait des niveaux
élevés des composés antioxydants [34]. Le séchage par lyophilisation offre les meilleures
caractéristiques du produit séché en préservant tous les composés biologiques de la matrice
garantissant unemeilleure qualité [35 ]. Par ailleurs, I'utilisation d'un modéle de simulation
est un outil intéressant pour la prévision de I'exécution des systémes de séchage [36 ].

1.4.1. Prétraitements de la matrice

Les opérations de séchage peuvent étres améliorés par des prétraitements des pelures
par des solutés binaires, tels le saccharose et le chlorure de calcium, en vue d’une
déshydratation osmotique pour prévenir l'altération de la texture. La couleur peut étre
préservée en utilisant la solution de I'amidon modifi€ comme une couche comestible, afin de
prévenir les réactions d'oxydation du lycopéne [37 ]. La déshydratation osmotique peut étre
une méthode de choix pour réduire au minimum les altérations des composants nutritionnels
[38 ]. Le calcium préserve la structure des parois cellulaires, par interaction avec I'acide
pectique dans la paroi cellulaire pour former le pectate de calcium, qui permet de maintenir
la fermeté du produit aprés différents traitements [39 ].

1.5. Méthodes d’extraction

Les méthodes conventionnelles d’extraction du lycopéne emploient des solvants organiques
purs tels que le dichlorométhane, I'éthanol, I'acétone, I'nexane, le benzéne et le chloroforme
[40 ]. L"éther de pétrole était également employé pour l'extraction de lycopéne [41 ]. Le
plus souvent, les extractions sont effectuées par un mélange de solvants polaire-polaire ou
polaire—apolaire dans différents rapports [42 ] . Malgré leur usage fréquent, ces méthodes
présentent des inconvénients intrinséques, a savoir, le long temps d’analyse,l'occurrence
des erreurs potentielles dues a l'oxydation ou a d'autres pertes rencontrées pendant
I'extraction elle-méme [43 ] . La mixture hexane-acétone-éthanol est souvent employée
[44 ] . Par ailleurs les extraits de lycopéne obtenus avec la mixture I'hexane/acétone ou
hexane/éthanol, présentent une plus grande stabilité, que ceux obtenues avec d'autres
solvants, tels que le chloroforme ou le dichlorométhane [45 ]. Les solvants tels que le
diéthyl éther et le tetrahydrofurane peuvent contenir des peroxydes qui réagissent avec
caroténoides [46 ]. Bien que fiables, ces analyses conventionnelles du lycopéne exigent
I'utilisation d'importantes quantités de solvants organiques volatils pour chaque échantillon.
Pour l'usage courant, ceci se transforme par multiplication en de grands volumes de
déchets dangereux qui sont colteux et qui doivent étre éliminés sous les directives
environnementales strictes. Ces mémes techniques, ont été modifiées et améliorées dans
I'objectif de réduire (jusqu’a 80%) les volumes de solvants organiques utilisés. Celles—ci
donnent statistiquement des résultats identiques avec des procédures conventionnelles
d'extraction de ce type [47 ]. L'instabilité du lycopéne pendant les processus d’extraction,
de manipulation, et de I'élimination des solvants organiques fait que I'extraction demeure
une tacheextrémement sensible[48 ].

Des techniques d’extraction qui tiennent compte de la fiabilité des résultats, sans impact
néfaste sur'’environnement ont été développées. |l s’agit de I'extraction liquide supercritique
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(SFE) [49 ]. Dans ce cas, des huiles végétales sont employées comme stabilisateurs, ou
co-solvants [50 ]. Lemploi de cette technique, évite la contamination des échantillons, les
pertes, et réduit au minimum les réactions de dégradations (isomérisation et oxydation), en
donnant des extraits de grande pureté. Des travaux ont décrit un processus d'extraction de
lycopéne basé sur l'utilisation du gaz de CO2 en phase supercritique, avec un rendement

de plus de 60%, des résidus de tomate[51]. L’'avantage thermodynamique, d'utiliser le
fluide supercritique, est sa facilité de séparation des corps dissous extraits, en modifiant
simplement les conditions de pression et de température. Les fluides supercritiques se
caractérisent par des masses de transfert supérieur, comparé aux solvants organiques
[52 ]. Il existe tout de méme, une convenance de l'extraction liquide supercritique comme
alternative a l'extraction conventionnelle de solide-liquide [53 ]. La SFE exige également
des co-solvants polaires (éthanol a 5%), pour faciliter I'extraction du lycopéne. Les
rendements d’extraction de I'ordre de 54% sont obtenus. Les co-solvants, miscibles avec de
I'eau (par exemple, acétone et méthanol) sont employés avec des rendements d’extraction
plus élevés que I'éthanol; d'autres sont non-miscibles avec de I'eau (par exemple, hexane
et dichlorométhane) donnent de faibles rendements d’extraction [54 ] . Dans le cas du
lycopéne, lorsque les rendements d’extraction sont inférieurs a 50%, la technique ne trouve
pas d’application industrielle, méme si l'efficacité peut étre améliorée en augmentant la
température d'extraction, mais cela se fera au détriment de la stabilité de lycopéne [55].
Malgré tous ses avantages, la technique du SFE reste tout de méme codlteuse et non
rentable [56]. La plupart, des solvants utilisés dans les différents types d’extraction (solvants
non polaires qui ont une efficacité élevée d'extraction) sont considérés comme toxiques.
Cependant, 'usage de solvants organiques tels que l'acétate d’éthyle et I'hexane, est
approuvé pour des applications alimentaires dans beaucoup de pays [57].

1.5.1. Méthode basées sur I’'indice de couleur

La détermination directe par la mesure de la couleur et d’autres propriétés optiques d'un
homogénat de tomates ou produit de tomates, pourrait &étre une alternative intéressante,
par l'utilisation d’'un colorimétre de réflectance ou lintensité de couleur de la tomate
devrait correspondre au contenu du lycopéne total [58 ].Cette méthode photothermique
appropriée aux mesures quantitatives directes, précises et fortement reproductibles reste
au stade expérimental. La précision intrinséque de la méthode et sa répétitivité, présente
un intérét car elle n’exige pas de traitement préparatoire de I'échantillon, les risques de
contaminations, les réactions d’isomérisation et d'oxydation sont limités ou complétement
évités [59]. Laspectrophotométrie basée sur la mesure de la réflectance difusée, est
capable de fournir en peu de temps la concentration en lycopéne [60 ].

1.5.2. Traitement enzymatique des matrices avant extraction

Dans un souci d’optimiser les rendements d’extraction du lycopéne dans les matrices
végeétales, des prétraitements des tissus sont réalisés par 'usage d’enzymes hydrolytiques
(cellulases et pectinases), qui dégradent les parois cellulaires, en vue de rendre plus
disponible le contenu intracellulaire[61 ]. La solubilisation marquée des pectines, se produit
pendant la maturation de la tomate. Par conséquent les pectines de lamelle moyenne se
désagregent, en faisant intervenir, la pectineméthylestérase et la polygalacturonase qui
décomposent les chaines de pectine dans le tissu de tomate [62 ]. Les prétraitement par
des enzymes agissant sur le structure des parois cellulaire ont été utilisés sur un certain
nombre de végétaux, telles les carottes, patates douces et peaux d’orange [63].
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1.6. Quantification

La quantification des teneurs en lycopéne, est trés importante pour I'expression de la
valeur nutritionnelle et, est essentielle pour la détermination du potentiel effet bénéfique
des tomates. La teneur en lycopéne des tomates, varie considérablement en fonction
de la variété (facteurs génétiques), de la maturité, et des conditions agronomiques et
environnementales[64 ].Bien que la quantification du lycopéne dans des produits de tomate
puisse étre considérée comme une opération analytique relativement simple, il y a plusieurs
problémes, en particulier concernant la phase d'extraction, car les caroténoides sont
partiellement cristallisés, fortement liés aux protéines et enfermés dans les structures de
chloroplaste. Plusieurs mesures conservatoires sont nécessaires pour obtenir des données
fiables [65,66 ]. La quantification des teneurs en lycopéne peut étre mesurée, soit par
spectrophotométrie (figure 4), ou par HPLC, de méme que par l'indice de couleur, mais dans
tous les cas, un bon taux de l'extraction, des échantillons est essentiel, pour la fiabilité et
I'exactitude des résultats. La spectrophotométrie, est intéressante pour 'usage d’'un nombre
important d’échantillons, et donne également des résultats reproductibles. L'avantage de
'HPLC, c’est la séparation/identification des caroténoides individuels aussi bien que leur
quantification. Celle-ci exige une pureté des réactifs, des phases mobiles et des étalons

[67 ].Des corrélations élevées (R 2 - 0.99) ont été trouvées entre les concentrations du
lycopéne obtenu par la spectrophotométrie et par HPLC [68 ].Souvent les travaux s’étalent
a optimiser les taux d’extraction et les teneurs en lycopéne par étude comparatives en les
deux méthodes.

LLF )

Figure 4 : Spectre UV du lycopéne pure

2. Matériels et Méthodes

2.1. Préparation des échantillons

Les tomates fraiches (de la variété Damous) nous ont été fournies, par un agriculteur de
la région de Zemmouri (Boumerdes) durant la période Mai Juin Juillet, Les tomates ont
été nettoyées, et aussitdt passées sous jet d’eau chaude (80° C) pendant 10mn, puis
sous jet d’eau froide, afin ramollir et faciliter le détachement des peaux (pelures). Aprés
épluchage manuel (d’autres variantes utilisent la vapeur d’eau ou un épluchage chimique
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par addition de lessive de soude), les peaux sont séparées de la pulpe et des graines,
pour étre emballées dans des sachets alimentaires et placer au congélateur (-18° C). Par
la suite nous avons procédé a la lyophilisation des échantillons de peau (pelures) et pulpe
de tomates dans un lyophilisateur (type Croyodos avec une pression du vide de 0.33 mbar
et une température de - 49°C), munis de fioles et plaques. Les peaux et pulpes ainsi
lyophilisées, sont immédiatement broyées dans un mixeur et stockées dans des boites
asceptiques a 4°C. Avant de procéder a I'extraction du lycopéne, nous avons effectué des
analyses physicochimiques sur les échantillons de pelure et de pulpe de tomate : Humidité,
Brix, pH, et Indice de couleur, dont les résultats sont rapportés dans le Tableau 1.

2.2. Matériels

Viscozyme : Aspergillus aculeatus — Activité : 100FBG/g. Celluclast : Trichoderma reesi,
activité : 700 EGU/g. Ultraflo :Humicola isolens Activité : 45 FBG/g, Novozymes — Denmark.
Les solvants utilisés, héxane et acétone absolue (scharlau chemie SA- Espagne) -
Ethanol absolu (sps Technokroma — Espagne). Agitateur vortex Genius 3IKA Germany,
Centrifugeuse Eppendorf 5804 R Germany, Spectrophotométre Beckman DU-64.

2.3. Méthodes

pH et acidité titrable : 10 g échantillons ont été mélangés avec 20 ml d'eau distillée
dans un ultra homogeiniser. Le mélange a été chauffé a 100° C, puis 20 ml de I'eau
dionisée ont été ajoutés, le mélange résultant, a été refroidi a 20° C. Le pH a été
mesuré a cette température a I'aide d'un pH métre (Microph 2000, Crison, Barcelone,
Espagne). Par la suite, la méme solution a été titrée avec 0,1 N NaOH a pH 8,1, et
les résultats ont été exprimés en pourcentage de l'acide citrique (g d'acide citrique par
100 g de poids frais).

Détermination du résidu sec soluble (°Brix) : Les solides solubles de la pelure de
tomate lyophilisée ont été déterminés en utilisant un réfractométre numérique (Atago,
Tokyo, Japon) a 20 ° C, et les résultats ont été rapportés en degrés Brix.

Humidité : Séchage au four a 105°C + 2 °C, jusqu’a poids constant AOAC (1990).

Indice de couleur : Trois lectures directes sont prises sur les échantillons de pelures
et pulpes lyophilisées dans un chroma meétre a réfractance (CM- 2025 Minolta Japon)
utilisant le systéme CIE Lab. Les échantillons sont soigneusement placés dans des
boites pétri, couverte de verre optique, I'angle de vue est réglé a 25,4 millimétre, avec
une source lumineuse D 65 avec un angle d’observation de 10 degrés. Avec, L* =
source lumineuse, a* = indice de saturation (rouge), b* = indice de saturation (jaune),

les résultats ont été exprimés comme angle h = tan'1 (a*/b*) et saturation C = (a* +
b*) .

2.3.1. Optimisation des extractions par I’exploitation d’un modéle
mathématique

Un modeéle statistique expérimental a été utilisé pour optimiser extraction par solvants des
matrices de pelures et de pulpes ; il est basé sur la comparaison cubique du 2eme degré
impliquant les trois solvants de la mixture d’extraction (hexane — acétone - éthanol). Le
logiciel, exploité nous a défini 10 mixtures possibles représentées dans le tableau 2.
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Partie 2 : Optimisation des rendements d’extraction du lycopéne des pelures de tomates
lyophilisées.

Les propositions de chaque solvant de la mixture varie de 0 (absence totale de solvant)
a 1 (présence d’'un seul solvant) et devant satisfaire les conditions suivantes :

O=xi=]

q-i
SO b,
f- i=1

La réponse Y, de chaque type de solvant est donnée par le modéle de régression PLS
(partial least squars projection to latent structure).

5 25

Y=y BiXi+r v BiNIEj+ Dyag Xy XX+
i=i i=i J=+

D1 ¥a, Xp, X reprézente les trois sobrants utilizés dans la mixture

£ 1 arrent du model

2.3.2. Teneur en lycopéne :

0.1g d’échantillon (pelure et pulpe Iyophilisée) ont été pesés et introduits dans un tube a
essai, auquel on a ajouté 10 ml de mixture (hexane- acétone- éthanol) dans les différentes
proportions indiquées sur le tableau 2. Les tubes sont agités au vortex pendant 10 mn,
pour ensuite subir une centrifugation a 5000 t/mn pendant 15 mn a 4°C. 1ml de la phase
organique est extrait, et dilué dans 10 ml d’hexane. L’absorbance, est mesurée a 472 nm,
utilisant un coefficient d'extinction de I'hexane (3450), dans un spectrophotométre Hewlett
Packard 8453.

Le calcul des concentrations de lycopéne (ug /g), se fait par la formule suivante :
abs &

Cing'e)= 4FE'F|:1'1D A
24301001

Fd: facteur de dilution, V: volume de solvant d’extraction, 3450 : Coefficient d’extinction
lycopéne dans I’hexane, P : poids de la prise d’essai.

2.3.3. Influence de la réhumidification sur les rendements d’extraction

Afin d’évaluer, I'effet de la réhydratation des pelures et pulpe de tomates lyophilisées, sur
les rendements d’extraction, nous avons procédé a I'ajout de 1ml d’eau bidistillée, dans les
échantillons, et procédé de la méme maniére, aux extractions par des mixtures de solvants
pris au hasard. Les résultats sont donnés dans la figure10.

2.3.4 Traitement enzymatique en vue d’augmenter les rendements
d’extraction.

Trois enzymes (viscozyme — celluclast — ultraflo) nous ont été fournis, par le laboratoire des
pigments et colorants de I'Institut la Grasa (Seville), afin d’effectuer des prétraitements sur
les pelures de tomates lyophilisées, dont le but d’augmenter les rendements d’extraction. Ce
sont des pectinases et des cellulases, qui agiraient sur les parois cellulaires afin de faciliter
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le dégagement des substances intracellulaires et permettre une meilleure extraction. A cet
effet, des solutions tompon ont été préparées, solutions d’acétate de sodium (0.2 M) a pH =
4.5, pour viscozym et celluclast et a pH = 5 pour ultraflo. Les incubations ont été réalisées
a 50°C dans un bain marie thermostaté (Unitronic Selecta) pendant 120 mn, avec un pas
de 30 mn. Les différentes solutions d’enzymes ont été préparé a partir de la solution mére,
et des dilutions ont été effectuées, pour disposer des concentrations a 0.1 %, 0.2%, 0.3%
et 0.4% pour chaque type d’enzymes.

Aprés incubation et traitement enzymatique des pelures, les tubes a essais sont
débarrassés des solutions enzymatiques, et nous procédons a I'extraction du lycopéne
par la mixture optimale, comme réalisé précédemment. Des essais témoin (blanc), sont
effectués en opérant avec la méme méthode, mais en absence d’enzymes. Toutes les
extractions ont été réalisées avec 3 essais pour chaque échantillon.

2.3.5. Quantification du lycopéne des pelures lyophilisées par HPLC

La méthode d’extraction du lycopéne, a partir des pelures de tomates lyophilisées a été
inspirée des travaux de Calvo et al [69], avec quelques modifications.

On pése 1g de pelure de tomates lyophilisée dans une fiole conique, on ajoute 60ml
de KOH méthalonique a 10%. La solution, est bien mélangée (agitateur magnétique) a
I'obscurité a 40 °C pendant 2 heures. Aprés saponification I'échantillon, est transvasé dans
une ampoule a décanter, pour des lavages (60ml d’eau distillée, 30ml d’éther de pétrole
et 3ml de méthanol), la phase récupérée dans I'éther de pétrole, est stockée a 4 °C.
La phase aqueuse, subit un autre lavage (30ml d’éther de pétrole + 3ml de méthanol).
L’extraction du lycopéne de la phase aqueuse se poursuit jusqu’a ce que le solvant devienne
incolore. Toutes les phases sont récupérées pour un dernier lavage a I'eau distillée. La
phase supérieure de I'éther de pétrole contient le lycopéne, et la phase inférieure de I'eau
contient des résidus alcalins. Une filtration est effectuée, puis une évaporation sous vide
a 30°C.Le résidu sec, est repris dans 1 ml de la phase mobile, et 20ul seront injectée.
Pour la préparation de la gamme d’étalonnage, on a mélangé la solution standard de
lycopéne a doser dans I'éthanol a la concentration 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 (v/v). Le blanc a été
également réalisé avec de I'eau. La préparation de la phase mobile a été réalisée au moment
de I'emploi. Elle consiste en un mélange de (Acétonitrile, Dichlorométhane, Méthanol :
70/20/10 : VIVIV).

Conditions d’injection :

Colonne Nucleodur C18, Détecteur JASCO UV 2075 plus, Débit 1ml/mn, Pompe
JASCO P4- 980, Température de la colonne 20 °C.

3. Résultats et Discussion

Tableau 1 : Indices physico chimiques des échantillons de pelures et pulpe lyophilisées

Echantillon |Humidité (%) |pH °Brix (%) |Couleur

L' a b am H
Pelure TL |3,2 4.01 |47,24 4213 16,82 756 0,90 0,45
Pulpe TL 3,5 3.98 45,06 40,17 [12.65 9.36 1.23. 0.38
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Partie 2 : Optimisation des rendements d’extraction du lycopéne des pelures de tomates
lyophilisées.

