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Résumé

Les nitrates, les nitrites et les nitrosamines sont présents dans une large gamme des aliments.
Cependant, les légumes peuvent également étre une source importante de nitrates due a
l'utilisation des engrais agricoles. Les nitrates peuvent s'accumuler dans les plantes et poser
des problémes de santé. L’objectif de cette étude est de quantifier la teneur de nitrates dans
quelques produits (tomates, épinards, carottes, et pommes de terre....); a investiguer
I'effet d’entreposage (lumiere, obscurité et froid.) sur la cinétique de la transformation des
nitrates dans les tomates, carottes, pomme de terre et laitues et étudier l'impact du
blanchiment & I'eau sur I’élimination de nitrates & 60, 70, 80 C, évalué pendant 03 minutes
pour les carottes et les épinards. Les résultats montrent que la concentration des nitrates varie
d'un légume a l'autre, elle est respectivement de (1996,28mg / kg, 338,18mg / kg, 550,79mg/
kg, 3217,75mg/ kg, 271,11mg/ kg, 442,35mg / kg, 371,00mg/ kg, 195,49mg/ kg pour
I’épinard, pomme de terre, carotte, betterave, petit pois, laitue, concombre, tomate. L'effet de
I’entreposage révele une faible diminution du TN dans le froid (exemple : dans le cas du
passage de 338.18 mg/kg a 325.34 mg/kg pour la pomme de terre), et une forte réduction a la
lumiere (exemple : elle passe de 550.79 mg/kg a 292.52 mg/kg pour la carotte) pendant le
2°™ jour de la période d'entreposage. Cette diminution est liée aux activités de nitrates
réductases et a une contamination microbienne dans les légumes. L'effet du blanchiment est
estimée par le taux d'élimination de nitrates dans 1I’eau de blanchiment, elle est de 27%, 37%,
87% a 60°C, 70°C, 80°C pour les épinards et 24%, 26%, 74%, a 60°C, 70°C, 80°C pour la

carotte.

Les mots clés : Nitrate, nitrite, entreposage, blanchiment, taux d’éliminations.



Abstract

Nitrates, nitrites and nitrosamines are present in a wide range of food. However vegetables can
also be an important source of nitrate due to the use of agricultural fertilizers. Nitrates can
accumulate in plants and cause health problems. The aim of this study is to quantify the amount
of nitrates in some products (tomato, spinach, carrot, and potato....), to investigate the effect of
storage (light, dark and cold.)) on the kinetics of transformation of nitrates in
tomato, lettuce, carrot, potato, and to estimate the impact of bleaching to water on the nitrate
elimination with 60°, 70°, 80°, evaluated during 03 minutes for spinach and carrot. The results
shows that the nitrate changes from one vegetable to another, it is of (1996,28mg / kg, 338,18mg
/ kg, 550,79mg / kg, 3217,75mg / kg, 271,118mg / kg, 442,351mg / kg, 371,00mg / kg,
195,49mg / kg for the spinach, potato, carrot, beet, pea, lettuce, cucumber, tomato, respectively.
The effect of storage shows a weak reduction of the content nitrates in the cold (example: it in
the case of passes from 338.18 mg/kg to 325.34 mg/kg for potato ) and a strong reduction in
the light and the temperature (example: it passes from 550.79mg/kg at 292.52 mg/kg for a
carrot) in the 2" Day of the period of storage , this reduction is dependent on the activities of
nitrates reeducates and a microbial contamination in vegetables. The effect of bleaching was to
estimate by the rate of nitrates elimination in water, it is of 27%, 37%, 87%, with 60°C, 70°C,
80°C respectively for spinach and 24%,26%, 74%, %, with60°C, 70°C, 80°C,
with respectively for carrot.

Key words: Nitrates, nitrites, storage, Kinetics, bleaching, rate of elimination.