Selon les résultats du tableau 1, montre quelques indices physicochimiques de la pelure
et de la pulpe de tomate lyophilisée. On notera une humidité minimale avec 3,2 %, obtenue
par lyophilisation. Comparativement a d’autres techniques de déshydratation, la matrice
présenteune bonne stabilité.La lyophilisation offre également 'avantage d’'une asepsie lors
des essais d’incorporation. En ce qui concerne l'indice de couleur,le rapport (a/b) enregistré
est souvent et fortement corrélés avec la teneur en lycopéne, et la prise des mesures de la
rougeur du fruit se fait sur les peaux de tomate [70].La valeur moyenne de couleur rouge (a*)
des pelures de tomate lyophilisées est semblable aux valeurs obtenues pour des tomates
fraiche en étape de maturité [71].Le deuxiéme composant chromatique ( b* ) présente une
valeur positive, (mesure de la couleur jaune). La valeur moyenne du rapport d'a*/b* est
trés proche de celle retrouvé dans une étude, qui indique que les pelures ont été extraits
d’'une tomate rouge de bonne maturité [48].Les indices de couleur, tels que le rapport a*/
b*, et I'indice de saturation C* augmentent significativement lors de I'étape de maturation,
contrairement a l'indice de Hue qui au plus faible de sa valeur lors de la maturation du fruit
[72].

3.1. Rendements d’extraction du lycopéne a partir des pelures de
tomate lyophilisées
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Figure 5 : Rendements d’extraction du lycopene dans la pulpe et pelures de tomate.

Les résultats rapportés sur la figure 5, expriment les teneurs en lycopéne extrait selon
10 mixtures proposées par le modele expérimental dans les pelures, et pulpe de tomates
lyophilisées en fonction de la composition des mixtures de solvants utilisés.

Tableau 2 : Teneur en lycopéne (ug/g) extrait des pelures selon les différentes mixtures
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Mixture Bloc Pelure
(OH+0.5E+0.5A) 1 750,795
(OH+1E+0A) 2 312,680
(OH+0E+1A) 3 612,840
(0.17H+0.17E+0.67A) 4 770,720
(0.17H+0.67E+0.17A) |5 603,180
(0.33H+0.33E+0.33A) |6 768,460
(0.5H+0.5E+0A) 7 608,740
(0.5H+0E+0.5A) 8 889,690
(0.67H+0.17E+0.17A) |9 824,860
(1H+0E+0A) 10 577,135

Selon le tableau 2, nous constatons, que le rendement d’extraction dans la mixture 8
(50% H + 50%A) donne la teneur la plus élevée en lycopéne soit 889,69 ug/g, contrairement
a la mixture 2 (100% E) qui donne la plus faible teneur en lycopéne avec 312,68ug/g, soit
une baisse de 64,85%. Les mixtures 9, 4, 6, et 1, donnent des rendements d’extraction,
appréciables eues égard a la présence des proportions d’acétone dans la mixture. Les
niveaux de proportions d’éthanol dans les différentes mixtures influencent négativement
les rendements d’extraction. En comparant les teneurs d’extraction de chaque solvant
individuellement, mixture 2, 3 et 10, nous constatons que 'acétone, s’aveére le plus efficace
que 'hexane et I'éthanol. Les proportions d’hexane dans la mixture influencent positivement
les rendements d’extraction dans toutes les mixtures.

3.1.1 Estimations statistiques du model pour la pelure de tomate lyophilisée

Le logiciel Minitab, nous permet d'optimiser les réponses pour identifier les paramétres
variables d’entrée qui optimisent une réponse unique ou un ensemble de réponses, Les
variables d’entrée sont, 'acétone, hexane et éthanol, les rendements d’extraction en
lycopéne dans les différentes mixtures, sont les variables de réponse.

Tableau 3 : les réponses prévues pour les proportions de la mixture

Solvant Borne inférieur Borne supérieur | Réponses prévues
Acétone 0,00 1,00 0,5151
hexane 0,00 1,00 0,4849
éthanol 0,00 1,00 0,0000

Le logiciel, calcule la désirabilité individuelle (d) pour chaque réponse prévue. Les
valeurs de désirabilité individuelles sont ensuite regroupées dans la désirabilité composite
(D). Ces valeurs désirables permettent d’évaluer la proximité des réponses prévues par
rapport aux exigences de notre cible. La désirabilité est mesurée d'apres une échelle allant
deOa1.

Les réponses prévues pour chaque solvant sont les suivantes : Acétone = 0,5151 ;
hexane =

0,4849 et Ethanol = 0,0006. Avec une désirabilité individuelle de 0,98750. L'objectif
était d’optimiser I'extraction, sa valeur prévue est de 892,658 (ug/g).
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lyophilisées.
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Figure 6 : (A) Graphique de contour des mélanges de
solvants, (B) : Diagramme de surface des mélanges de solvants.

Le graphique de contour (figure 6 A), permet d’explorer la relation entre les trois
solvants dans un graphique unique et d'établir les valeurs de réponse et les conditions
d'exploitation souhaitables. Pour I'extraction de lycopéne, le graphique de contour montre
que les valeurs de l'extraction les plus élevées (> 800 ug/g) correspondent a la fois a
une proportion en acétone et hexane importantes (> a 50 %), et a des proportions en
éthanol faibles. Les valeurs de I'extraction les plus faibles (< 400 ug/g) correspondent aux
mélanges ou la proportion d’éthanol est plus importante comparativement a des faibles
proportions d’acétone et d’hexane. Le diagramme de surface (figure 6 B) nous aide a
visualiser la surface de réponse, pour établir des valeurs désirables pour la _réponse ,
les proportions des mélanges et les conditions ambiantes. Il exprime, les rapports existant
entre une variable de réponse et trois _composantes , sur la base d'une équation du
modéele. Dans le but d’optimiser les rendements d’extractions, il faut choisir les proportions
de composantes dans le coin supérieur gauche de I'espace du plan. Le mélange qui produit
I'extraction la plus élevée est au sommet (figure 7) constitué de : (Acétone = 51,51%, hexane
= 48,49 % et éthanol = 0,00%). Avec un rendement de 892,6583 (ug/g).
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Figure 7 : Diagramme d’optimisation de I'extraction de lycopéne.

3.2. Rendements d’extraction du lycopéne a partir des pulpes de
tomates lyophilisées
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Les résultats rapportés dans le tableau 4, donnent, les teneurs en lycopéne extrait selon
les 10 mixtures proposées par le modéle expérimental a partir des pulpes de tomates

lyophilisées en fonction de la composition des mixtures de solvants utilisés.

Tableau 4 : Teneurs en lycopéne (ug/g) extrait des pulpes avec les différentes mixtures

Mixture Bloc Pulpe

(OH+0.5E+0.5A) 1 594,749
(OH+1E+0A) 2 202,948
(OH+0E+1A) 3 433,849
(0.17H+0.17E+0.67A) 4 681,686
(0.17H+0.67E+0.17A) 5 629,098
(0.33H+0.33E+0.33A) 6 615,169
(0.5H+0.5E+0A) 7 458,688
(0.5H+0E+0.5A) 8 568,047
(0.67H+0.17E+0.17A) 9 636,273
(1H+0E+0A) 10 581,600

Dans le cas des pulpes de tomates lyophilisées, on notera, que les teneurs en lycopene,
varient en fonction des mixtures, aussi, les rendements sont relativement proches, mais
en moindre quantité, que ceux obtenue a partir des pelures lyophilisées, soit une baisse
de 23,37% (ceci renforce la thése de la présence, plus importante de lycopéne dans les
pelures que dans la pulpe, ce qui justifie notre intérét a les valoriser). Dans ce cas, la
mixture 4 (0.17H+0.17E+0.67A), donne le rendement d’extraction le plus élevé avec 681,69
Mg/g de lycopéne. Nous remarquons, la présence d’une importante proportion d’éthanol
dans la mixture, comparativement aux résultats obtenus avec les pelures. Le rendement
d’extraction le plus bas a été obtenu, comme dans le cas des pelures, avec la mixture 2 (OH
+1E+0A), soit 202,95 ug/g. Le reste des mixtures a donné des rendements appréciables
eu égard a la présence des 3 solvants composant la mixture, méme a des moindres
proportions.

3.2.1 Estimations statistiques du model pour la pulpe de tomate lyophilisée

Tableau 5 : Réponses prévues pour les proportions de chaque solvant dans la mixture.

Solvant Borne inférieur Borne supérieur désirabilité composite
Acétone 0,00 1,00 0,4126
Hexane 0,00 1,00 0,1919
Ethanol 0,00 1,00 0,3955

Les réponses prévues pour chaque solvant sont les suivantes : Acétone = 0,4126,
hexane = 0,1919et éthanol = 0,3955. L'objectif était de maximiser I'extraction, sa valeur
prévue est de 717,4884 (ug/g), avec une désirabilité individuelle de 1.

Dans le cas de la pulpe de tomate, on remarque que le comportement des mixtures de
solvants est différent, comparativement a la pelure ot on note une augmentation significative
de la proportion d’éthanol dans la mixture, donnant des rendements d’extraction les plus
élevés. Les valeurs de I'extraction les plus élevées (> 700 pg/g) correspondent a des
proportions élevées en acétone et éthanol, et a des faibles proportions d’hexane. Les
valeurs de I'extraction les plus faibles (< 300 pg/g) correspondent aux mélanges ou les
proportions d’hexane dans la mixture sont importantes.
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Figure 8 : (A) Diagramme de surface des mélanges de
solvants. (B) Graphique de contour des mélanges de solvants.

Le graphique de contour (figure 8A), montre que les valeurs de I'extraction les plus
élevées (> 700 ug/g) correspondent a la fois a une proportion en acétone et d’éthanol
importantes (> a 50 %), et a des proportions d’hexane plutét faibles. Les valeurs de
I'extraction les plus faibles (< 300 ug/g) correspondent aux mélanges ou la proportion
d’hexane est plus importante comparativement a des faibles proportions d’acétone et
d’éthanol.

Le diagramme de surface (figure 8B), donne la surface de réponse, pour établir
des valeurs désirables pour la réponse , les proportions des mélanges et les
conditions ambiantes. Ce sont les rapports existant entre une variable de réponse et trois
composantes sur la base d'une équation de modéle. Comme précédemment, le choix
des proportions de composant se fait dans le coin supérieur gauche de I'espace du plan.
Le mélange qui donne le rendement d’extraction le plus élevé est au sommet (figure
9), constitué de : (Acétone = 41,26%, hexane = 19,19% et éthanol = 39,55%). Avec un
rendement de 717,4884 (ug/qg).
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Figure 9 : Diagramme d’optimisation de I'extraction de lycopéne.

En comparent les résultats obtenus, nous confirmons que les rendements d’extraction
sont plus importants, dans la pelure de tomate lyophilisée que dans la pulpe, ce que
plusieurs auteurs ont déja affirmé [73,74]. || demeure tout de méme des interrogations
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concernant la différence des mixtures qui ont donné les rendements les plus élevés, la
mixture 8 dans le cas des pelures, et la mixture 4 dans le cas des pulpes, ceci est en
contradiction avec les résultats obtenus, dans une étude similaire ou la méme mixture a
donné les plus hauts rendements d’extraction dans toute la matrice traitée [75]. Par contre,
c’est la méme mixture 2, qui a donnée les plus bas rendements d’extraction dans le cas des
pelures et des pulpes de tomates.

Le lycopéne a été extrait a partir des pelures de tomate lyophilisées suivant 10
combinaisons choisies dans les rapports des solvants dans la mixture par rapport
aux nombres d’extractions, confirme également, I'hypothése que les taux d’extraction
du lycopene dans toutes les mixtures donnés par le model expérimental, sont en
fonction des proportions de chaque solvant organique constituant la mixture, bien que le
composant majeur est 'acétone et a moindre degré I'hexane, I'importance de I'éthanol,
est omniprésente. Ceci suggére, qu'il existe une interaction synergétique entre les trois
composants de la mixture, donc les trois, sont essentiels pour optimiser les processus
d’extraction. Aussi, la variable d'extraction a eu un impact sur le rétablissement de lycopéne
[76].

En ce qui concerne les teneurs en lycopéne dans les matrices, nos résultats ne peuvent
étrecomparés qu’'a deux travaux sur les peaux déshydratées, soit 14,3 mg/100 g [77].
D’autresétudes d’extraction du lycopéne a partir de la peau de tomate utilisant quatre
variables indépendantes, (type de solvant, volumes de solvants, nombre d'extractions, et
différentes températures) ont obtenu des rendements de 255 ug/g a 985 ug/g. Des teneurs
en lycopéne entre 694 ug/g et 1410 pg/g ont été obtenues avec la méme mixture, mais avec
un rapport 2:1:1 [78].

Les essais d’extraction, réalisés par les mixtures optimales, proposées par le model
mathématique, nous ont permis d’extraire le lycopéne des pelures et pulpes de tomates
lyophilisées avec un rendement maximal, soit, 918.16 ug/g et de 734,868 ugl/g pour la pelure
et la pulpe respectivement, soit des augmentations substantielles de 103% et 107%.

Bien que I'éthanol présente un effet négatif dans toutes les mixtures d’extraction,
en réduisant les rendements d’extraction, on peut considérer, qu’il a un effet influengant
[79],Contrairement a une étude, ou il a été trouvé un effet négatif de I'acétone sur I'extraction
du lycopéne dans la purée de tomate [80] .L'exclusion de I'éthanol de la mixture de solvants
pourrait éliminer I'effet positif sur les I'efficacité des rendements d'extraction. L’addition,
d'une petite fraction d’éthanol dans la mixture, a réduit I'effet négatif et a augmenter plutot
I'effet positif, cela s’est vérifié dans le rendement d’extraction de la mixture optimale. En
ce qui concerne l'influence du type de solvant, I'nexane est le seul composant du mélange
qui augmente les rendements, donc l'acétone et I'éthanol doivent jouer un rdle auxiliaire
dans la mixture d'extraction. Une explication possible, est que deux composés polaires,
dus a leur faible masse molaire, il y a donc plus de liaison hydrogéne qui pourraient
expliquer le gonflement du tissu végétal, de ce fait facilitant la pénétration du solvant [81].
Il demeure cependant que la réglementation, doit régir I'utilisation des solvants organiques
comme moyen d’extraction du lycopéne. Dans les applications industrielles nous devons
tenir compte des effets sur les consommateurs et de I'impact sur I'environnement.

3.3. Effet de la réhydratation sur les rendements d’extraction
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Figure 10 : (A) Effet de I'hydratation sur le taux d'extraction
du lycopene de la pelure de tomate. (B) Effet de I'hydratation
sur le taux d'extraction du lycopéne de la pulpe de tomate.

Afin de vérifier l'influence de la réhydratation des matrices lyophilisées, nous avons
réalisé des essais d’extraction du lycopéne dans les pelures (figure 10 A) et dans les
pulpes (figure 10 B), avec des mixtures prises au hasard, et avec ce que nous avons
considéré comme mixture optimale (donnée par le model mathématique). Les résultats
obtenus démontrent qu’il n’existe pas de régle stricte, mais que la réhydratation a été
favorable avec des rendements d’extraction significativement, plus élevés dans la majorité
des essais. L'interaction de I'eau avec les phases polaires et non polaires des constituants
de la mixture de solvant ont réagis, selon I'affinité des composés majeurs de la mixture.

3.4.. Effets du traitement enzymatique sur les rendements d’extraction
du lycopéne

En vue d’augmenter les rendements d'extraction du lycopéne des pelures de tomates
lyophilisées, nous avons utilisé des enzymes hydrolytiques, deux types de cellulases et un
type de pectinase, ou les conditions de traitement ont été optimisées, en ce qui concerne
la concentration des enzymes, et du temps d'incubation.Les résultats sont rapportés dans
les figures 11, 12, et 13.

Concernant la figure 11, celle-ci montre que les rendements d’extraction aprés
traitement par viscozym (pectinase) sont de 1600,60 g /g pour une concentration de 0.1%
et un temps d’incubation de 30 minutes soit une augmentation de (177.32%) par rapport a
I'extraction avec la mixture de solvant optimum.
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Figure 11 : Rendements d’extraction du lycopéne apres traitement par Viscozym

Bien que le plus haut rendement d’extraction 1732,88 ug/g ait été obtenu avec une
concentration de 0,3% et un temps d’incubation plus long de 60 minutes ; soit une
augmentation de (188,70%). Au dela de 60 minutes d’incubation nous constatons une
diminution du rendement d’extraction a 90 et a 120 minutes.
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Figure 12 : Rendements d’extraction du lycopéne aprés traitement par Celluclast

La figure 12, présente les rendements d’extraction aprés traitement par Celluclast
(Cellulase). Dans ce cas, des rendements sont significativement élevés, et les valeurs sont
assez proches pour la concentration de 0.1 % et un temps d’incubation de 60 minutes
1526,50 pg/g soit une augmentation de (166,2%) et de méme, avec une concentration de 0,2
% et un temps d’incubation de 30 minutes soit 1445,50 ug/g représentant, une augmentation
de (157,4%).
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Figure 13 : Rendements d’extraction du lycopéne apres traitement par Ultraflo.

Pour le traitement avec Ultraflo (figure 13), les résultats d’extraction donnent des
teneurs faiblement élevées, qui dénotent la faible action ou linefficacité de I'enzyme a
faciliter le dégagement cellulaire sous pression des parois. Le seuil des 1120,50 ug/g n’a
pas été dépassé, malgré 'augmentation des concentrations a 0.2% ; 0.3% et 0.4%, ce qui
représente une augmentation moyenne de (122%), pour les temps d’incubation de 30 et
60 mn.

3.4.1. Effet de temps d'incubation

Une augmentation des rendements d’extraction a été observée avec le prolongement du
temps d’incubation, particulierement a 30 et 60 mn par viscozym et celluclast. Aprés 60
minutes, les rendements d'extraction ont tous connu une baisse. |l y a donc un optimum
dans lesquels les enzymes activent, puis on constate une diminution des rendements en
raison de la dénaturation de I'enzyme. La température étant étroitement liée au temps
d’incubation, celle—ci affecte significativement l'activité enzymatique. 60 minutes ont été le
temps d’incubation qui s’est avéré optimum pour dégrader la paroi cellulaire (pectine et la
cellulose). Le temps d'incubation a eu comme conséquence une réduction progressive des
rendements. Ceci suggére que la dégradation enzymatique de la paroi cellulaire, a engendré
la libération rapide de toute la quantité de lycopéne contenue dans les parois cellulaires
et des structures protectrices du chromoplaste. En raison de leur réactivité élevee, les
molécules de lycopéne peuvent subir la dégradation oxydante rapide. Ainsi, il y a formation
de plusieurs composés secondaires, dont les spectres sont décalés a des longueurs d'onde
plus courtes comparées a celles du lycopene [82].

3.4.2. Effets de la concentration en enzyme

Les concentrations de 0,1 % et 0,3 %, ont donné les rendements d’extraction les plus élevés
pour viscozym soit, 1600,60 ug/g et 1732,88 pg/g. Pour ce qui est de celluclast, les teneurs
les plus élevées ont été obtenues avec une concentration de 0,1% (1526,5 ug/g ) et avec
0,4% (1533,5 pg/g). On peut donc, affirmer qu’'une concentration de 'enzyme de 0,1% est
suffisante pour optimiser les rendements d’extraction.

3.4.3. Effets de la température et du pH d’incubation
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La température, affecte également l'activité enzymatique avec un optimum, au-dessus
duquel I'enzyme est dénaturée. Par conséquent, la température de 50°C a été considérée
comme la température d’incubation optimale.

3.4.4. Conclusion

Le traitement enzymatique des pelures de tomate lyophilisées, a facilité I'extraction du
lycopéne, dans les conditions optimisées. Cela s’est traduit par une augmentation du
rendement de lycopéne de 177,32% et 188,70% dans les échantillons traités par une
pectinase (viscozym), et de 166,2% dans le cas du traitement par une cellulase (celluclast).
Ultraflo (cellulase), n’a pas donné les rendements escomptés. La pectinase (viscozym) a
0.1%, s'est avérée trés efficace comparativement a la cellulase (celluclast), dans le méme
ordre de concentration. De méme, qu’un temps d'incubation de 30 mn s'est avéré optimal
pour que viscozym, dégrade la paroi cellulaire. Alors que celluclast a nécessité un temps
d’incubation plus long de 60 mn. Au dela de 60 mn d’incubation, nous constatons une
diminution des teneures en lycopéne, due principalement a l'oxydation du lycopéne.

Les préparations enzymatiques peuvent hydrolyser et dégrader les constituants de la
paroi cellulaire, améliorant ainsi le dégagement intracellulaire. La cellulose, I'némicellulose
et la pectine peuvent étre hydrolysées et dégradées grace a la cellulase, la béta-
glucosidase, et les pectinases, elles interviennent sur les liaisons beta-1-4 [83]. Les
interactions des liaisons hydrogéne peuvent étre cassées par la cellulase, de méme que
les hydroxyles phénoliques (flavonoides), qui forment avec la cellulose, hémicellulose et la
pectine un complexe du aux liaisons hydrogéne [84]. La cellulase et la pectinase ont été
utilisées pour l'extraction du lycopéne des tissus de tomate, I'extraction des caroténoides
des piments (poivron Lannuum.) [85]. En outre, les quantités de lycopéne extraites au
moyen de la pectinase étaient beaucoup plus élevées que celles obtenu avec la cellulase
a différentes concentrations et temps d'incubation. La raison possible, est que la pectinase
comporte les activités de la pectinestérase, polygalacturonase et de pectine lyase. Les
effets synergiques de ces activités peuvent avoir comme conséquence une plus grande
dégradation du « mur » cellulaire des pelures de tomates lyophilisées, ceci, induit un plus
grands rendements d'extraction de lycopéne. Par conséquent, la pectinase a été considérée
comme plus efficace pour l'extraction du lycopéne.

Les pelures de tomates sont des matrices végétales fortement structurées, contenant
beaucoup de composants, tels les polysaccharides, cellulose, hémicelluloses et pectines.
Cependant, il est important de savoir que la composition en polysaccharide des différents
tissus des pelures de tomate est dépendante de la variété de fruits et I'étape de maturation.

lls peuvent contenir, des teneurs de lycopéne, beaucoup plus élevées, cependant,
les techniques d’extractions disponibles, ne permettent pas la récupération de tous les
caroténoides. Dans le cas du traitement par le CO2 supercritique, par exemple, seulement

entre 50 et 60% de lycopene total a été extrait (a une température de 60°C et une pression
de 30 MPa) dans les peaux de tomate [86]. Les faibles rendements d’extraction, peuvent
étre attribués aux difficultés qu’éprouvent les molécules des solvants organique a pénétrer
en contact avec le tissu des pelures de tomate afin de solubiliser le lycopéne, qui est
profondément incorporé dans les structures de membrane des chromoplastes [87].

Deux idées principales peuvent étre dégagées de cette étude : premiérement les
rendements d’extraction du lycopéne des pelures de tomate peuvent étre considérablement
augmentés, en utilisant une mixture de solvant afin de réduire les quantités au minimum.
Le support d’'un model expérimental est nécessaire pour l'industriel afin d’établir des
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prévisions organisationnel dans le cas d’une application industrielle, par le choix approprié
des conditions d’extraction. On pourrait également penser a I'utilisation des huiles de faible
qualité comme cosolvant. Deuxiémement, d’un point de vue industriel, l'utilisation des
enzymes peut étre trés avantageuse, dans I'économie des solvants, et d’énergie avec des
rendements d’extraction optimisée, sachant que le colt des enzymes est acceptable dans
un processus a grande échelle (de 'ordre de centaines de grammes par tonne de matiére
premiére). Nous suggérons donc, la combinaison pectinase - cellulase dans des proportions
qui interagiraient, efficacement dans la dégradation de toutes les couches résistante de la
paroi cellulaire. En outre, comparé a I'extraction supercritique, le traitement enzymatique
présente des colts beaucoup plus faibles.

Aussi, Le mode de présentation des pelures de tomates, pour en extraire le lycopéne,
peut étre soit le séchage (la lyophilisation serait trés colteuse), ou bien I'utilisation directe
des pelures de tomates partiellement séchées.

3.5 Résultats des quantifications du lycopéne par HPLC

Le Chromatogramme du lycopéne a 472 nm (annexe 2) donne la teneur en lycopéne
dans les pelures de tomate estimée a 43.6 mg/100g. Cette concentration obtenue dans
des pelures de tomates lyophilisées, est la plus élevée des variétés de tomates utilisées
dans le cadre de cette recherche. En effet, il nous a été impossible de travailler avec les
mémes échantillons de pelure dans toutes les expérimentations. A titre comparatif, les
concentrations en lycopéne des pelures utilisées dans la partie 3 et 4 étaient beaucoup plus
faibles. Ceci explique en partie, I'effet des variétés, des conditions de culture et aussi de
saisons, sur les teneurs en lycopéne des tomates.

Des teneurs de 1, 98 mg /100g sont retrouvé dans des pelures (peaux) de variétés
commune de tomates [42]. Des extractions du lycopéne a partir des pelures de tomates, ont
révélé des taux de 2.55 a 9,85 mg /1009 selon la méthode de spectrophotométrie [10].Dans
les méme conditions, une étude a obtenue 14,1 mg/100g de lycopéne dans les pelures de
tomates et 6, 94 mg/100g dans les pulpe de tomates [15].
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Partie 3 : Valorisation d’une huile
végetale de basse qualité par
enrichissement en purée et pelures de
tomates lyophilisées.

1. Valorisation des pelures de tomates

1.1. Introduction

L'aliment est caractérisé par ses propriétés nutritionnelles, capacité a couvrir, chez ’homme,
les besoins de base en énergie d’'une part et en nutriments. Aujourd’hui, les propriétés
fonctionnelles, définies comme la capacité de 'aliment a intervenir sur le fonctionnement
physiologique de I'organisme, sont aussi recherchées [1].

La fonctionnalité d’'un aliment apparait donc comme, sa capacité a intervenir sur
les fonctions de I'organisme, pour en moduler I'activité. Les observations scientifiques et
nutritionnelles, relatives a I'action positive des aliments sur la santé et le bien-étre des
individus ne cessent de se multiplier, tant vis-a-vis des substances potentiellement actives
que des cibles explorées [2]. Chaque aliment contient des molécules, qui ont des
effets plus ou moins importants sur 'organisme, souvent observés mais rarement prouvés
scientifiquement [3].

Les antioxydants, constituent les micronutriments apportés principalement par les fruits
et les légumes. lls contribueraient a prévenir les dommages oxydatifs cellulaires a I'origine
du vieillissement et certaines pathologies tels que cancers et maladies cardiovasculaires
[4]. Ainsi, Les propriétés antioxydantes des caroténoides, et principalement le lycopéne
ont inspiré des efforts intensifs de la recherche dans le domaine technologique, pour la
protection des aliments contre la détérioration oxydante [5].

La démonstration de la capacité du lycopéne alimentaire a diminuer le risque pour
un certain nombre de maladies, a ouvert de nouvelles opportunités pour I'enrichissement
des aliments dans l'objectif de les rendre fonctionnels. Récemment, il y a eu une attention
particuliere, a la spécificité et aux teneurs en antioxydants des tomates. En effet, plusieurs
études épidémiologiques suggeérent, l'association de cet aliment avec des effets positifs
sur la santé, en particulier la prévention du cancer de la prostate [6]. Les tomates sont
largement consommeées crues ou transformées, elles peuvent apporter a 'organisme une
variété d’antioxydants [7] . C'est en grande partie sous forme de caroténoides [8], et de
composés phénoliques [9] . Cependant, quand des tomates sont transformées en produits
tels le ketchup, le salsa et les sauces, jusqu’a 40% de leur le poids sont rejetés sous forme
de déchets [10] . Les pelures de tomates, constituent la partie la plus importante de ces
« déchets », contiennent des niveaux élevés de lycopéne [11] . Par ailleurs, la majorité
des flavonoides des tomates sont retrouvés dans les pelures [12] . Plusieurs travaux
ont confirmé que la pelure de tomate contenait des niveaux 2,5 plus élevés de lycopéne,
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comparativement a la pulpe, avec des teneurs significativement élevées en composés
phénoliques et acide ascorbique [13]. Une analyse des différentes fractions composant les
déchets de tomates (pelures et graines) a montré que la fraction des pelures (peaux) a
des niveaux sensiblement plus élevés en composés phénoliques totaux, flavonoides totaux,
lycopéne et acide ascorbique. L’activité antioxydante était également plus élevée dans ces
mémes fractions [14]. Beaucoup de facteurs ont contribué au cours des derniéres années au
développement des technologies de traitement, recyclage et valorisation des déchets, dans
un double objectif, de rentabiliser le produit industriel par une plus value, et de répondre
aux exigences de protection de I'environnement [15].

1.2. Processus d’oxydation

Lorsqu’ils sont extraits de leur milieu naturel, tous les lipides subissent au cours de leur
conservation, des altérations de type oxydatif. Aussi, maitriser I'oxydation est indispensable
pour geérer I'évolution des systémes biologiques dans leur complexité, en particulier dans
le cas des aliments dont la dégradation peut avoir des conséquences sur la sécurité des
consommateurs. Les mécanismes d’oxydation des composés insaturés biologiques (acides
gras, caroténoides, polyphénols...) sont souvent des réactions radicalaires avec 'oxygéne
moléculaire [16,17] et présentent trois phases principales (figure 1).
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Figure 1 : Schéma simplifié de I'oxydation des acides gras

La phase de déclenchement ou se forme un premier radical libre. L’'arrachement du
proton est facilité tant par la chaleur (agitation moléculaire) que les rayonnements ou
les catalyseurs (métaux tels que Cu, Fe, Co, Mn, Ni...).

La phase de propagation ou I'oxygéne fixé donne un radical peroxyle qui réagit
avec une autre molécule et conduit a8 un néoradical libre et un hydroperoxyde. Les
hydroperoxydes instables se scindent en composés plus courts [18] .

La phase de terminaison, ou se recombinent différents radicaux formés, et apparition
de nouvelles espéces moléculaires anarchiques. La chaine de propagation peut
s’arréter par la formation de polyméres ou au contact avec un autre radical. Les
molécules créées n’ont plus de fonction biologique.

Globalement, ce processus conduit a des hydrocarbures, des aldéhydes, des cétones,
des acides, des esters, des peracides, des peroxydes, mais aussi a des produits de

49



Effets du lycopéne sur certains paramétres structuraux et fonctionnels chez le rat en croissance

polymérisation. Sous tous ces effets, I'aliment accuse une perte de qualité nutritionnelle
et organoleptique (rancissement, changement de couleur...) [19,20] . Pour limiter
I'oxydation, l'industrie agroalimentaire peut baisser le taux d’oxygéne (immersion, vide,
atmosphére sous azote), ralentir les réactions par réfrigération ou congélation, détruire les
enzymes d’oxydation (polyphénol oxydases), et user d’antioxydants inhibant I'oxydation
induite par 'oxygéne moléculaire. En limitant les risques de radicaux libres, la présence
d’antioxydants, combinée a d’autres techniques, est indispensable a la stabilité des produits
[21] .

L'impact de I'oxydation des lipides est triple :

impact nutritionnel et organoleptique : dégradation des vitamines liposolubles et
des acides gras essentiels ; développement de flaveurs anormales, changement de
couleur etc.

impact sanitaire : les composés secondaires d'oxydation montrent des effets
cytotoxiques et mutagénes (cas du malondialdéhyde, par exemple, qui réagit avec
I’ADN) ou encore des effets cancérigénes, mutagenes et athérogénes (cas des
monomeres cycliques et oxystérols).

impact économique : perte de la valeur marchande suite a 'oxydation qui déprécie la
qualité du produit. C’est le cas, par exemple, des huiles d’olive vierges dont le prix est
fonction de la qualité.

1.2.1. Les méthodes de mesure de I’'oxydation

Si les mécanismes de I'oxydation sont bien décryptés, et admis par tous, il n’en est pas
de méme pour les méthodes de mesure de I'oxydation, ou du pouvoir antioxydant des
principes actifs. La mesure de I'oxydation d’un corps gras, en temps réel se fait par la
mesure de l'indice de peroxydes (nombre de ug d’oxygéne actif du peroxyde contenu
dans 1 gr de corps gras susceptible d’oxyder I'iodure de potassium avec libération d’iode).
Cette méthode (AFNOR, AOCS, UICPA), est sensible pour apprécier les premiéres étapes
de la détérioration oxydative d’'une huile. En ce qui concerne les composés secondaires
d’oxydation, de nombreux indices chimiques permettent de doser les aldéhydes (indices
de paranisidine, test TBA, indice de carbonyle) mais avec une sensibilit¢ d’application
réduite. Le Test de Swift ou AOM (Active Oxygen Method) (normalisée AOCS). Ce test
consiste a faire passer un courant d’air purifié dans un échantillon d’huile a 97,8 °C. A des
intervalles réguliers, et on détermine le temps nécessaire a un indice de peroxyde de 100
meq d’oxygéne actif/kg.

Dans le test de Swift modifié (Afnor), le flux de gaz barbote dans une solution de rouge
crésol, qui vire au jaune au contact de produits volatils libérés. Le test au Rancimat est une
version automatique du test de Swift, qui permet de déterminer le temps de résistance d’un
échantillon, a I'oxydation par une mesure conductimétrique. Le Rancimat offre 'avantage de
suivre plusieurs échantillons en paralléle, avec des durées d’analyse réduites. Cependant,
de part les conditions drastiques d’oxydation (120°C, bullage intensif d’air), ce test est peu
représentatif des conditions normales de stockage [22]. Les résultats doivent étres utilisés
en vue de comparer, les stabilités oxydatives des matiéres grasses entre elles.

1.2.2. Roéles et principaux types d’antioxydants alimentaires

L'antioxydant alimentaire idéal, est facilement incorporable, efficace a faible dose, et non
toxique, n’entraine ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable. Résistant aux processus
technologiques, il est stable dans le produit fini. Il doit étre apte a ralentir, retarder ou prévenir
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les processus d’oxydation [23] . Les antioxydants sont en fait des agents de prévention ou
de terminaison capables d’éviter ou de piéger les radicaux libres. L’action préventive bloque
l'initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec I'oxygéne ou en déviant de
I'aliment des effets de lumiére ou des rayonnements.

En tant qu'agents de terminaison (piégeage de radicaux), les antioxydants transforment
les radicaux en composés plus stables et bloquent la phase de propagation. Un tel effet
résulte d’une structure de donneurs d’Hydrogéne, souvent aromatique, comme le cas des
dérivés des phénols (tocophérols, polyphénols, flavonoides...) [24] . Certains d’entre eux
(B-caroténe, lycopéne...) sont utilisés comme colorants. D’autres composés phénoliques
de synthése comme le BHT, le BHA, sont autorisés dans certains aliments [25] .

La préférence pour des antioxydants naturels pose le probleme de leur efficacité. Si
la complexité de I'aliment final ingéré est ignorée, il peut en découler de graves problémes
toxicologiques dus aux synergies ou aux produits dérivés [26] . Aussi, les antioxydants, tout
comme n’'importe quel autre constituant alimentaire, présente un danger potentiel, lorsqu’ils
sont consommés en excés, d’ou la nécessité d’'imposer une réglementation [27] .

1.2.3. Evaluation de I’aptitude antioxydante

La capacité d'un composé, a piéger les radicaux libres et de ralentir ou inhiber, aussi
bien les phases d’initiation que de propagation, implique la création de radicaux. Dans
la méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), I'activité antioxydante totale
d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTSe+, obtenu a partir de
'ABTS comparativement a un antioxydant de référence, le Trolox. D’autres méthodes sont
également utilisées comme la méthode ORAC (oxygen radical absorbance capacity) [28] et
la méthode utilisant le radical stable DPPH (2,2-diphényl-1- picrylhydrazyle) (figure 2) [29].

Les méthodes comparant le piégeage d’un additif, avec celui d’'un antioxydant de
référence, le Trolox, sont applicables a des produits variés quelle que soit I'hydrophilie ou
I'hydrophobie du milieu. Lefficacité des antioxydants (traduite en rapport d’inhibition, IR)
correspond a :

IR (%) = [(a-b) / (a-c)] x 100

a,b,c sont les concentrations en dérivés oxydés respectivement, sans antioxydant et
en présence de I'antioxydant a tester aprés incubation.

g H—H Oy H—HN

1 Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre ) # Dipherrdpicrylhsd razine (nonradical )
Figure 2 : Mécanisme de la réaction au DPPH

Ces derniéres années, la chemiluminescence (CL) est devenue un outil analytique
puissant et sensible a la détection sélective d'une grande variété d'espéces chimiques.

De nombreux travaux ont été édités sur I'utilité de I'analyse par CL en chimie analytique,
dans la recherche pharmaceutique et dans le contréle de qualité. C’est une méthode simple,
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et relativement peu colteuse, tout en fournissant une sensibilité trés élevée comparée a
d'autres méthodes analytiques. Le mécanisme de la réaction exige une voie chimique,
ayant pour effet I'état d’excitation de la molécule du produit, celle-ci doit étre capable
d’émettre de I'énergie comme lumiére (CL direct) ou transférer son énergie a une autre
molécule qui offre les mémes possibilités (CL sensibilisé). La chemiluminescence de
Peroxyoxalate (POCL) implique I'oxydation du peroxyde d'hydrogéne et d’'un d'oxalate en
présence d’un fluorophore (activateur). La réaction produit une luminescence chimiquement
par échange d'électron tout en dégageant une grande énergie. Il se forme un complexe
avec le fluorophore 9,10-diphenylanthracene qui donne un électron a l'intermédiaire. Par la
suite, I'électron est transféré de nouveau au fluorophore, qui s’excite en libérant une lumiéere
caractéristique (figure 3).

a
0 o
"“\/J\Ni-ﬁ—fyq-zm
0
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Figure 3 : Mécanisme de la réaction de la chimiluminescence

La Chimiluminescence est employée pour la détermination d'un nombre d’espéces
comme le peroxyde d'hydrogéne, et fluorescent composés (par exemple, hydrocarbures
aromatiques polycycliques) mais les applications incluent également des essais biologiques
d'enzymes et I'activité des antioxydants. En raison de son environnement non polaire, la CL
a été développée en vue d’évaluer principalement I'activité des antioxydants hydrophobes.
La reproductibilité de l'intensité de la CL, a été examinée (CL de | et du temps a exigé
jusqu’a obtention du plateau) séquentiellement aprés analyse d’un ensemble de plusieurs
échantillons (antioxydants) a des concentrations différentes [30].

1.3. Les études de contribution a I’enrichissement avec les pelures de
tomates.

Les premiers essais d’utilisation des déchets de tomates, et plus précisément les pelures a
I'état humide, ont eu lieu sur I'aliment des ovins par ensilage, dans 'objectif de I'enrichir en
caroténoides [31,32] . Par la suite, cela s’est étendu a I'aliment de volaille en vue d’élever
sa teneur en fibres. Ceci, a eu pour effet, le renforcement de la pigmentation jaune de la
chair de poulet, qui est généralement souhaitable, et le transfert de quantités discernables
de lycopéne dans les ceufs, et leur renforcement en lutéine [33, 34 ].