oadlall

Lty | pdan Gl 5 puaddl piiad A2 W) (e A 5 e sane (o833 9 50 (el 5yl 5 g i) gl i)
Aoaa JSUie sac G clilil) 8 oS 55 o el jall Sy A ) 3l Baen aladiind G <l il
Clatia (any (8 3 sa gall ol (5 ginal oSl aaaill Calad ol e e A all o2a G ity
Liia oy yi 8 Uallad) 5 ) ¢ alaladall ¢yl (388 i i Ll 5 S0 SY) juadll
slally gl i1 Al o ) ASLeaYl ¢ ol il Jsad 48 a e (5l 5 2DUal) ¢o guiall ) dalidg
(°80 «70¢ 60) 4dkise sy il y3 (Al il = sl LS (e (LJally bl ) sl o e il
Jin 1996.2 1 SV a5 JAl g s (e aling ol il 58 5 of i) W ey | 36 836 Ja
371.00 «3S/ie 442.35 ¢3S/ie 271.11 «38/303217.75 «S/an 550.79 «aS/ae 338.18¢ oS
te ablakall ¢ Jlall cpuall oW all ¢ aiadll ¢ ) jaldl dUallad) caibudl dailly 45/4e 195.49 &S/
325.34 1133818 (i Ja)sas ol Al jull Bl pla ) g3l S il o pedal )l
292.52 Y 550.79 ;1 JUe) sl all s gall dim jrall Clisall (s B pla ) g (Ualall dpuailly
s 5 Sl e pall a3y Ll dadi e 1 5 0 3818 58 (e (S sl (a0 Al
& %87 %37 %27 : IS Laseldl ol il = jla Janey o 38 elally (capal) i1 LSl
Jal (e %74 %26 %24 Jamey 5 &) Jal e sl e 80 ©70 «©60 51 all cila 5o
sl e ©80 «©70 «©60 3l uall s ja A ) 5al)

k) Jane ¢ Gl ¢y A0 ¢ cy il ol il ;- dalidal) cilalsl)



VVVVVVVYVVVVY

VVVVVVVYVYY

VVVVVYVY

Liste des abréviations

TN : teneure en nitrate

NO7; : ion de nitrate

NO’, : ion de nitrite

NO : oxyde nitrique

HNO, : acide nitrique ou acide nitreux ou dioxonitrique

N,O,: peroxyde d’azote, titraoxyde diazote ,

NH, : ammonium, ammoniaque

Fe™ : fer ferreux

F™: fer ferrique

NR : nitrate réductase

NiR : nitrite réductase

FAO : Food and agriculture organisation of the United nation (organisation
des nations unies pour ’alimentation et agriculture

OMS : organisation mondiale de la sante

DJA : dose journaliére acceptable

DSENO : dose sans effet nocif observable

E251 : Nitrate de Sodium

E252 : Nitrate de Potassium

NDMA : N-Nitrosodimethylamine

mg : milligramme

Kg : kilogramme

ECETOC : European Centre for Ecotoxicology and Toxicology of
Chemicals « centre européen de 1I’écotoxicologie et de la toxicologie des
substances chimiques ».

OEHHA : Office of Environmental Health Hazard Assessment .
SO2 : dioxyde de soufre

H,SO,: L'acide sulfurique

M : molarité

CH;-COONH : acide acétique

NaNOs: nitrate de sodium

CNO : N-nitroso composés
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Introduction générale

De nombreux aliments contiennent des nitrates et des nitrites, la plus grande proportion
des nitrates consommeés provient des légumes ou méme de ’cau (Sberka, R. et al ,1995) ; leur
présence dans les légumes est due a la contamination des produits cultiveés par les engrais. Les
résidus de nitrate sont peu toxiques pour la santé, il peut étre de maniere endogene transformé au
nitrite qui peut réagir avec des amines et les amides pour produire de N-nitroso composés (Santa

Maria, 2006 ; Yordanov, Novakova, et Lubenova, 2001).

Dans I’estomac les nitrites (qui est une substance toxique, provoque notamment la
méthémoglobinémie) (L’hirondel, 1996). transforment les précurseurs nitrosables (amines et
amides) provenant largement de 1’alimentation, en composés N-nitroses (NOC) cancérigenes. La
formation endogéne de ces substances, encore appelée « nitrosation endogéne », contribuerait
jusqu’a 75% environ a leur exposition totale (Jakszyn et Gonzalez 2006, Tricker 1997). De
nombreuses équipes, notamment aux Etats-Unis, au Royaume-Uni et en Suéde, ont mis en
évidence les multiples et importants effets bénéfiques des nitrates alimentaires. Les effets
bénéfiques concernent, notamment, la protection anti-infectieuse digestive, le probleme

cardiovasculaire et la prévention du diabéte de type 2. (Blog-nitrate).

L’objectif de notre travail, repose sur 1I’évaluation d’’impact de certains paramétres sur la
cinétique de transformation des nitrates de quelques légumes issus de la région d’Ain Defla
(Laitue, tomates, pommes de terres, carottes,...). La détermination des teneurs en nitrates, des

Iégumes les plus consommeé (a 1’état frais).