Les incorporations de lycopéne issus des dérivés de tomates, ou de lycopéne pur,
ont par la suite apparu dans certains aliments et plus particulierement dans les huiles
végétales afin de stabiliser et de favoriser leur résistance lors du stockage. A cet effet,
de nombreux travaux ont été réalisés sur la stabilité de I'huile d'olive vierge enrichie en
lycopéne pur, en vue de d’introduire sur le marché en tant qu’aliment fonctionnel. Il a été
établi, que toute la fraction polaire des différents phénols de I'huile d'olive vierge a réagi en
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synergie avec le lycopéne (le hydroxytyrosol et I'acide caféique) en présentant des facteurs
de protection supérieure que le BHT [35] . Plus récemment, des résultats similaires sur
la stabilité des huiles végétales raffinées ont été obtenus par addition de lycopéne aux sous
produits d’extraction de I'huile d’olive [36,37] . Nous citerons également I'effet protecteur du
lycopéne sur la stabilité de I'huile de soja, qui s’est traduit par une résistance a I'oxydation,
lors des traitements thermiques [38] . Par ailleurs, et afin de préserver les fonctions
antioxydantes du lycopéne et de faciliter son usage comme ingrédient des préparations
d’aliments fonctionnels, des systémes d’émulsions d'huile - eau ont été élaborés comme
agent tensioactif (cationique, anionique, et non ionique) avec I'huile de mais. Ainsi, de
nouvelles technologies se sont développées, pour stabiliser le composant bioactif, et les
ingrédients demeurent actifs, une fois que I'émulsion est dispersée dans I'aliment a base
d'eau [39].

Les travaux d’incorporation et d’enrichissement ont suscité un vif intérét des industriels,
dans 'optique de recycler les pelures, dans la production des sauces tomate, en augmentant
le contenu du lycopéne de 50%, sans aucun changement sensoriel. La question de
biodisponibilité des pelures, aprés absorption, comparativement a la pulpe s’est posée a
un moment avec acuité. Les pelures finement écrasées et homogénéisées dans la sauce
tomate ont été assimilées de la méme maniére que la pulpe de tomate [40] . Dans une
autre étude, les caractéristiques organoleptiques des sauces tomates telles la viscosité et
la couleur du produit fini ont été améliorées, aprés enrichissement par les pelures. Ceci a
eu également un impact positif du point de vue technologique et économique (réduction des
épaississants)[ 41 ]. Desrésultats probants ont été obtenus dans une étude d’amélioration
des propriétés sensorielles, et de la texture des saucisses séches (produit a base de viande
enrichi en lycopéne) suite a I'incorporation des pelures de tomates a des proportions de
0.26 a 0.58 mg de lycopene/100 g de saucisse [42] . Des extraits de poivron et de
pelures de tomate ont été ajoutés aux patés de boeuf afin de substituer les antioxydants
conventionnels comme le BHT et le BHA. Ceux-ci ont exercé un effet antioxydant significatif.
Les sous-produits de tomates ont méme retardé la détérioration des viandes a des degrés
variables, de sorte que la durée de conservation des patés de boeuf traités a été étendue a
8 et 12 jours. Ainsi, le stockage de la viande peut étre prolongé en limitant la décoloration,
I'oxydation des lipides et la croissance microbienne [43].

D’autres applications, de I'introduction du lycopéne, dans les préparations alimentaires
se sont développées, pour s’étendre a la photoprotection des vitamines du lait, base de
certains aliments lactés [44] .

Lespelures de tomates, ont également trouvé usage dans les biotechnologies, pour
extraire un mélange de polysaccharides (constituée principalement de glucose et de
xylose), qui, une fois purifié, trouve des applications multiples dans la fabrication des films
biodégradables (agriculture) ol comme agent épaississant (produits alimentaires) [45] .

En ce qui concerne les débouchés du lycopéne dans l'industrie pharmaceutique
et cosmétique, nous citerons, les applications en tant qu’ingrédients dans des produits
de santé, avec I'émergence des aliments fonctionnels, suppléments alimentaires,
nutraceutiques. La demande sans cesse croissante, sur les produits cosmétiques a base
d’ingrédients et colorant naturel, ouvre de nouvelles perspectives aux produits de beauté
« anti-adge » et de dermatologie pour la protection de la peau contre le rayonnement solaire
[46,47 ] . La recherche dans le domaine de la biotechnologie s’est renforcée par
I'utilisation du lycopéne fongique en vue d’une application en médecine [48] .

Les résidus de biomasse, peuvent présenter un probléme important a I'environnement,
lors du stockage, la formation du méthane, peut étre induite, par voie de fermentation
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anaérobie. Dans ce contexte une étude récente, suggeére, I'utilisation du résidu de biomasse
de l'industrie de transformation des tomates, en tant que source d'énergie par pyrolyse,
comme alternative aux énergies fossiles [49].

2. Matériels et Méthodes

2.1. Echantillons utilisés

La purée de tomate type pasta (boite tétra pack de 500 g), I'huile d’olive de basse qualité
(huile constituée d’un mélange d’huiles raffinées et de I'huile d’olive vierge de couleur
jaune), I'huile d’olive extra vierge, et I'huile de Tournesol (100%), ont été achetées auprés
d’'un commerce de la ville de Chania, Gréce. Les pelures de tomates lyophilisées, ont été
préparées au laboratoire de recherche de technologie alimentaire de Boumerdes, Algérie.

2.1.1. Préparation des échantillons d’huiles

Les échantillons d’huiles ont été préparés selon le tableau suivant :

Tableau 1 : Préparation des échantillons d’huile

Echantillons E1 E2 E3 E4
Poids des huiles 2049 2049 209 209
Poids de Tomate incorporée 1g 229 59 8.6¢g
Concentration 5% 10 % 20 % 30 %
Poids de pelure incorporée 05¢g 19 229

Concentration 25% 5% 10 %

Les échantillons ainsi préparés sont homogénéisés dans le cyclone IQ2 Virtis blender
(1000tr/nm pendant 5mn). On procéde par la suite a une centrifugation a 6000 tr/mn pendant
15 mn (HERAEUS Megafuge 1.0 R centrifuge, Allemagne). Les huiles sont ensuite stockées
a4°C.

2.1.2. Indices chimiques déterminés :

Indice de peroxyde : ISO 3960-1977 (E)

L'indice de peroxyde (m eq O2/Kg oil) est déterminé pour les huiles fraiches et sur les
quatre échantillons d’huile enrichie en tomate.

Acidité : selon EC régulation 2568/91, Annexe II.

2.1.3. Détermination des Polyphénols totaux

Les concentrations en polyphénols de nos échantillons d’huiles ont été déterminées selon
la méthode de Folin Ciocalteu.

Extraction :

25 g d’huile sont introduits, dans une ampoule a décanter de 250 ml, avec 30 ml de mélange
methanol-eau (60/40), suivis d’'une agitation de 2 mn. La phase aqueuse est récupérée
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dans une autre ampoule a décanter de 250 ml. Cette opération est répétée deux fois. 50 ml
d’hexane sont ensuite introduits dans 'ampoule (dernier lavage), on agite et on laisse au
repos; La contraction de la phase aqueuse, se fait au Rotavapor a 45°C. Les phénols sont
récupérés ensuite dans 5 ml d’éthanol.

Dosage :

Dans un tube Eppendorf de 1,5 ml, on introduit 790 ul d’eau distillée et 10 ul de I'échantillon
ainsi que 50 ul de solution de Folin Ciocalteu (Merck), le mélange est passe au vortex. Apres
1 mn, on ajoute 150 ml de solution aqueuse de carbonate de sodium a 20%. Le mélange est
agité au vortex et déposé a température ambiante a I'abri de la lumiére pendant 1Th30mn. La
lecture de I'absorbance se fait a 750 nm. Le blanc est obtenu avec une solution de méthanol.

2.1.4. Extraction des caroténoides

La technique d’extraction des caroténoides sur les tomates fraiches et sur les pelures de
tomates s’est fait selon,Rodriguez-Amaya, et al [50].

10g de tomates fraiches (5g pour les pelures de tomate lyophilisées) sont pesés, pour
étre, macérés dans un mortier avec de I'acétone (répéter I'opération au moins trois fois).
On filtre le contenu, et on récupére les filtrats dans une ampoule a décanter. Pour minimiser
les pertes, on lave le résidu du filtre avec de 'acétone contenant du BHT a 0.1%. La phase
organique ainsi obtenue, est lavée a 'eau (4 lavages), jusqu'a disparition de la couleur,
déshydraté au sulfate de sodium et concentrée au rotavapor (T°C < a 30°C). Le résidu est
transvasé dans une fiole conique, avec 25 ml de KOH méthalonique a 10%, plus 25 ml
d’éther de pétrole a 0.1% de BHT. La solution obtenue est déposée sur un agitateur a I'abri
de la lumiére (couvrir au papier Aluminium) et laisser toute la nuit. Apres saponification,
I'échantillon, subira des lavages successifs (50 ml éther de pétrole a 0,1% BHT + 50 ml
de KOH méthalonique a 10%) avec agitation pour faciliter 'apparition des phases, puis
décantation (apres 3 lavages successifs), et des lavages a I'eau + méthanol (100 ml) jusqu’a
neutralisation du pH. La phase organique ainsi récupérée est disposée dans le rotavapor
(T<30°C) pour y subir une concentration. La fraction est reprise dans 2 ml d’acétone (pour
HPLC) dans des tubes eppendorf et stockée a — 20°C.

Détermination et calculs

Des dilutions sont réalisées pour les analyses au spectrophotométre. Les absorbances sont
lues respectivement, a 663, 645, 505 et 453 nm. Le blanc est obtenu avec une solution
d’acétone. Les lectures se font 3 fois pour chaque échantillon. Les concentrations en
lycopéne et B caroténes sont données par I'équation [51] .

Lycopéne (mz/100 ml d’exirait) = - 0,0458 x A oo + 0,204 x e+ 0,372 x Aoy - 00806 x A r.
B Caroténes { mg/ 100 ml d’extrait) = 0.216 x Agey — 1.22 x Ay — 0.304 x Ao + 0.452xA

Le Lycopéne et le [ caroténe sont exprireés en mg f Kg d’exirait sec.

2.2. Mesure de l’activité antioxydante

2.2.1. Méthode au DPPH
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Une solution de DPPH est préparée pour les besoins des essais, (22 mg de DPPH dans 100
ml de solution d’acétate d’éthyle). Trois dilutions sont effectuées pour chaque échantillon,
prendre ensuite 100 ul de I'échantillon auquel on ajoute 900 ul de DPPH. L'absorbance
est déterminée a 515 et 580 nm, chaque 15 mn jusqu'a I'obtention du plateau ; Il est
important de disposer les solutions a I'abri de la lumiére avant chaque lecture. L'étalonnage
du spectrophotométre est obtenu par une solution d’acétate d’éthyle. L'absorbance du
radical DPPH sans antioxydant (essai a blanc) est mesurée régulierement. La concentration
initiale moyenne du DPPH est calculée par la courbe d’étalonnage établie a cet effet selon
I'équation :

A515 = 27.153 C ppp (mg/ml) +0.0002 r% = 0.9983

Pour toutes les concentrations des échantillons testés, le pourcentage de DPPH restant
dans la phase stable est calculé selon I'équation :

% DPPH rest = [(DPPH)T / ( DPPH)T=g]x 100.

T : temps de recherche du plateau.

Ces valeurs sont extrapolées en [g/antioxydant/Kg DPPH]pour obtenir la quantité de
I'échantillon nécessaire pour diminuer la concentration du DPPH initial de 50% (valeur EC
50 )- Le processus de décoloration a été enregistré aprés la minute 5 de réaction @ 517 nm

et comparé au blanc [52].

2.2.2. Méthode d’évaluation au peroxyde d’hydrogéne de I’activité scavenger

Réactifs

Acetonitrile (MeCN) et ethyl acetate (EtOAc) sont de haute pureté analytique, p-carotene,
9,10-diphenylanthracene (9,10-DPA), imidazole, peroxyde d’hydrogéne (H202), bis (2,3,6-
trichlorophenyl) oxalate (TCPO), butylated hydroxytoluene (BHT), et quercetine sont de
Sigma (St. Louis, MO).

Technique

Les échantillons doivent subir 3 dilutions différentes, selon la technique établie par Arnous
et al [53], avec quelques modifications.

1.8 ml (9,10-Dimethylantracene (9:1-DMA) [0.5mM dans l'acétate d’ethyl (EtOAc) :
Acetonetryle (MeCN) (9 :1) est mixer avec 0.2 ml de solution d’'imidazole (4.5 mM dans
EtOAc :MeCN (9:1) et 0.025 ml H202 (2.25 Mm in MeCN). C’est la mixture A. Dans une
cuvette (1cm), on introduit 0.2 ml de la solution bis (2,3,6-trichlorophenyl) oxalate (TCPO)
(0.45Mm dans MeCN) et 0.05 ml de I'échantillon a analyser, la mixture A estimmédiatement
ajoutée et agiter 5 secondes. L'intensité chemiluminescence (CL) est continuellement
suivie par lecture de I'absorbance jusqu’a I'obtention du plateau. L’échantillon de référence
est testé par addition de 0.05 ml de solvant en remplacement de la solution contenant
I'antioxydant. (Blanc). En extrapolant I ¢ /len fonction de la concentration et on obtient

I’équation du type suivant ;
lo/1=axCzxb

lp : intensité ICL sans antioxydant ajouté, | : intensité ICL aprés ajout d’antioxydant.

a et b sont les graduants respectifs.
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Sion considéere quel g /1=2, il est possible de calculer la quantité d’antioxydant de
chaque échantillon qui induit la réduction de la ICL de 50% (IC 5q ), L'activité scavenger
du peroxyde d’hydrogéne (SAHp) est définit comme :

SAHp =1/I1C50

2.2.3. Test de Rancimat

On pése 3 g d’huile (Batterie pour 4 échantillons plus 2 témoins), dans les fioles de I'appareil
(Rancimat type 679 Metrohm Suisse). Introduire 70 ml d’eau distillée, dans chaque cuve.
Placer les électrodes aux endroits indiqueés, et programmer I'équipement selon la méthode
choisie. Pour nos essais, la température est réglé a 120°C, avec un débit d’air de 20 I/h, et
un rang de conductivité de 50 us/cm, le temps de réaction a été estimé a 20 heures.

3. Résultats et discussion

L'acidité, la teneur en peroxyde et la teneur totale de phénols des huiles utilisées sont
données dans le tableau 2.

L'incorporation de la purée de tomate et de pelures de tomate dans I'huile de basse
qualité, et I'huile d'olive vierge n'ont pas laissé apparaitre des changements de l'acidité et
de l'indice de peroxyde. Notons tout de méme, 'augmentation significative de I'indice de
peroxyde de I'huile de tournesol, aprés I'addition de la purée de la tomate a 5%.

L'incorporation de la purée de tomate a par contre, induit une diminution significative,
qui a atteint les 50% de la teneur initiale en polyphénols de I'huile d'olive vierge aprés
l'incorporation de 30% de purée de tomate. Dans le méme sens, I'huile raffinée de basse
qualité a enregistré une diminution peu marquée dans le méme rapport. Contrairement,
dans le cas de I'huile de tournesol, un enrichissement significatif en polyphénols avec
I'addition de purée de tomate a été constaté. Le méme constat est fait pour I'huile de basse
qualité lorsque enrichie en pelures de tomate. Les diminutions observées, pourraient étre
attribuées a la dissolution des polyphénols dans la phase aqueuse de la purée de tomate
pendant la centrifugation causant un éventuel lessivage.
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Huile d'olive

raffinee

Acid.ité Indice de Polyphénols

e (% acide
Caractéristiques olelque/Kg peroxyde (meq totanx EAC
huile) Q2K ) (mg/p huile)
0 % tomate 046 £008a 976 10358 0023 £0001 a

5 % purée detomate

10 % purée de tomate

002020001k

20 % purge de tomate

0020 £0001 b

20 % purée de tomate

0020 £0001 b

5 % pelure de tomate

0029 £0001 b

10 % pelure de tomate

0029200010

Huile d'olive

0 %% totnate

0142+ 0.002 a

5 % purée de tomate

0107+ 0.002h

10 %6 purée de tomate

0106+ 0,001 h

vierge 20 % purée de tomate 0.004 + 0.003
30 %% purée de tomate D072+ 0001d

0 % tomate 0.003 £ 0.000.a

Huile de 5 % purée de tomate 0.14+0.04 b 0.004 + 0,000 2
¢ 1 10 %6 purée de tomate D08+ 0.04hb 0.005+0.000 h
OUESOl 7209, purke de tomate 012+ 003h 0.010 + 0.000 ¢
30 %% purée de tomate D44+041h 0.010+0.000c

Tableau 2 : Acidité, Indice de peroxyde et teneur totale de phénols
d'huiles avant et apres traitement avec | a purée ou la pelure de tomate.

En ce qui concerne I'huile de tournesol, ou la concentration phénolique est négligeable,
I'enrichissement en purée de tomate a augmenté Iégérement la teneur en polyphénols. Par
conséquent, l'incorporation des pelures de tomate contrairement a la purée, surmonte ce
probléme dans le cas ou I'objectif recherché est 'augmentation des teneurs en polyphénoils.

3.1. Teneurs en caroténoides

La teneur en caroténoides des huiles supplémentées, tend a augmenter de maniére
significative, proportionnellement aux taux d’incorporation de purée et de pelures de tomate.
Nous avons observé une diffusivité plus élevée de lycopéne dans I'huile d'olive vierge
enrichie a 5% de purée de la tomate, comparativement aux deux autres types d’huiles. Mais
cette différence disparaissait au fur et a mesure que les pourcentages d’enrichissement
augmentent (Figures 4 et 5). Cependant, l'efficacité des pelures de tomate apparait de
maniére plus importante avec, comme exemple, une teneur moyenne en lycopene de 1,99
mg/100 g d’huile aprés son incorporation a 10%. Ceci correspond approximativement, au
méme contenu de lycopéne de la purée de tomate incorporée a 20%, soit 1,84 mg/100g
d’huile retrouvé dans I'échantillon d’huile de basse qualité. En outre, une teneur de 1,07
mg/100g d’huile de B caroténe a été obtenue dans I'huile de basse qualité supplémentée a
10% de pelure de tomate, ce qui représente une teneur de 1,8 fois plus de 8 caroténe dans
la méme huile supplémentée a 30% de purée de tomate.

Les pelures de tomate présentent une teneur moyenne de 5,85 mg/100g en lycopéne,
tandis que dans la purée de tomate la teneur moyenne en lycopéne est de 2,91 mg /100 g.
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Figure 4: Tenewrs enlyeopéne des différentes Figure §: Tenews en p-Carotens des différentes
huiles enrichies en purée ou pelurves de tomate.  huiles envichies ende purds ou pelures de tomate.

Pour la concentration en 3 caroténe, celle-ci est de 2,90 mg/100 g et de 0.15 mg/100g
dans les pelures et purée d e tomates respectivement. Ces résultats corroborent, avec ceux
obtenus dans les travaux ayant mis en évidence, que les teneurs en lycopéne sont beaucoup
plus importantes dans les pelures (peaux) que dans le reste des parties du fruit de tomate
et que celui-ci se situe dans la fraction de fibre de la pulpe [54, 55].

La différence non-significative de la solubilité des caroténoides dans les différents types
d'huiles est due a leur similitude dans la composition en acides gras. Des données sur
le profil d'acide gras d'huiles utilisées (norme de codex 210-1999, 2001; Norme de codex
33-1981, 2001) notent des différences qui concernent I'acide palmitique (7,5 — 20,0% pour
I'huile d’olive vierge, contre 5,0 —8,0% pour I'huile de tournesol), I'acide oléique (55,0 —
83,0% pour I'huile d'olive vierge contre 13,0 — 40,0% pour 'huile de tournesol) et I'acide
linoléique (3,5 —21,0% pour I'huile d'olive vierge contre 40 —74% pour I'huile de tournesol).
Néanmoins dans des travaux antérieurs, la solubilité du lycopéne et 3 caroténe était montrée
gu’elle dépend de la longueur de la chaine des acides gras composant le triglycéride. Par
conséquent, la solubilité de ces deux caroténoides augmente avec les acides gras a chaines
courtes. Par contre, le degré d’instauration des acides gras n’a pas d’effet sur la solubilité
des caroténoides [56].

3.2. Mesure de l’activité antioxydante

3.2.1. Essais au DPPH

L'huile de tournesol a montré la meilleure activité antiradicalaire, exprimée en ECgq

équivalent a 3557,6 mg huile/mg DPPH contre 4279,0 mg huile/mg DPPH et 12601,1 mg
huile/mg DPPH pour I'huile d'olive vierge et pour I'huile raffinée, respectivement (figure
6). Ceci peut étre expliqué par I'enrichissement de I'huile de tournesol commerciale en
tocophérol. L'incorporation de purée de tomate dans I'huile de basse qualité a augmenté
I'efficacité de son activité antioxydante a un taux d’incorporation de 20%. Au-dela de ce taux,
nous observons une baisse de I'activité antioxydante comme cela apparait dans I'échantillon
a 30%.

Les pelures de tomate incorporées, ont montré des résultats semblables, sans pour
autant diminuer l'efficacité de I'activité antioxydante, en raison de I'enrichissement des
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huiles en polyphénols. Dans le cas de I'huile d’'olive vierge, l'efficacité antioxydante a
diminué a partir de 5% d’incorporation de purée de tomate. Néanmoins la différence était
négligeable jusqu’au taux de 20% de purée de tomate.
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Figure 6 : L’EC50 de différentes huiles a de
diverses additions de purée ou de pelure de tomate.

Les huiles de tournesol enrichies n'ont pas montré de différence significative,
vraisemblablement & cause de leur enrichissement en [l-tocophérol. La diminution de
I'activité antioxydante qui s’est manifestée au fur et &8 mesure de 'augmentation des taux
d’incorporation de purée de tomate pourrait s’expliquer, soit par perte en polyphénols
ou bien a l'apparition d’une activité pro-oxydante des caroténoides au-dela d’un certain
seuil de concentration. En effet, il a été établi, que la lutéine, le lycopéne et le B-
caroténe augmentent la formation d'hydroperoxyde des triglycérides autoxydés, et qu'une
combinaison des caroténoides et du tocophérol empécherait le développement de cette
activité pro-oxydante [57, 58]. Dans d’autres recherches, il a été montré que l'activité
antioxydante des caroténoides dans les solutions organiques est liée a la concentration en
oxygéne, a la structure chimique des caroténoides et a la présence d'autres antioxydants
(par exemple les polyphénols et les tocophérols). Beaucoup de travaux ont mis en évidence,
que les caroténoides ont maintenu la stabilité des huiles face aux phénomeénes d’oxydation
[69,60]. Dansce contexte, il a été reporté quel'addition du lycopéne pur a 0,5% et 1% dans
de I'huile d'olive vierge a fourni une protection contre I'oxydation pendant le stockage, tout
en préservant les composés phénoliques et I'lI-tocophérol [61,62]. Cependant, d'autres
travaux ont prouvé que le B-caroténe agissait en tant que pro-oxydant pendant l'oxydation
de lipides sous l'effet de la lumiére [63] et méme en absence de lumiéere [64].

Les composés phénoliques représentent une autre classe de composés antioxydants
actifs dans la tomate [65]. Les polyphénols , activent en synergie avec le lycopéne
[66]. La capacité antioxydante d'extraits de tomate a été sensiblement liée aux teneurs
en acides féruliques et cafféiques, mais pas a la quercétine et a l'acide chlorogénique
[67]. Dans d'autres travaux les structures rapportées pour étre prédominantes en
extraits de tomate étaient la rutine, la quercétine, le chalconaringenine et son produit
de dégradation, la naringénine [68]. Cependant, il a été montré qu'une chalcone
flavonoide (chalconaringenine) et une flavanone (naringénine), dépourvus de groupement
prenyl, agissaient en tant que pro-oxydant en favorisant I'oxydation des LDL [69].
Vraisemblablement, la manifestation du comportement antioxydant ou pro-oxydant dans
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cette étude est le résultat de divers rapports parmi les caroténoides eux-mémes et d’autres
composeés impliqués. Cette hypothése, pourrait constituer une piste d’'investigations.

3.2.2.Essais de chemiluminescence

L'essai de chemiluminescence au peroxyoxalate a donné des résultats semblables a
l'analyse au DPPH (figure 7).Avant tout enrichissement, I'huile de tournesol a montré
l'activité la plus élevée avec un IC50 de 430,4 mg huile/ml suivie de I'huile d'olive vierge

avec 453,9mg huile/ml et puis par I'huile raffinée de basse qualité avec 552,2mg huile/ml .
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Figure 7 : IC50 de différentes huiles a différents
taux d’incorporation en purée ou pelure de tomate.

L'incorporation de purée de tomate a 5% a accru l'efficacité antioxydante, mais a
des concentrations plus élevées l'efficacité a diminué. Le méme effet a été observé par
l'incorporation de la peau de tomate a 5%, avec I'huile d'olive vierge a 20% de purée de
tomate et avec I'huile de tournesol aprés I'addition de 30% de purée de tomate.

La manifestation de l'activité pro-oxydante dans le cas de l'huile de tournesol
commerciale a été probablement retardée par la présence de [-tocophérol.

3.2.3. Résultats du test de Rancimat

La stabilité oxydante est un paramétre important dans I'évaluation de la qualité des huiles,
car elle donne une information fiable de leur susceptibilité a la dégénération et des
principales causes de leur changement. Une stabilité plus ou moins élevée de I'huile, signifie
la conservation ou pas des paramétres dynamiques du produit [70]. La stabilité examinée
par le rancimat, nous renseigne sur |'état réel des mixtures, suggérant de maniére fiable
l'indication sur le meilleur mélange. Les temps d'induction de différentes huiles utilisées
dans cette expérience étaient de 1,7, 9,4 et 1,7 heures a 120 °C pour I'huile raffinée de
basse qualité, I'huile d'olive vierge et I'huile de tournesol, respectivement.

Nous constatons que I'huile de basse qualité, présente un temps d’induction deux fois
plus élevé (2,1 fois) avec I'incorporation de purée de tomate a 30% et de 1,4 fois plus élevé
avec les pelures de tomate a 10%. Néanmoins, le temps d'induction a diminué a 6,9 et 0,8
heures pour I'huile d'olive vierge et I'huile de tournesol, respectivement, correspondant a
0,7 et 0,4 fois a l'induction initiale (figure 8).
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Figure 8 :Temps d'induction des huiles a différents
taux d’incorporation en purée et pelures de tomate.

Les résultats obtenus avec le test de rancimats, ne sont pas corrélés avec les deux
essais précédents de l'activité antioxydante. La différence des mécanismes impliqués
pourrait étre a l'origine de cet état de fait. Néanmoins, en raison de I'importance du test de
rancimat sur le plan technologique, nous le considérons comme le plus indicatif. Aussi, nous
suggérons une incorporation optimale a 10% de pelures de tomates dans I'huile de basse
qualité afin d’'augmenter sa qualité alimentaire et sa stabilité.

3.3. Profil Phénolique

Les résultats de l'analyse de LC-MS des pelures de tomates et purée de tomates sont
indiqués dans les tableaux 3 et 4. Les valeurs trouvées corroborent les travaux précédents,
ou les flavonoides les plus prédominantes sont la rutine [71], la quercétine [72], le
chalconaringenin. Ce dernier, étant instable, il se convertie facilement en naringénine [73].
Dans nos préparations d'huiles, seulement la rutine et la naringénine ont été récupérées
comme flavonoides provenant de la purée et de la pelure de tomate ; la rutine étant détectée
en traces (tableau 3).Il a été rapporté, que le chalconaringenin et la naringénine sont
deux flavonoides pro-oxydants ; ce qui peut expliquer partiellement le changement d’états
oxydatifs des préparations d'huiles [74].

Tableau 3 : Chromatogramme LC-MS pour la purée de tomate
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Temps de [M+H]+ (m/z) Fragment ion| Fragment ion|A max (nm)  Identification
Retention (m/z) at 12 |(m/z) at 40
(min) eV eV
13.78 743 743 611, 465, 254, 354 Rutoside-tartrate
303
15.03 611 611 465, 303 256, 354 Rutine
19.12 273 273 273 240, 290 Naringenine
25.11 182 182 182, 167 280 2-(4-Hydroxy-3-
methoxyphenyl) acide
acétique
25.72 343 172 172 238, 282 Trihydroxybenzoic
acide
26.79 277 171, 277, 171, 299 250, 272 Ester de I'acide
294, 299 gallique
27.99 219 219, 236, - 238, 280 8-Acetyl-7-hydroxy-4-
241 methylcoumarin

Tableau 4 : Chromatogramme LC-MS pour la pelure de tomates

Temps de [M+H]+ (m/z) Fragment ion| Fragment ion|A max (nm) ldentification

Retention (m/z) at 12 |(m/z) at 40

(min) eV eV

6.01 287 231 163 240, 284 40-4-5-Hydroxy-20-
methoxychalcone

14.98 611 611 303, 276 256, 352 Rutine

19.01 273 273 147, 153 238, 290 Naringenine

4. Conclusion

Dans cette étude, nous avons suggéré une approche pour la valorisation d’'un sous-produit
de la tomate par I'extraction des caroténoides dans des huiles végétales et particulierement
une huile de faible qualité. L'incorporation de purée ou de pelures de tomate n'a pas
provoqué une augmentation de I'acidité et de l'indice de peroxyde, hormis dans I'huile de
tournesol ol nous avons noté une augmentation significative de I'lndice de Peroxyde. Les
teneurs en lycopéne et en 3-caroténe étaient semblables dans tous les types d'huiles aprés
incorporation de purée de tomate indépendamment du taux d’enrichissement.

Cependant, L’enrichissement de I'huile de basse qualité par les pelures de tomate a été
largement plus efficace dans I'augmentation de la teneur en lycopéne et en B-caroténe en
comparaison a la purée de tomate. D'ailleurs, l'incorporation de purée de tomate a induit le
lessivage des composeés phénoliques, alors que la peau de tomate a permis de surmonter
ce probléme et augmenter de maniére significative toute la teneur en phénols de I'huile de
basse qualité.

En conclusion, les résultats de cette étude prouvent que l'incorporation de la peau de
tomate, considérée comme un « déchet » ou sous produit de l'industrie de transformation
de la tomate, est un des moyens efficaces d'extraire les caroténoides et les composés
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phénoliques dans un substrat gras, pour augmenter leur disponibilité biologique, et
permettre de ce fait d’'améliorer les huiles de basse qualité.
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Partie 4 : Effets du lycopéne sur certains
parametres structuraux et fonctionnels
chez le rat en en croissance.

1. Effets nutritionnels du lycopéne

1.1.

1.2.

Introduction

Pour échapper aux graves séquelles du stress oxydant, il y a nécessité de
maintenir I'équilibre entre oxydants et antioxydants, afin de préserver les performances
physiologiques optimales de I'organisme. Les antioxydants alimentaires comprennent des
vitamines (A, C et E), certains oligoéléments (sélénium, zinc), mais également des éléments
bioactifs qui ne sont ni des vitamines ni des minéraux et qui se trouvent naturellement dans
les aliments issus du régne végétal appelés phytonutriments. Ces métabolites secondaires
sont fortement impliqués en prophylaxie de plusieurs cancers et pathologies chroniques [1].

Les composés antioxydants font actuellement I'objet de nombreuses études, car en
plus d’'un intérét certain, dans la conservation des denrées comestibles pour I'industrie
alimentaire. lls pourraient s’avérer utile dans la prévention ou le traitement de nombreuses
maladies [2] . En effet, il est établi, le réle néfaste de processus oxydatif incontrélé et
de réaction de type radicalaire dans la genése, I'entretien ou les séquelles d’'un nombre
croissant de maladies, généralement liées au vieillissement, que leur mécanisme soit bien
connu (athérosclérose), ou encore a I'étude (maladie neurodégénératives)[3] .

Oxydation et antioxydants

La plupart des réactions oxydatives que l'oxygene est susceptible de provoquer dans
I'organisme humain, sont extrémement lentes. Il est donc peu toxique par lui-méme. Mais
sous I'action de radiations ionisantes, de rayons UV, de métaux de transition ou au cours
de réactions enzymatiques, plusieurs espéces beaucoup plus réactives sont produites[4] .

L'appellation « espéces réactives de I'oxygene » (ERO), inclus les radicaux libres
de l'oxygéne proprement dit, mais certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires
donc la toxicité est importante [5]. Les ERO sont produits physiologiquement, a cause
d’'imperfections au niveau de la gestion de I'oxygéne dans des processus comme la
respiration mitochondriale. Les réactions de détoxification mettent en jeu les cytochromes
P450 ou des oxydases. La production des ERO et de radicaux libres est donc normale. Elle
joue un réle, et ne devient problématique que si elle est excessive ou survient au mauvais
endroit [6] . On considére que si aucune pathologie n’est directement et uniquement
causeée par les ERO, la production de radicaux libres peut favoriser I'agrégation de diverses
maladies[7] .

1.2.1. Principaux radicaux libres rencontrés en biologie
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Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou plus)
non apparié. De par sa structure particuliére, il a tendance a attirer les électrons d’autres
atomes et molécules pour gagner en stabilité. Les principaux radicaux libres (figure 1), sont :

L'ion superoxyde (O2°-) est un dérivé trés réactif de 'oxygéne, il n’est pas trés toxique
pour I'organisme, mais il est a I'origine de cascades de réactions conduisant a la production
de molécules trés nocives. Le radical libre hydroxyle (OH®) est trés réactif, c’est un dérivé

de l'ion superoxyde. L'oxygéne singulet : 1 02, C’est une forme trés énergétique de grande
réactivité qui peut oxyder de nombreuses molécules. Le radical peroxyde: HpO2 est capable

d’initier ou de propager des dommages oxydatifs [8].
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Figure 1 : Principaux espéces réactives de
I'oxygene, et mécanismes de leurs réactions

1.2.2. Action néfaste des ERO dans les tissus biologiques

Les dérivés de I'oxygéne produits étant hautement réactifs, ils sont susceptibles de jouer un
réle d’'oxydants ou d’initiateurs de réaction radicalaires vis-a-vis de nombreuses molécules.

lls peuvent aussi entrainer le dysfonctionnement ou linactivation des protéines
et de systéme enzymatique, altérer la structure des cellules, de leur organite ou
des acides nucléiques (figure 2) [9]. Les radicaux libres peuvent induire des effets
mutagénes ou I'arrét des réplications de ’ADN. lls agissent en provoquant des altérations
de bases, des pontages ADN protéines ou des ruptures de brins. Les radicaux
libres sont également responsables d’inactivation enzymatique, d’'une fragmentation des
macromolécules (collagene, protéoglycannes, acide hyaluronique), de formation de diméres
ou d’agrégats protéiniques dans les membranes cytoplasmiques[10]. Les lipides, sont
une cible privilégiée des radicaux libres qui provoquent I'oxydation des acides gras
polyinsaturés (AGPI) des phospholipides membranaires. Le phénoméne d’auto-oxydation
ou peroxydation lipidique consiste en I'attaque par un radical libre, d’origine exogéne ou
endogéne, de dérivés lipidiques[11].
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Figure 2 : Site de production et de distribution des ERO dans I'organisme

1.2.3 Mécanisme physiologique de I'inactivation des ERO

L'organisme est capable, dans une certaine mesure, de limiter les dommages dus aux
radicaux libres, grace a des mécanismes de défense développés au cours de I'évolution.

Certains enzymes ont un rbéle de détoxification des ERO. La superoxyde
dismutase(SOD) convertit le radical anion superoxyde en d’hydrogéne, moins toxique [12].
Ce dernier est soit dismuté en oxygéne et eau grace a la catalase, soit transformé en eau,
lors de la réaction couplée a I'oxydation du glutathion (GSH), catalysée par la glutathion
peroxydase (GPX). Le glutathion oxydé peut étre réduit par la glutathion réductase (GRD)
qui a pour coenzyme le NADPH [13].

1.2.4. Moyens de défense exogénes

Les caroténoides : ils sont trés nombreux et représentent la principale source
alimentaire de rétinol. En plus de leur activité de provitamine A, les caroténoides sont
capables d’'inactiver 'oxygéne singulet et les radicaux libres. L'effet antioxydant du [3-
caroténe serait d0 a une interaction entre le radical et le systéme de doubles liaisons
conjuguées de la chaine insaturée du piégeur[14]. Le B-caroténe est particulierement
réactif vis-a-vis des lipoperoxydes : le radical peroxyde se fixerait sur un carbone

de la chaine polyinsaturée et serait stabilisé par résonance. L'effet antioxydant des
caroténoides serait dépendant de la pression d’oxygéne. Différents systémes in vitro
ont confirmé le réle protecteur de ces molécules[15].

La vitamine E ou I'a-tocophérol : Sa structure lui permet de capter les radicaux
libres, dans les zones lipophiles des membranes cellulaires (figure 3 B), grace

a sa chaine phytyle, dans les zones hydrophiles, a la surface des membranes
plasmiques, grace a son hydroxyle phénolique. L'a-tocophérol réagit avec les
radicaux oxygénés lipidiques en empéchant leur propagation. L'a-tocophérol est
également un puissant inhibiteur de la formation des nitrosamides, en captant
I'acide nitreux. Ainsi transformé, il ne peut plus réagir avec les fonctions amides des
molécules pour donner des nitrosamides [16].

La vitamine C : I'action de la vitamine C est trés controversée quant a son effet

protecteur ou activateur face a la toxicité de I'oxygéne. Selon le pH et la présence
de métaux de transition, la vitamine C peut prendre une forme réduite ou oxydée.
Le passage de l'une a l'autre se fait par l'intermédiaire d’'un radical libre, le radical
ascorbyle, et en présence de glutathion/glutathion-réductase. La vitamine C forme
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donc un couple redox, avec une forme intermédiaire radicalaire capable de capter
I'oxygene singulet et certaines espéces radicalaires. C’est ainsi qu’elle protégerait la
peau de la toxicité induite par les rayonnements

UV mais, a forte concentration, la vitamine C peut se comporter comme un pro-oxydant
générateur de radicaux libres[17].
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Figure 3 : (A) Systéme de défense de la cellule avec (B) Regéneration
biologique des radicaux libres les sites d’action des nutriments
antioxydants (en rouge) et des enzymes antioxydantes (en noir).

1.3. Balance antioxydants et stress oxydant

Le stress oxydatifest un terme général, utilisé pour décrire une situation de dommages
causés, par les radicaux libres. Dans I'ensemble de nos tissus sains, les défenses
antioxydantes sont capables de faire face et détruire les radicaux produits en excés. On dit
que la balance antioxydants/prooxydants est en équilibre. Mais dans certaines situations,
en raison d’'une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution) ou d’'une diminution
des capacités antioxydantes (insuffisance d’apports des micronutriments antioxydants,
inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre production de radicaux libres et systéme
de défense est a I'origine d’un état redox altéré de la cellule appelé stress oxydatif [18].