L’effet de I’entreposage a été introduit dans notre étude afin de révéler I’'impact de ce
dernier sur les ions nitrates. Les parametres pris en considération sont : la lumiére a température
ambiante (effet photochimiques), I’obscurité, le froid (effet de température).ainsi, on a applique
un traitement thermique a différentes températures (blanchiment a I’ecau) dont le but de
déterminer la température critiques pour diffusion des nitrates dans la matrice alimentaire vers

I’eau du blanchiment (c'est-a-dire, le taux d’élimination des nitrates).
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Chapitre | : Généralités sur les : nitrates, nitrites et nitrosamines

I-1-Historique :

Depuis plusieurs années, les teneurs croissantes en nitrates (NOs) et/ou nitrites (NO,) des ali-
ments et des boissons, posent un probleme important en raison de leurs effets toxiques sur la
santé humaine (Deschamps, 1980; Voilliot et Mere et Degrimal, 1980 ; Melet et al, 1980). En
1976, la FAO et I'OMS, ont établi une dose journaliere admissible (D.J.A.) de 3,65 mg pour les-
NO; et de 0,133 mg pour les NO, par kg de poids corporel pour I'hnomme par jour, et une dose
létale (DL.50) de 2,3 g/kg pour NOset 0,05 g/kg pour NO, chez le rat. Il est admis que dans le
couple NO3/NO,, que le nitrite qui pose un probléme toxicologique majeur, probablement a cause
de sa réactivité chimique particuliére (De Saint-Blanquat, 1980) ; ce dernier peut réagir avec de
nombreux groupements fonctionnels d'origine alimentaire (groupements de certains acides gras
et des amines) par l'intermédiaire de ses propriétés oxydantes ou réductrices dans des pH lége-

rement acides (Guingamp et Linden, 1983).
I-2- Définitions :

I-2-1-Nitrate : est un composé inorganique, ion de charge négative, composé d’un atome
d’azote et trois molécules d’oxygene. Sa formule chimique est NO3". L'ion nitrate est la base con-
juguée de I'acide nitrique (HNO3), acide tres fort. Bien que de structure covalente, il présente une
grande stabilité chimique. Le nitrate est un oxydant; leur réduction ménagée conduit a la forma-
tion du nitrite et d’oxyde nitrique (NO) (Robert B., 1987).

I-2-2-Nitrite : comme le nitrate mais composé de deux atomes d’oxygéne. Sa formule chimique
est NO,". L'ion nitrite est la base conjuguée de I'acide nitreux (HNO-). Il est instable et trés réac-
tif. 1l agit parfois comme réducteur, mais, le plus souvent, il se comporte comme un oxydant
énergique. Il réagit sur I'némoglobine pour donner la méthémoglobine (la raison essentielle de la
toxicité directe des nitrites) (Robert B., 1987).

A pH < 3, les nitrites se comportent comme 1’oxyde d’azote (NO) et son dimére est le N,Oj.

(Fritsch K., 1985).
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Chapitre | : Généralités sur les : nitrates, nitrites et nitrosamines

I-2-3-Nitrosamine : les nitrates peuvent tres facilement étre transformes en nitrites, soit dans
I'aliment lui-méme en présence de micro-organismes, soit chez I'nomme, gréce a sa flore diges-
tive bactérienne (Fritsch K. et De Saint-Blanquat, 1980, Klein et al, 1978).

La réactivité du nitrite sur les amines secondaires ou tertiaires forme les nitrosamines (Guin-

gamp et Linden, 1983) ;selon la réaction suivante:

E E

. .
- NH+ HNG, ——— NN=O + HO
R R

Cette réaction peut se dérouler, plus particulierement, dans la chaine alimentaire et dans
I'organisme humain (Klein et al, 1976). Knowles et coll en 1974, ont également mis en évidence
que a pH gastrique (entre 2.5 et 3.5) la formation de composés N-nitrosés est issue a partir de

nitrosoaminoacides.

I-3- Sources principales de nitrate :
I-3-1-Sources anthropiques :

Dans l'environnement, le nitrate et le nitrite se forment tant naturellement que par des
processus anthropiques. Le nitrate et le nitrite sont produits a partir de I'oxydation naturelle de
I'azote (qui compose approximativement 78 % de I'atmosphére) par les microorganismes présen-
tés dans les végétaux, le sol et I'eau. (OMS, 2007; CIRC, 2010).