Le stress oxydatif di aux radicaux libres entraine des dégats tissulaires essentiellement
par I'oxydation des protéines, de I'ADN, et des lipides. L'oxydation des lipoprotéines est
probablement I'un des nombreux indices de stress oxydatif, recemment les plus étudiés. Il
est maintenant bien établi que I'athérosclérose, un composant majeur de la pathogenése
des maladies cardiovasculaire, est due a I'association d’'une hyperlipidémie et a 'oxydation
des lipoprotéines [19]. L'effet d’une intervention diététique ou d’'un apport de supplément sur
les trois indices majeurs du stress oxydatif (c’est-a-dire les dégats sur '’ADN, les protéines et
les lipides) reste controversé [20]. Alors que certaines études ont montré un effet protecteur
par I'adjonction d’antioxydants (nutritionnels ou pharmacologiques), d’autres études ont
échoué dans I'observation d’une influence significative [21].

1.4. Approche scientifique des études sur I'activité biologique du
lycopéne

Les difficultés rencontrées dans les études in vitrosont inhérentes a la nature de la substance
du lycopéne. ll est trés insoluble en milieu aqueux et dans de nombreux solvants organiques,
formant rapidement des agrégats. Il est vital, que le lycopéne puisse étre introduit dans les
cellules en culture. Plusieurs méthodes ont été proposées pour introduire le lycopéne ou ses
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isoméres-cis aux cellules en culture. Les résultats indiquent que le moyen le plus efficace
est I'inclusion du lycopéne (ou de ses isoméres) en micelles [22].

Dans le cas des études in vivo, les études épidémiologiques ont des significations et
des valeurs différentes selon leur nature. Les études d’observation comprennent les études
écologiques de comparaison de populations en termes d’incidence de maladie et d’apports
alimentaires : |l s’agit le plus souvent de statistiques de morbi-mortalite [23]. Ces études ont
une simple valeur d’orientation. lls peuvent permettre par exemple de mettre en évidence
une association entre un aliment (ou une alimentation) et un risque de pathologie, parfois
entre un nutriment ou une concentration plasmatique et un risque de pathologie, mais ceux-
ci peuvent n’étre que des marqueurs[24]. En ce qui concerne les études cas-temoins et les
études prospectives, elles sont aussi des études d’observation mais elles concernent les
données cumulées d’individus tant en termes de pathologie que de nutrition. Les études
prospectives sont plus performantes, mais leur réalisation demeure plus lourde et plus
colteuse, aussi, les études d’intervention sont encore plus pertinentes et décisives, caril y
a un tirage au sort (randomisation) pour un changement alimentaire ou la prescription d’un
nutriment ou d’'un complément alimentaire[25].

1.5. Synthéses des travaux sur le réle protecteur du lycopéne

Les caroténoides sont des antioxydants qui captent et neutralisent I'oxygéne singulet et
radicaux peroxyls par transfert direct de I'énergie entre ces molécules [26]. Cette énergie
peut étre absorbée dans le milieu sous forme de chaleur ou par autodestruction de la
molécule de caroténoide elle-méme. Pour se faire, leurs concentrations et leurs orientations,
doivent étre appropriées et spécifiques a I'endroit des radicaux libres ou ils sont produits [27]
. Plusieurs études épidémiologiques ont suggéré, qu’une consommation accrue de lycopéne
via les produits de tomates, engendre une élévation des taux sériques en lycopéne. Celle-ci
estinversement liée a l'incidence des maladies cardiovasculaires et cancer de prostate [28].

Les études cliniques élaborées pour évaluer I'impact de consommation de lycopéne
ou de tomate sur le risque de la progression du cancer de la prostate, ont révélé
une amélioration des réponses de l'antigéne (PSA) avec stabilisation de la maladie
[29].Contrairement aune étude, qui n'a révélé aucun effet du lycopéne sur I'apoptosis
induite dans des cellules cancéreuses, chez 'humain [30]. En revanche, dans un modéle
d'emphyséme de souris le lycopéne a diminué le taux d'apoptosis [31]. Deux autres études,
chez I'animal, suggérent que le lycopéne empéche la progression du cycle des cellules,
dans un modéle oral de cancer et un autre modele sous-cutané de cancer de la prostate
chez les souris [32]. Il y a donc, peu d'évidence in vivo pour soutenir une élévation de
communication par jonction suite a une consommation de lycopéne, ou que celui-ci puisse
changer le cycle de progression des cellules cancéreuses [33]. Ce qu'il faut noter par contre,
c’est que certains travaux, ont révélé une diminution significative de risque de cancer de
prostate, aprés ingestion de produits transformés de la tomate, et non pas des tomates
crues [34].

Les études chez I'animal, révélent qu’un régime avec 10% de poudre de la tomate,
a induit une diminution de la tumeur chez le rat. La poudre de tomate s’est révélée plus
efficace que le lycopéne [35].Dans une autre étude, I'introduction du lycopéne par gavage
chez les souris n’a généré aucun changement, dans le cancer de la prostate. Cependant,
la combinaison lycopéne vitamine E a diminué de maniére significative la croissance de
tumeur [36].Nous devons tout de méme rester trés prudents, quant a l'interprétation des
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résultats, car les données animales sont plus difficiles a interpréter en raison du modéle, de
I'espéce, et des types d'administration.

En ce qui concerne l'effet antioxydant du lycopéne, Il y a un certain nombre d'études
in vivo qui démontrent un retard du temps de latence de I'oxydation de LDL, chimiquement
induite dans le sang obtenu des sujets humains alimentés par les produits et extraits de
tomate [37]. Unesupplémentation en lycopéne, a des taux de 10, 15, et 30 mg, n’a pas eu
d’effet sur la peroxydation des lipides du sérum ni une protection des LDL encore moins sur
le marqueur MDA. |l s’avére donc, qu’une interaction avec d'autres composés de la tomate
peut se produire. Par exemple, la combinaison synergique du lycopéne, autres caroténoides
et les polyphénols de tomate, qui semble améliorer le statut antioxydant [38].Beaucoup
d'extraits de lycopéne, utilisés dans les études (souvent de tomates), qui peuvent contenir
d'autres composés, ont été comparés a I'utilisation du lycopéne pur. Le lycopéne donné en
supplément chez des femmes post ménopausées n'a pas empéché les dommages dans
I’ADN, méme s’il a diminué les dommages des lymphocytes [39].

Il'y a accord presque universel que le lycopéne est un excellent antioxydant in vitro,
particulierement face a l'oxygéne singulet, et peut étre la meilleure molécule diététique a
cet égard.ll demeure tout de méme une question relative a la concentration optimale qui
peut réellement avoir un impact sur l'incidence des pathologies étudiées. On sait que les
caroténoides, méme s’ils sont présents a forte concentration dans plusieurs aliments, ils ne
sont pas tous absorbés et ne s’accumulent qu’a des concentrations faibles (entre 0.01 et
0.05 micro molle/m/dL) dans le sang et les tissus [40].Ceci apparait dans une étude, ou il a
été trouvé 11,6 molécules d’(1 tocophérol par molécule de LDL, mais seulement 0,9 et 0,5
molécules de lycopene, et de 8 caroténe, respectivement [41]. Il semble donc, peu probable
gu’'une molécule de lycopéne dans la particule de LDL aurait un impact sur l'oxydation
de LDL [42]. Bien que le lycopéne soit le caroténoide majeur (80%) dans le sérum et
les différents tissus chez ’lhomme [43], il n'en demeure pas moins que la concentration
en tocophérol est bien plus importante que la concentration en lycopéne dans la prostate
humaine [44] .

Un autre mécanisme d’action du lycopéne, celui d’induire et de favoriser I'action des
enzymes de détoxification. Les conclusions des différentes études sont partagées entre des
résultats qui suggérent que le lycopene favorise l'activité des enzymes hépatiques de la
phase Il chez le rat [45], et d’autres conclusions sur l'inexistence d’'un effet du lycopéne
sur les enzymes de détoxication [46]. Entre autres, le fait de la diminution de I'absorption
des autres caroténoides, suite au métabolisme préférentiel, il ne faudrait pas perdre de vue
I'effet pro-oxydant a forte dose [47].

Il a été également suggéré, que le lycopéne puisse empécher I'athérosclérose, en
diminuant I'expression des molécules d'adhérence a la surface de cellules et dans l'intima.
Ici, également, il y a peu d’évidence pour affirmer que le lycopéne limite I'athérosclérose
[48].Aussi, sur l'effet hypocholestérolémiant du lycopéne, seule une étude humaine a
révélée une diminution du taux de cholestérol sérique en présence de lycopéne [49],une
autre étuden'indiquait aucun effet sur les LDL et HDL cholestérol du sérum [50].En
conclusion, il y a peu d’évidence in vivopour affirmer que le lycopéne diminue les risques de
maladie cardiovasculaire en améliorant le profil du cholestérol dans le sérum. Il ne faudrait
pas perdre de vue, l'effet dose, car il y a risque de saturation des mécanismes absorbants.
Cet état de fait, peut avoir une implication pour les épreuves cliniques.

1.6. Les formes bioactives du lycopéne
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1.7.

Bien que 90% du lycopéne dans les sources diététiques soit trouvé dans la forme tout trans,
les tissus humains (en particulier foie, tissu adipeux, testicules et prostate) contiennent
principalement les isoméres cis du lycopéne. De méme que le 5, 13, et 9 cis lycopéne
non détectés dans les produits de transformation de la tomate (purée et jus), étaient
prédominants dans le sérum [51]. Douze isoméres cis du lycopéne, représentent entre 70
a 80% de la concentration totale des isomeres cis lycopéne [52].

Les études physicochimiques, suggérent que les formes cis isoméres du lycopéne
sont efficacement incorporées dans les micelles aprés digestion dans la lumiére intestinale
et passage dans les chylomicrons par I'anthérocyte. lls sont également préférentiellement
incorporés par le foie dans les lipoprotéines de trés a basse densité (VLDL) et
transportés dans le sang [563]. Des travaux ont mis en évidence, que lisomérisation
frans en cis lycopéne a été favorisée par I'acidité du suc gastrique. Ainsi, le pH peut
influencer I'isomérisation dans la matrice alimentaire ce qui faciliterait leur biodisponibilité
biologique [54]. D’ailleurs les processus technologiques de transformation (concentration,
pasteurisation etc.), accentuent la libération du lycopéne de la matrice alimentaire tout
en augmentant la biodisponibilit¢ des formes cis lycopéne, contrairement aux tomates
crues [55]. Cependant certains composés, tels les fibres et les stérols, peuvent interférer
le métabolisme et l'incorporation du lycopéne dans les micelles en abaissant ses taux
d’absorption [56]. Les graisses diététiques ont été montrées pour favoriser I'absorption de
lycopéne, principalement en stimulant le suc biliaire pour la formation des micelles. La
consommation des produits de tomate, avec I'huile d'olive ou de tournesol a été montrée
pour induire une plus grande biodisponibilité du lycopéne, bien que I'activité antioxydante
du plasma se soit améliorée, avec la consommation d'huile d'olive, suggérant ainsi, I'effet
favorable des acides gras monoinsaturés (acide oléique pourrait faciliter la formation des
chylomicrons) sur I'absorption de lycopéne et son mécanisme antioxydant [57].

Perspectives des recherches sur le lycopéne

Les objectifs principaux des essais in vitro se sont focalisés sur I'évaluation des
meécanismes actifs dans I'absorption du lycopéne, son transfert dans le plasma et son
réle protecteur contre le développement des plaques athérosclérotiques. Aujourd’hui, Les
lignes d’investigations dans la partie in vitro devront se concentrer sur la culture des
cellules, 'oxydation des LDL isolés, la synthése et l'isolation des isoméres de lycopéne
et leurs métabolites respectifs et, I'analyse des métabolites du lycopéne pour étudier
leur activité biologique dans les divers types de cellules. Dans I'absorption intestinale du
lycopéne, plusieurs transporteurs membranaires ont été identifiés auxquels on attribue la
responsabilité de 'absorption des lipides et des caroténoides dans les entérocytes humains.
L'incorporation du R-caroténe dans les entérocytes par des transporteurs membranaires
spécifiques a déja été démontrée, mais le mécanisme pour le lycopéne reste a élucider.
Récemment, les études, ont indiqué que I'absorption du lycopéne a partir de I'intestin
humain dépend peut-étre de plusieurs transporteurs spécifiques. L'oxydation des LDL est
I'un des événements initiaux de I'athérosclérose. Elle pourrait se dérouler dans la circulation,
ou dans l'espace sous-intimal de l'artere. Les LDL sont responsables du transfert du
cholestérol vers les tissus et contiennent plusieurs antioxydants solubles dans les lipides
comme la vitamine E, le BR-caroténe, et les isomeéres trans et cis du lycopéne. La molécule
du lycopéne posséde une longue structure ouverte a 40 carbones, et pendant I'oxydation,
la longue chaine polyéne, peut étre clivée ou isomérisée par déshydrogénation/hydratation,
produisant des isoméres cis. Les isoméres cisdu lycopéne sont localisés dans les LDL et
dans certains tissus du corps. Leur nature chimique et leurs propriétés antioxydantes n’ont
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pas été pleinement examinées. Leur isolation et leur distribution pourraient apporter plus
d’information sur le réle des isoméres-cis dans leur rbéle d’antioxydants. Le mécanisme de
dégradation du lycopéne est trés complexe et comprend la formation de divers composés :
isomeres cis, époxydes, etc. Le lycopéne est chimiquement modifié pour produire des
chaines plus courtes de composés qui conservent leur action biologique.Toutefois, les
radicaux libres et les espéces réactives peuvent provoquer le clivage chimique (et
éventuellement l'isomérisation) du lycopéne. Les métabolites qui en résultent, avec les
dérivés d’oxydation du cholestérol, pourraient influencer I'activité des cellules vasculaires
et des monocytes dans I'espace sous-intimal de 'artére.

2. Matériels et méthodes

2.1. Expérimentation animale

Afin d’évaluer I'effet nutritionnel des pelures de tomates lyophilisées (sources de lycopéne),
sur les paramétres lipidiques sérique (CHOL, TG, HDL, LDL), l'activité antioxydante des
enzymes hépatiques (GPX, GRD, CAT), et les niveaux des TBARS et du lycopéne dans
le sérum et dans le foie. Nous avons incorporé, des pelures de tomates lyophilisées a un
taux de 12%, dans un régime alimentaire standard pour rat. Aussi, nous devions proposer,
un mécanisme et moyen de créer un stress oxydatif chez les animaux (rats). Aprés avoir,
consulter les travaux les plus récents, nous avons opté pour la supplémentation des régimes
alimentaires par du cholestérol a 1% [58], et en huile de noix de coco raffinée (riche en
acide gras saturés). La période de traitement s’est étalée sur 8 semaines.

2.1.1 Matériels biologiques

2.1.1.1 Animaux et régimes alimentaires:

L'expérimentation animale porte sur un échantillon de 24 rats méales albinos de souche
Wistar. Ces animaux forment une population relativement homogéne puisqu’ils proviennent
du laboratoire de pharmacologie CRD-SAIDAL (Alger). Nous avons choisi des rats
blancs (Ratus norvegicus, souche Wistar) de sexe male originaires de la firme IFFA-
CREDO (France) et produits par I'Unité de Recherche en Médicaments et Techniques
Pharmaceutiques (URMTP). Nous avons choisi exclusivement des rats males pour exclure
toute variation métabolique d’origine hormonale. L'élevage de ces animaux a été réalisé
dans un local d’espace moyen (L = 6 m, | = 3,15 m, h= 2,20 m) dont la construction des
murs et du sol facilite le nettoyage et la désinfection.

Tableau 1 : Paramétres du milieu ambiant de I’animalerie (U.R.M.T.P-SAIDAL)

Température Ventilation Humidité Eclairage Bruit

22°C régulée par Fenétre 55% £ 10% 12h/ 24h Naturel |Allées et venues

climatiseur (2.05m x2.6m) et artificiel limitées dans
ventilation I'animalerie

2.1.1.2. Conditions d’élevage
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Apres sevrage (03 semaines et une semaine d’adaptation), les rats sont séparés en 4 lots
expérimentaux a raison de 6 rats chacun. Les animaux sont placés ensemble dans des
cages en polypropyléne (32cmx20cmxI3cm), a une température de 24° C avec une humidité
de 50%. Les animaux sont nourris a partir d’'un régime préparé a cet effet. La nourriture
ainsi que I'eau sont données ad-libitum.

2.1.1.3. Répartition des lots

L'expérimentation que nous avons menée porte sur vingt quatre (24) rats 4gés de quatre
(04) semaines dont le poids varie de 80 a 90 gr. Ces rats sont répartis en quatre lots de
6 rats chacun.

2.1.1.4. Déroulement de I’expérimentation

Les animaux, recoivent les régimes respectifs durant la période d’expérimentation. Les
pesées se font, chaque semaine, et le premier sacrifice et prélevements de sang, se font

a la 4°M€

m
la 8°M€

semaine, le deuxiéme sacrifice se fait a la fin de I'expérimentation, c'est-a-dire

semaine.

2.1.1.5. Traitements administrés

Les rats du premier lot (Lot 1) ont été considérés comme témoins, regoivent, 85% d’aliment
ONAB + 15% I'huile de tournesol.

Les rats du deuxiéme lot (Lot 2), recoivent, I'aliment 84% d’aliment ONAB + 15% d’une
huile composée de (70% huile de coco + 30% huile de Tournesol) + 1% Cholestérol.

Les rats du troisieme lot (Lot 3), recoivent, 72% d’aliment ONAB + 15% d’une huile
composée de (70% huile de coco + 30% huile de Tournesol + 1% Cholestérol + 12% de
pelure de tomate lyophilisée.

Les rats du quatriéme lot (Lot 4) recoivent, 72% d’aliment ONAB + 15% d’une huile
composée de (70% huile de coco + 30% huile de Tournesol + 1% Cholestérol + 12% de
pulpe de tomate lyophilisée.

Tableau 2 : Traitements administrés aux rats suivant les lots et nombre de rats sacrifiés périodiquement
par lot.

N° du lot 1 2 3 4
Supplémentation Régime Stand + Régime stand |Régime stand + Régime stand
Huile T.Sol 15% +(70%H.Coco |(70%H.Coco+30% |+ (70%H.Coco
+30% T.Soll) T.Sol) +1% Chol +30% T.Sol) +1%

+1% Chol + 15% pelures Tom |Chol + 15 %
pulpe tom
Sacrifice 1 (30j) 3/6 3/6 3/6 3/6
Sacrifice 2 (60j) 3/6 3/6 3/6 3/6

2.1.1.6. Composition du régime standard (granules ONAB)

La composition du régime standard qui a servi a l'alimentation des rats est donnée dans
'annexe 1. Le cholestérol (a 96% produit Alfa Aesar GMBH Allemagne), nous a été fourni
par le DTA Boumerdes, I'huile de noix de coco raffinée, nous a été fournie par Sofamar Alger.
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2.1.1.7. Prélevements sanguins

Le prélévement sanguin s’effectue aprés mise a jeun des animaux et anesthésiés par
inhalation (a I'éther). La technique de prélévement se fait par ponction du sinus rétro- orbitale
en utilisant des micro-hématocrites. On recueille le sang dans des tubes secs. Le sérum
est obtenu par centrifugation & 3500 tr / min pendant 15 mn, puis récupéré a 'aide d’'une
micro-pipette dans des tubes secs eppendorf et conservé a -20°C. Les foies sont prélevés
rapidement, lavés dans une solution glacée de NaCl 9%o0, pesés et congelés a-70°C jusqu’a
leur analyse.

2.2. Analyses et dosages sériques

2.2.1. Mesures pondérales:

a. Courbe de croissance : Une courbe de croissance est établie a partir des poids moyens
de rats des différents lots pris chaque semaine et avant chaque prélévement.

b. Gain de poids : Le gain de poids est défini comme étant la différence entre le poids
final et initial (avant et aprés traitement) du rat.

c. Indice hépato-somatique (IHS) : L'indice hépato-somatique est calculé a partir
du rapport entre le poids du foie et celui du corps, multiplié par cent.

2.2.2 Dosage du cholestérol sérique:

Le dosage du cholestérol sérique est réalisé selon la méthode CHOD-PAP :

Cholestérol-ester + HaO Cholestérol + acides gras

Peromardase

Cholestérol + Oy Cholestérol-3- + HyOy

2.2.3. Dosage des triglycérides sériques:

Les triglycérides sériques ont été déterminés selon la méthode dont le principe est le suivant:
Triglycérides Glycérol + acides gras

2.2.4. Dosage des HDL et des LDL sériques

Les chylomicrons et les VLDL précipitent par addition d’acide phosphotungstique et de
chlorure de magnésium. Le surnageant obtenu aprés centrifugation contient les HDL qui
seront dosés par le réactif de cholestérol, le liquicolor. La micro méthode, utilise 200ul de
sérum qui est centrifugé a 4000tr/mn pendant 10 mn, L'absorbance est lue a 500nm. Le
cholestérol standard est a 50 mg/dl.

Le calcul des LDL, se fait selon : LDL-C = TC - HDL-C - TG/ 5.

2.2.5. Dosage des marqueurs hépatiques

Le plasma récupéré a été acheminé au laboratoire d’analyse (H6pital de de Bertraria Alger)
pour y effectuer les dosages. Les analyses ont été effectuées sur un analyseur de type
«Cobas integra400 plus». C’est un analyseur sélectif et continu, congu pour fonctionner
sur un plan de travail. Il fonctionne avec trois systémes de mesure séparés. Le calcul des
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résultats est réalisé automatiquement par I'analyseur et le facteur de conversion est: 01 U/
I x0,0167 = 01 pkat/l

2.2.5.1. Dosage de l’activité enzymatique de ’ASAT

L’ASAT, catalyse le transfert du groupement amine entre le L-aspartate et le 2- oxoglutarate
pour former de I'oxaloacétate et du L-glutamate. L'oxaloacétate réagit ensuite avec le NADH,
en présence de malate-déshydrogénase (MDH), pour former du NAD. Le phosphate de
pyridoxal agit comme un coenzyme dans la réaction de transfert d’amines. Il garantit une
activation enzymatique compléte.

L-Aspartate + Z-oxoglutarate AIAT Cheolestéral + acides gras

MMDH
Cwaloacétate + NADH + H+ » L-Idalate + N AD+

La vitesse initiale de formation du NADH est directement proportionnelle a I'activité
catalytique de I’ASAT. Elle est mesurée par la diminution de I'absorbance a 340 nm. Le
calcul des résultats est réalisé automatiquement par I'analyseur et le facteur de conversion
est: 01 U/l x 0,0167 = 01 pkat/l [59].

2.2.5.2. Dosage de l'activité de ’ALAT

L’ALAT catalyse la réaction entre l'alanine et le 2-oxoglutarate. Le pyruvate formé est réduit
par le NADH, dans une réaction catalysée par la lactate-déshydrogénase (LDH) pour former

du L-lactate et du NAD+.

L-Alanine + Z-oxoglutarate ALAT Pyruvate + L-glutarmate

Pyruvate + MADH + H+ LDH - L-Lactate + I AD+

La vitesse initiale de formation du NADH est directement proportionnelle a 'activité
catalytique de I'ALAT. Elle est déterminée par la diminution de I'absorbance a 340 nm [59].

2.2.5.3. Dosage de I'activité de la LDH

La LDH catalyse la réaction entre le pyruvate et le NADH pour former le L-lactate et le NAD" .

LDH
Pyruvate + NADH+ H* > L-Lactate + MAD

2.2.5.4. Dosage de I'activité enzymatique de la PAL

En présence dions Mg++ et Zn++, le p-nitrophénylphosphate est scindé par les
phosphatases alcalines en phosphate et p-nitrophénol.

P-MNitrophénylphesphate + HzO ALP » phosphate+ P-Nitrophénel

La concentration en p-nitrophénol libérée est proportionnelle a Il'activité de la
phosphatase alcaline. Elle est mesurée par 'augmentation de I'absorbance a 409 nm [60].
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2.2.5.5. Dosage de la glutathion peroxydase.

L'activité de la GPX (EC 1.111.19), est évaluée en présence de Glutathion comme réducteur,
selon la méthode [61], cette réaction est couplée a la réduction par la GRD du GSSG formé
en présence du NADPH.

GFX
FOOH+ 2G5H — 2 H:0+ GE55G

GS5G + NADPH, H+ “FP  2GsH + NADP+

La disparition du NADPH est suivie, par lecture de la DO a 340 nm. L'activité est
exprimée en n mol de NADPH consommeé par minute et par mg de protéines (qui correspond
a la quantité d’hydropéroxydes réduit), le substrat utilisé est 'eau oxygénée (H202 a 6.6
mmol, mais il est nécessaire d’ajuster le milieu réactionnel a une concentration de 20 mmol
avec I'azide de sodium, pour inhiber l'activité de la catalase, la réaction non enzymatique est
importante avec le H202. Ce qui impose également de ne pas dépasser une concentration

finale de GSH de 0.5 mmol. Les homogénats (foie 1g /10 ml), sont réalisés dans du tampon
Tris - HCI 50 mmol, 0.1 mmol EDTA, pH 7.6, a I'aide d’'un broyeur homogénéiseur de
Patter; 100 pl d’échantillon sont mis en suspension dans une solution A contenant 13 mg
de NADPH, 34 mg de GSH et 100 U de GRD pour 100 ml de tampon, on incube a 37 °C
pendant 3 minutes pour activer 'enzyme, puis on ajoute 50 ul de substrat Ho02 & 6.6 mmol,

on agite et on enregistre I'absorption a 340 nm pendant un temps supérieur ou égala 2 mn .

2.2.5.6. Dosage de la glutathion réductase

G8SC « NADPHH* _ o  _  2GSH+ NADP

L'activité de la Glutathion réductase (EC 1.6.4.2) est évaluée selon la méthode de [62],
en mesurant la disparition du NADPH a 339 nm, elle est exprimée en nmol de NADPH oxydé
par mn et par mg de protéines. 100 ul d’échantillon obtenu aprés broyage de tissus dans
du tampon phosphate a 0.12 mol, pH 7.6, sont mis en suspension avec 2.6 ml de tampon
phosphate 2 0.12 mol, pH 7.6 a 37 °C, et de 100 pl d’'une solution de EDTA a 15 mmol et 100
Ml d’une solution GSSG a 65.3 mmol. On attend 5 mn puis on ajoute 50 pl d’'une solution de
NADPH a 9.6 mmol et fait une lecture de I'absorbance a 339 nm pendant un temps de 3 mn.

2.2.5.7. Dosage de la Catalase (CAT) dans le foie

L’activité de la catalase (EC. 1.11.1.6) est mesurée en suivant la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne, qui absorbe a 240 nm [63].
Catalase
2Hpx *  2HO+ 1k

Les résultats sont exprimés en nmol de H202 réduit / mn/ mg de protéines.

2.3. Extraction du lycopéne dans le sérum

Pour extraire le lycopéne du sérum, nous avons melange 250 ul de sérum avec 250 ul
d’éthanol absolu, ensuite nous avons additionné 150 u1 de la solution d’étalon interne. Les
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tubes ont été passés au vortex pendant 30 secondes, ensuite nous avons ajouté | ml d’'une
solution d’hexane (concentration de 0.lg de BHT pour 100 ml d’hexane). Le mélange ainsi
obtenu est passé au vortex pendant 2 mn a une vitesse rapide suivi d’'une centrifugation, a
4000 tr/mn, a température ambiante, pendant 10mn. Nous avons ensuite prélevé la phase
hexanique pour évaporer a sec sous azote. Le résidu sec a été repris dans 150 ml dans la
phase mobile et dissoute par agitation au vortex pendant 30 s.

La préparation de la phase mobile a été réalisée au moment de I'emploi. Elle consiste
en un mélange d’acétonitrile/Méthanol/dichlorométhane au rapport de 70/20/10 (v/v/v). La
détection du lycopéne se fait a 472 nm.

2.4. Extraction du lycopéne dans le foie

Pour réaliser le dosage du lycopéne dans le foie, nous avons homogénéisé un (01) gramme
de foie dans un tube en verre renfermant 8 ml d’acétone contenant 0.25% de BHT (2.6-
di-terte-butyl-4-méthylphénol). Nous avons ensuite passé le mélange au vortex pendant
2mn puis l'avons laissé dans la glace pendant 25mn. L’échantillon a été ensuite repris
et centrifugé a 13000g (4°C) pendant 10 mn pour enfin recueillir le surnageant. Une
seconde extraction a été réalisée a partir du reste de I'échantillon et les deux phases ainsi
obtenues ont été évaporées a 30°C. L’échantillon évaporé a été repris dans 2 ml d’éthanol
- eau (1 :1 v/v) pour subir deux nouvelles extractions, comme décrit précédemment, en
utilisant de I'hexane (4ml et 2m1, au lieu de I'acétone). Aprés évaporation de la phase
organique obtenue, nous avons re-dissous le résidu dans un volume final de 1 ml d’hexane
- dichlorométhane (1 :1, vlv). La solution obtenue a été injectée dans le chromatographe
liquide a haute pression (HPLC) pour analyse. La phase mobile est constituée d’'un mélange
méthanol—acetonitrile (70:30 v/v), le lycopéne est détecté a une longueur d’onde de 471nm.

Appareillage et conditions opératoires:

Colonne Nucleodur C18, Détecteur JASCO UV 2075 plus, Débit 1ml/mn, Pompe
JASCO P4- 980, Température de la colonne 20 °C.

2.5. Dosage des lipoperoxydation TBARS plasmatiques et hépatiques

Le protocole expérimental du dosage du TBARS sérique a été inspiré de la méthode de
Draper et al [64]. La Peroxidation lipidique (MDA) a été mesuré par 'acide thiobarbiturique
(TBA-MDA) et rapporté, comme substances réactives au TBA (Acide 2- Thiobarbiturique4.6-
Dihydroxypyrimidine 2-thiol ; Pureté : 98% ; C4H4N20O2S ; FW : 144.1 ; Produit : Sigma
USA). 1 ml d'échantillon biologique est combiné avec 2.0 ml de 1:1 TCA/TBA (30% acide
TCA et 0.67% TBA) en présence de BHT a 0.25%. Apres incubation pendant 45 mn dans
un bain marie bouillant, La phase est extraite avec le n butanol aprés refroidissement.
Les phases ainsi récupérées sont centrifugées (2000 tr/min pour 10 min a 4°C), et la
concentration TBARS a été déterminée par spectrophotométrie a 532 nm. Les MDA, formé
aprés dégradation des acides gras polyinsaturés, serviront d’indicateur grace au complexe
rose. Les résultats sont calculés en utilisant un coefficient de I'extinction de 1.56 et a rapporté
comme mol/L dans le cas du plasma, et en mol/g dans des tissus hépatiques.

3. Résultats et discussion
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3.1 Croissance et gain de poids
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Figure 4 :Evolution pondérale (A) et gain de poids (B)
des différents lots en fonction de la durée de traitement.

La figure 4, montre I'évolution pondérale des quatre lots expérimentaux, nous
constatons qu’il n’existe pas de variations significatives tout au long de la durée de
traitement. Les poids corporels des rats des 4 lots ont évolué de la méme maniére, les
régimes étaient consommeés par tous les groupes. Les rats ont gagné du poids, durant toute
I'expérimentation. Il n'y avait aucune différence significative dans I'efficacité du régime.

Nous avons constaté par contre une réduction de la prise alimentaire, durant la 3eme

semaine de traitement, due probablement a des perturbations digestives.

Bl Te mnin
OChol

ECho HPelnae
@ Cho HFulpe

R i

IHE
SEBEEES

45ermaines 4 senmines

Figure 5 : IHS des différents lots en fonction de la durée de traitement.

Les gains de poids (figure 4B) ont évolué significativement chez les 4 lots

particulierement a la fin de la 4&me semaine, soit des augmentations de 52%, 51%, 57% et

59%, pourleslots 1, 2, 3 et 4 respectivement. Les gains de poids ont marqué une régression
a la fin du traitement, soit 21% pour le lot 1, 32% pour le lot 2, 28% pour le lot 3, et 29% pour
le lot 4. Nous remarquons I'évolution similaire chez les lots 3 et 4. Nous n’avons pas observé
de réduction de croissance, méme aprés ingestion d’'un régime enrichi en cholestérol. Ceci
résulterait d’'une absence de toxicité induite par la présence des esters oxydés.

En ce qui concerne I'HS (figure 5), nous observons un IHS élevé chez les rats du

lot 2 comparativement aux autres lots, particulierement a la 4°M€ semaine de traitement,

Il y a lieu de noter, la stabilité de I'HS, des lots 2 et 3 et méme un rétablissement a la

geme semaine, comparativement au lot témoin (lot 1). Nous pouvons considérer, que les
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rats du lot 2, témoignent d’'une hypertrophie du foie, mais sans toutefois pouvoir avancer
une explication. Une étude histologique aurait probablement apporté quelques éléments de
réponse.

3.2 Variation des lipides sériques
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Figure 6 : Variation du cholestérol (A) et des triglycérides
sérique en fonction de la durée de traitement.

L'effet des régimes ingérés s’est traduit par 'augmentation des concentrations du
cholestérol (figure 6 A) particulierement a la 4eme semaine. Les taux enregistrés par les
rats des lots 2, et 4 sont significativement élevés soit une augmentation de 11% et 12,5%
respectivement, en comparaison des taux enregistrés chez les rats du lot 2, soit 6%. En
comparant les taux de cholestérol des lots 2 et 4, on peut affirmer que la supplémentation
n'a pas d’effet sur les taux de cholestérol. L'augmentation de la cholestérolémie est due
a une baisse de clairance, I'effet du lycopéne (a partir des pelures) est apparent dans la
stabilité des concentrations chez les rats du lot 3. Une diminution des taux de cholestérol
sérique serait due a une réduction de la biosynthése du cholestérol hépatique, résultant de
la diminution de I'activité de la LCAT, suite a la réduction de la biosynthése des VLDL [65].
Aussi est désigné sous le nom d’hyperlipidémie toute augmentation dans le sang, d’une
fraction des lipides circulants a I'état physiologique, que ce soit les triglycérides, les esters de
cholestérol et plus accessoirement les phospholipides. Par ailleurs, le lycopéne, examinés
sur les triglycérides autoxydés, a révélé un effet prooxydant des hydroperoxydes [66].
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Figure 7 : Variation des lipoprotéines sérique HDL
(A) et LDL (B) en fonction de la durée de traitement.
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Les taux des HDL (figure 7A) enregistrés par les rat du lot 2, sont relativement faibles
comparativement a ceux du lot témoin (lot 1) soit une baisse de 20%, et de 14% par
rapport au lot 3. En ce qui concerne les taux de LDL (figure 7B), on note que les rats
du lot 2 présentent des concentrations de LDL élevés comparativement aux lots 1, 3, et
4 et d’autant plus accentué a la fin du traitement soit 34%, 23%, et 16% respectivement.
Il est connu que, le taux des HDL-C sériques est étroitement et inversement corrélé au
risque cardiovasculaire, 'Apo Al représente la fraction protectrice des HDL-C n’apporte
pas un effet protecteur absolu. Le facteur déterminant reste le rapport LDL/HDL [67]. En
outre le risque est augmenté si l'indice d’atérogénécité : Chol T/HDL est supérieur a 4,5.
De méme que dans le cas d’'une hypo-alpha-lipoprotéinémie, il est impératif de normaliser
le taux des triglycérides s’ils sont élevés [68]. En mesurant les différentes activités
impliquées dans la voie métabolique du transport inverse du cholestérol, il apparait que les
hypertriglycédémies, induisent une diminution des HDL [69]. Aussi, 'augmentation des taux
de LDL, peut résulter d’'un défaut de catabolisme, en raison d’'une anomalie des récepteurs
LDL, ou alors suite a la mutation de I'Apo B, caractérisée par des hypercholestérolémies.
Le lycopéne peut contribuer au reglement du métabolisme de cholestérol dans des cultures
de cellules macrophage, en augmentant I'activité des récepteurs LDL [70].

3.3. Variation des marqueurs hépatiques

Le bilan des marqueurs hépatique permet, de rechercher une éventuelle anomalie de la
fonction hépatique, Parmi les différents types de dysfonctionnement du foie, on distingue
différents syndromes dont les principaux sont l'insuffisance hépatocellulaire, la cytolyse, la
cholestase et I'inflammation.
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Figure 8 : Variation de 'ALAT (A) et de
I'ASAT (B) en fonction de la durée de traitement.

La figure 8 A, montre des taux élevés de 'ALAT chez les rats du lot 2, comparés
a ceux du lot 1, 3 et 4. Les augmentations varient de 36% a 37%, cela apparait de

maniere plus accentuée lors de la 8°™M€ semaine (+8%). En fin de traitement les écarts

sont plus importants, 56%, 45%, et 32%, comparativement au lot 2. LALAT est une
enzyme confinée dans le cytoplasme et les concentrations les plus élevées se retrouvent
au niveau du foie. Lorsque les tissus sont I1ésés, avec une augmentation de la perméabilité
membranaire et de la nécrose cellulaire, ils libérent leurs enzymes dans le sang [71]. En
pathologie, 'augmentation des transaminases glutamiques pyruvates est un signe d’'une
cytolyse hépatique. Une « intoxication » pourrait avoir provoqué I'augmentation de I'activité
enzymatique de I'ALAT chez les rats du lot 2.
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Les concentrations de I'ASAT (figure 8B), présentent une augmentation de 51%,

eme eme

comparé aulot1ala4 semaine et de 35% ala 8 semaine (-10%). Ces taux sont

de 27% et de 30%, plus élevés que chez les rats du lot 3, entre la 4°M€ ¢t 8°M€ semaine.
L'enzyme ASAT, se retrouve dans le cytoplasme et les mitochondries de nombreux tissus,
tels le foie le myocarde, et les globules rouges.

L'’ASAT et 'ALAT, sont deux marqueurs constituant des indicateurs fiables des lésions
hépatocellulaires de linflammation. L'augmentation de ces taux chez les rats du lot 2,
peut s’expliquer par la peroxydation lipidique des membranes plasmiques, provoquant leur
libération dans la circulation sanguine. Cet état de fait, est le signe d’'une altération ou d’'une
souffrance cellulaire [72]. Le régime hypercholstérolémiant ingérer par les rats du lot 1,
inhiberait sans doute I'action de I'ATP intercellulaire, et perturbe le fonctionnement de ces
pompes ioniques, ainsi le volume augmente et la cellule gonfle [73].
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Figure 9 : Variations des LDH (A) et des
PAL (B) en fonction de la durée de traitement.

La concentration en LDH (figure 9 A), est significativement élevée chez les rats du
lot 2, soit 48%, 44% et 26% par rapport au lot 1, lot 2 et lot 3 respectivement, dés la

4&me semaine de traitement. A la fin du traitement, on note une baisse des taux de

LDH, représentant 23%. La spécificité de la LDH, est faible, mais peut augmenter par la
détermination des isoenzymes. Les valeurs de la phosphatase alcaline (figure 9 B), varient

de 8%, chez les rats du lot 2, entre la 4°M€ 6t 12 8°™M€ semaine. La PAL, est un marqueur

de la toxicité, et exprime une éventuelle défaillance biliaire, ses taux augmentent, dans
le cas de dommages subis par le foie. L'effet du lycopéne (lot 3 et lot 4) sur les activité
enzymatiques de '’ASAT, ALAT, LDH et PAL, laisse apparaitre une réduction conséquente
des activités, et plus particuliérement chez les rat du lot 3, ce qui laisse supposer que le
régime enrichi en pelures a mieux résisté aux « agressions » en rétablissant, les taux des
activités enzymatiques proche de celles du témoin (lot 1). Ce qui suggére que le lycopéne,
atténue la peroxydation lipidique au niveau des hépatocytes, en plus d’'une modulation
du cytochrome P450 responsable du métabolisme des xénobiotiques dans le foie. Le
pourcentage de protection induit par I'ingestion du lycopéne parait assez élevé pour protéger
les membranes hépatocellulaires en réduisant I'activité enzymatique [74]. La détoxification
est une partie capitale du métabolisme, et le foie joue un role clé dans ce processus, il
décompose les produits indésirables par voie enzymatique, grace aux enzymes de la phase
1 (fonctionnalisation), convertissant les formes intermédiaires, qui seront des cibles faciles
pour les systémes enzymatique de la phase 2 (conjugaison) [75].
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3.4. Variation du TBARS sérique

3.5.
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Figure 10 : Variation du TBARS sérique en fonction de la durée de traitement.

Les valeurs du TBARS sérique (figure 10) exprimé en MDA, donne le taux le plus élevé
et de maniére marqué, chez les rats du lot 2, avec 46%, 30%, et 25%, comparativement
aux lots 1, 3, et 4 respectivement. Ces niveaux, demeurent significativement élevés, et
traduisent un stress oxydant avéré. Dans le plasma, les cis-isoméres du lycopéne sont
prédominants ; le 13 cis lycopéne, est la forme la plus active. Par conséquent, il y a intérét,
a identifier les isoméres géomeétriques du lycopéne. La formation du malonaldéhyde (MDA)
est un marqueur présumé pour la peroxydation des lipides induite par un stress oxydant.

Estimation du lycopéne sérique

3.6.

Les niveaux de Iycopéne dans le plasma, quantifié par HPLC donnent les
chromatogrammes A et B (Annexe 4), que nous avons déterminés, uniquement chez les
rats des lots 3 et 4, présentent des concentrations relativement élevés soit 112 nmol/L, et
88 nmol/L, pour le lot 3 et le lot 4 respectivement. Compte tenu, des conditions opératoire
(méthode isochratique, linstabilité de la pression lors des manipulations et la qualité de
I’étalon pur), nous estimons que ces valeurs ne sont pas trés précises.

Cependant ces taux, prouvent la biodisponibilité du lycopéne ingéré, sous la forme de
pelures et pulpe de tomates incluse dans les régimes hyperlipidémiques. Les taux moyens
de lycopéne dans le plasma trouvés dans plusieurs travaux, varient de 118 nmol/L [76] a
536 nmol/L [77].

Des interrogations demeurent quant a I'absence (non détecté) du lycopéne ou d’autres
types de caroténoides dans le plasma des rats des lots 1 et 2. Aussi, Comment, expliquer,
que le lycopéne ingéré, sous la forme de pelures et de pulpe lyophilisées dans un régime
hypercholestérolémiant soit mieux absorbé ?

Evolution des activités enzymatiques dans le foie.
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Figure 11 : Variations de I'activité enzymatique de la GPX
(A) et de la GRD (B) en fonction de la durée de traitement.

L'activité de la GPX (figure 11 A), chez les rats du lot 2 a diminué de 44%, 20% et 14%
comparativement aux lots 1, 3, et 4 respectivement. Il en est de méme pour la GRD, ou les
rats du lot 2, accusent une diminution de 37%, 12% et 9%, comparativement aux lots 1, 3,
et 4 respectivement. Le systéme enzymatique de défense antioxydant a considérablement
changé chez les rats du lot 2, avec l'induction d'un stress oxydant des structures cellulaires
hépatiques et une élévation de la concentration de produits oxydants. En revanche, les
rats du lot 3, présentent une réaction enzymatique modérée et favorable par leur systéme
de défense. L'interaction entre les enzymes de désintoxication et les caroténoides, semble
exister, mais davantage de recherche est justifiée, pour définir les systémes enzymatiques
précis impliqués.

La diminution des activités de la GPX, et de la GRD, peut étre due a leur utilisation par
la production augmentée des ERO. La surproduction des ERO, peut mener a la cytotoxicité.
Durant la période de traitement, la CAT ne semble pas assurer la détoxication des peroxydes
lipidiques (figure 12), la CAT intervient peut-étre, mais elle est limitée au compartiment des
peroxysomes. L’évolution de I'activité GRD est moins marquée (figure 11-B), elle présente la
méme variation que la GPX, et ceci est du vraisemblablement, au fait qu’elle soit impliquée
dans un systéme métabolique commun. Aussi, l'intense activité de la GPX est peut-étre
due au fait qu’elle soit impliquée dans un métabolisme (lipogénése), autre que celui de la
régénération du GSH.
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Figure 12 : Variation de I'activité enzymatique
de la CAT en fonction de la durée de traitement.
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3.7.

3.8.

Les rats du lot 3, enregistrent une augmentation de l'activité de la CAT de 29%,
comparativement au lot 2. Ce que nous pouvons émettre comme hypothése, c'est
que l'activité de la GPX ne peu devenir efficace a elle seule pour la détoxication des
lipoperoxydes du fait de 'augmentation du taux en TBARS et surtout de 'augmentation de
la CAT [78].

Des travaux suggérent que les concentrations du lycopéne diététique, pourrait moduler
certaines enzymes du métabolisme du lycopéne [79]. En revanche, d'autres études ont
indiqué que plusieurs des enzymes hépatiques de désintoxication de la phase | et de la
phase Il sont induites par les oxycaroténoides, mais pas avec le B caroténe et le lycopéne
plus apolaires [80]. Il est possible qu'un seuil de concentration de lycopéne dans certains
tissus soit nécessaire pour déclencher l'induction des enzymes.

Evolution du TBARS hépatique
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Figure 13 : Variation du TBARS hépatique en fonction de la durée de traitement

La figure 13, regroupe les taux de TBARS, ou I'on note une augmentation significative
chez les rats du lot 2, soit 45%, 27% et 22% comparativement au lot 1, 2 et 3,
respectivement.

L'intense activité du TBARS hépatique chez les rats du lot 2, pourrait s’expliquer par
une diminution de I'activité des enzymes de protection contre les radicaux libres, GPX, GRD
et CAT,qui sont les enzymes de protection. Ceci indique aussi, que le statut oxydatif du foie
est influencé par le régime hypercholésteroléméant.

Remarque : En ce qui concerne les résultats des concentrations taux de lycopéne dans
le foie, ceux ci n’ont pu étre détectés, malgré une bonne préparation des échantillons. Nous
estimons, tout de méme, que les régimes enrichis en lycopéne via les pelures et pulpe de
tomates, ont eu comme conséquence, une accumulation de lycopéne dans le foie. De fagon
générale, les concentrations en lycopéne dans le foie varient entre 0.055 et 0.012 nmol/
g [81]. Les formes cis lycopene, sont plus abondantes, avec des proportions allant de 65
a 75%.

Discussion

Le régime supplémenté en cholestérol est en huile de noix de coco raffinée (lot2), a
induit une hypertrophie du foie, caractérisé par un plus grand IHS, et une apparence
macroscopique anormal [82]. La suplémentation, du régime en cholestérol a causé un
poids plus élevé du foie des rats du lot 2 (figure 5), attribué sans doute a I'accumulation
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de cholestérol (figure 6A). La supplémentation en cholestérol, a conduit a un déséquilibre
dans le rapport antioxydant/oxydant. Les concentrations du TBARS dans le plasma et
I’'homogenisat hépatiques ont été sensiblement augmentées (figures10 et13), tandis que
I'activité de GPX et de GRD, dans le foie a diminué de maniére significative. De méme,
nous avons observé une baisse de la CAT (figure 13). Les effets observés du cholestérol sur
I'activité enzymatique antioxydante, dans la présente étude se rapprochent des résultats de
certains travaux [83,84]. Le cholestérol a 1,5 %, a élevé le taux d'oxydation des lipides dans
le foie des rats [85] .La concentration en MDA du plasma a été augmentée chez le lapin
alimenté en supplément de cholestérol [86].D'autre part, quelques études ont suggére, que
le cholestérol aurait un effet inhibiteur contre le stress oxydant en stabilisant les membranes
[87]. Il est possible que le cholestérol ait des effets prooxydants et antioxydants, selon
les conditions diététiques, telles que la dose de cholestérol, la quantité de graisse et la
composition en acides gras. Les acides gras insaturés, tels que ceux de I'huile de tournesol,
jouent un réle dans la peroxydation des lipides des tissus. Dans le cas de notre étude,
il est difficile de préciser, I'effet exercé par le régime hypercholestérolémiant dans le cas
des lots 3 et 4, mais il semble bien que l'effet apparent, est a I'actif du lycopéne contenu
dans les pelures et pulpe de tomate dans le rétablissement des paramétres biochimiques
et enzymatiques.

Il apparait clairement, que le lycopéne antioxydant efficace, a eu comme effet, une
réduction du TBARS dans le plasma et dans le foie, ainsi que la régénération du systéme
enzymatique protecteur, chez les rats des lots 3 et 4. Dans la présente étude, le lycopéne
des pelures de tomate, a diminué des concentrations du TBARS hépatique bien plus que
la pulpe de tomate. Ces résultats suggérent que le lycopéne des pelures a eu une activité
antioxydante, aussi efficace dans le plasma que dans le foie. Il est vrai aussi que cette
capacité antioxydante dépend de la structure et de I'environnement dans lequel elle active
[88]. Ceci n’exclu pas le fait que les carotenoides apolaires, tels que le lycopéne, existant
exclusivement dans le noyau hydrophobe des lipoprotéines, peuvent ne pas permettre leur
transfert entre les lipoprotéines a des taux appréciables [89,90]. Ce fait, peut étre attribué a
I'action des autres caroténoides existant dans la région polaire des lipoprotéines du plasma
[91,92].

Le systeme de GPX/glutathion est vraisemblablement une défense importante contre
le stress oxydant de faible niveau, tandis que la catalase, elle est efficace contre un stress
oxydant de niveau élevé [93]. En dépit d'une substitution possible par la catalase dans les
situations de I'effort oxydant modéré, la GPX semble toujours étre I'enzyme antioxydante
principale de I'organisme [94]. Les érythrocytes sont fortement sensibles au stress oxydant
en raison de leurs concentrations élevées en hémoglobine et en oxygéne [95]. Méme
dans les érythrocytes qui ont un contenu élevé de catalase, le peroxyde d’hydrogéne est
essentiellement dégradé par GPX [96]. Les faibles activités de GPX, se sont avérées
un facteur de risque indépendant pour les MCV [97]. Ces résultats suggérent que le
lycopéne (dans le cas des lots 3 et 4), a eu un pouvoir de surmonter le stress oxydant
des érythrocytes induit par le cholestérol. Plusieurs études suggérent I'évidence que les
caroténoides modifient le métabolisme des lipides. Dans I'une d’elles, il a été rapporté, une
diminution du cholestérol dans le sérum, par la prise de B-caroténe chez les rats alimentés
avec un régime hypercholestérolémiant [98,99]. La canthaxanthine a élevé la concentration
des HDL cholestérol du sérum et diminué le cholestérol total du foie, chez les rats alimentés
par un régime enrichi en cholestérol a 2% [100]. Dans une autre étude, le B-caroténe a
empéché une augmentation des LDL-cholestérol sériques, chez les rats alimentés avec
un supplément de cholestérol a 1% [101]. Le B-Caroténe, a également montré un effet
antihyperlipidémiant chez le rat hypertendu [102,103]. Dans la présente étude, le régime
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hypercholestérelimiant, a induit une augmentation des concentrations plasmatiques en
cholestérol et des triglycérides, chez les rats du lot 2. Cependant, I'enrichissement des
régimes en lycopéne (particulierement sous forme de pelures) a amélioré les taux de
cholestérol dans le plasma. |l a été mis en évidence que les taux de cholestérol diététique
dans le sérum sont étroitement liés aux maladies cardiovasculaires [104,105]. Ceci suggére,
que le lycopéne est pu modifier le métabolisme de cholestérol.

En conclusion, la présente étude a prouvé, que le lycopéne a eu des effets de
modulation sur la peroxydation des lipides et les activités enzymatiques antioxydantes,
chez les rats alimentés avec un régime supplémenté en cholestérol et a haute teneur en
acides gras saturés et enrichi avec 10 % de pelure et pulpe de tomates lyophilisées. Le
rétablissement des marqueurs d’oxydation, suggére que le lycopéne ait changé I'équilibre
du rapport prooxidant/antioxydant, de méme qu’apparait une atténuation du stress oxydant
induit, en modulant de maniére endogéne le métabolisme du systéme antioxydant.
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Les résultats de cette étude confirment que les « déchets » de tomates et particulierement
les pelures, constituent une réserve importante de composés biologiques, dont I'importance
est cruciale pour la santé humaine. Loriginalité de ce travail réside dans le fait que
nous avons touché a trois aspects de la thématique, c'est-a-dire I'aspect technologique et
industriel, ainsi que le volet nutritionnel. Nous avons eu beaucoup de difficultés a comparer
nos résultats, du fait, de I'inexistence de références, sur les matrices des pelures de tomates.
Les pelures de tomates, sont des matrices végétales fortement structurées, Le choix de
la méthode d’extraction du lycopéne reste tributaire des colits économiques. Néanmoins,
nos résultats confirment ce que plusieurs travaux ont déja établi : les pelures (peaux) de
tomates, contiennent beaucoup plus de lycopéne que le reste des parties de |la tomate.

Comparativement a la pulpe de tomate, les rendements d’extraction par une mixture
de solvant, les pelures de tomate contiennent d’avantage de lycopéne, ce qui est en
faveur d’une valorisation des peaux. Aussi, la combinaison de techniques analytiques et
enzymatiques favorise les rendements d’extraction, avec des taux de 50% supérieur a
'extraction par solvant uniquement. Nous préconisons, donc un séchage au soleil des
matrices et le prétraitement enzymatique pour réduire les colts. Les augmentations du
rendement d’extraction du lycopéne, varient de 177,32% a 188,70% dans les échantillons
traités par une pectinase (viscozym), et de 166,2% dans le cas du traitement par une
cellulase (celluclast). Il faut peut étre préconiser une combinaison des deux enzymes
(viscozyme et celluclast) de maniére a optimiser d’avantage des rendements d’extractions.

En ce qui concerne, I'enrichissement, des aliments par des pelures de tomates, en vue,
d’obtenir des bioproduits, I'étude a révélée, que les aliments enrichis en lycopéne obtenu
a partir des pelures de tomates, s’enrichissent en polyphénols, et augment leur pouvoir
antioxydant, et leur résistance a I'oxydation dans le cas des substrats gras, nous avons
obtenu une corrélation positive dans les essais au DPPH, CL et a un degré moindre dans
le test de Rancimat. L'analyse chromatographique a révélé, la présence d’autres composés
aussi importants, telle que la quarcitine, dont les mécanismes restent a élucider.

Dans le méme ordre didée, I'étude menée sur les effets du lycopéne sur
certains paramétres lipidiques sériques et sur le systéme enzymatique hépatique de
défense, a révélée, que la présence de lycopéne dans un régime hyperlipidique
et hypecholestérolémiant, a favorisent le rétablissement des parameétres, tels que le
cholestérol, les triglycérides, et les HDL, a des niveaux de protection élevés. Le lycopéne, a
réduit les taux de TBARS sérique et hépatique. Il a modéré I'action des enzymes hépatiques
de protection avec des taux parfois meilleurs que le témoin.

Toutes ces observations, sont corrélées avec un effet bénéfique avéré, du lycopéne
dans le régime alimentaire. Le fait établi, demeure que les pelures de tomates contiennent
des composants en plus du lycopéne, qui interagiraient dans le systéme de protection, afin
d’améliorer le statut antioxydant

Résumer les vertus de la tomate au seul lycopéne est cependant fort réducteur. A vrai
dire, le lycopéne n'est qu'une des nombreuses substances actives de la tomate qui peuvent
agir en synergie. On y trouve de nombreux caroténoides (lutéine, zéaxanthine, béta-
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caroténe, alpha-caroténe, phytoéne...) et des polyphénols, d'autres puissants antioxydants
comme le flavonol, la quercétine et le keempférol.

Des interrogations persistent tout de méme, quant aux mécanismes d’action du
lycopéne, dans son activité antiradicalaire et antioxydante. Certains chercheurs, pensent
méme que le mécanisme d’action du lycopéne, pourrait étre autre que celuiliée a son activité
antioxydante.

Quel est le rOle des métabolites secondaire du lycopéne ? Aussi, pourquoi la tomate
transformée (processus thermique) et a un degré moindre, les tomates crues « allégent »
le stress oxydant, expérimentalement induit, davantage que le lycopéne pur ?

En terme de perspective de recherche, il reste a identifier :

les mécanismes actifs dans I'absorption du lycopéne, son transfert dans le plasma et
son réle de protection contre le développement des plaques athérosclérotiques.

L'absorption intestinale du lycopéne, ou les transporteurs membranaires n’ont pas été
identifiés.
Identifier les isoméres et métabolites du lycopéne ayant une réelle bioactivité.
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Effets du lycopéne sur certains paramétres structuraux et fonctionnels chez le rat en croissance

Annexes

Annexe 1 : Composition du régime Rationnelle

(ONAB)

Caractéristiques _OMposinon
A1 rinirrm

Energie digestible 000 A kg keal
TFrotéines brutes 2204
EMN& EELT
hiatiére grasse Joh

Z aleinrm 104
phosphore 0 a0b

A1 maxdmum

Humid ité T40h
Cellilose 44
hatiére minérale 604
Witarmines / 100kg

Vit & 1230000 11T
Vit D 205000 1L
VitB 150 mg
VitB S00 mg
VitB 1000 e
VitB J00 mg
VitB 02 mg
VitE 2000 me
Acide foligue 100 mg
Oligo-elemeants A00kg

Fer Jan0 me
e 780 mg
Fine 4400 e
Cobalt 20 mg
Gélénimm 03 mug
Inde 9% mg
Magnesinm 2300 mg
hang anéze 4400 mg
Sonfre 4700 mg
Supplementations

Antibiotique Flavomyeine 2 ppm
Aride aminé DL-Metonine 0,1%
Anbosmrd ant EHT 125 ppm

Annexe 2 : Chromatogramme du lycopéne des pelures
de tomates lyophilisées, quantifié par HPLC a 472 nm
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Annexe 3 : Courbes d’étalonnage du lycopéne par
HPLC et par spéctrophotométrie.
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage du lycopéne par HPLC (a) et par spectrophotométrie (b)
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Annexe 4 : Chromatogramme HPLC de la
concentration en lycopéne sérique chez le rat dulot 3
(A) et du lot 4 (B).
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