Les processus anthropiques sont les sources les plus répandues de nitrate et de nitrite. On
peut citer parmi ces sources : les activités agricoles (dont l'utilisation d'engrais inorganiques au
nitrate de potassium ou d'ammonium ainsi que de fumier contenant du nitrates organiques) ; le
traitement des eaux usées ; les déchets azotés dans les excréments des humains et des animaux,
ainsi que les rejets provenant des procédes industriels et des véhicules motorisés (Environne-
ment Canada, 2003; OMS, 2007; Keeney et Hatfield, 2008). Le nitrate et le nitrite peuvent étre
produits par nitrification dans I'eau ou dans les réseaux de distribution, lorsque I'ammoniac est
employé aux fins de la désinfection a la chloramine (Kirmeyer et al., 1995; U.S. EPA, 2006;
OMS, 2007).
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Chapitre | : Généralités sur les : nitrates, nitrites et nitrosamines

1-3-2-Sources naturelles :

» Cycle d’azote :

Toutes les formes d’azote sont susceptibles d’étre, suite a différentes transformations
chimiques et biologiques, a I’origine des nitrates. Ces formes d’azote, qu’elles soient dans I’air,

le sol ou I’eau, sont gérées par un cycle nommeé : cycle de I’azote (Alouane, 2012).

Em:ssnon par les
anganismes vivants

Engrais

leatlo-n symbictique Décompoasition des rés:uus
organiques et des déjections

() /DE:‘?E:::‘:& —_—

Dénnnhcahan
anaérobie /
\ Ltr-fucabon

Lesswage

Fig .1. : Cycle d’azote (Jean-francois et Morot-gandry, 1997).

On appelle cycle de ’azote les diverses transformations que subit 1’azote dans la bios-
phére (figurel). La plupart entre elles, sont d’origine microbienne et leur importance agrono-
mique est treés considérable car elles régissent le bilan de 1’azote du sol et met les formes mine-

rales que les plantes peuvent utiliser (Henin, 1981).
Ces processus peuvent se résumer comme sulit :

N2+ I CHXOY+3 0 ———— 4NHd+ + 3CO2 (fixationde Ni)
Nog oy NH3+/NHi+ + produits carbonés (ammonification )
NEH++150) —————s NO2-+HO + 2H+ (nitritation)
NC2-+0302 ——— NO3 —(nitratation )
NO3-+2HI W+ 28 ——————p NOZ-+ 3 H20 (dénitrification)
NO-+4HIH+38 ey 2N2+6HIO0)
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Chapitre | : Généralités sur les : nitrates, nitrites et nitrosamines

I-4-Métabolisme de nitrate a I’échelle de la photosynthese

Pour synthétiser les protéines, les plantes absorbent de 1’azote inorganique sous forme de
nitrate ou d’ammoniaque) (Schuddeboom, L. J.1993), selon le schéma illustré dans la figure
(02), I’assimilation du NO3 se décompose en plusieurs étapes qui produisent une série de compo-
sés azotés non structuraux : réduction successive de NO; en NO;, puis le NO, en NH,.
L’incorporation de NH,4 dans les acides carboxyles forme les acides aminés (protéines, acide nu-

cléique,...) (Ruth Huanostomaagana, 2008).

Fig.2.: Métabolisme de NOj3 a I’échelle cellulaire chez les plantes ( (A) Jjeau-francois morot-
gandry, 1997) ((B) Schuddeboom, L. J. 1993) ( (C) Rhth Huaostomagana, 2008)

Ces processus d’assimilations dépendent, de divers disponibilités en ressources sur les
sites enzymatique et aussi des activites enzymatique elle-méme ; globalement, 1’assimilation
d’un ion NOj3 est essentiellement une oxydoréduction qui nécessite la fourniture des électrons,

d’une molécule d’ATP, d’un radicale de 5 atome et de nitrate lui-méme (Ruth Huanostomaaga-

na, 2008 ).
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Chapitre | : Généralités sur les : nitrates, nitrites et nitrosamines

La réduction de nitrate en nitrite dans le cytoplasme s’effectuée par la nitrate réductase
(NR), par contre, la réduction du nitrite en ammonium dans les plastes (chloroplaste) s’effectuée
par la nitrite réductase (NiR) (Beever et hagemen , 1965). L'assimilation de 1’ammoniac peut

aussi se faire par I'action de la glutamine synthétase et la glutamate synthétase.

Comme le montre la ‘figure.2. ¢, Pour certaines espéces, la réduction du nitrate s’opére
dans la racine, mais dans le cas des especes végétales courantes, cette réduction s’effectue prin-

cipalement dans les feuilles fortement alimentées en azote (Schuddeboom, 1993).
I-5-Pharmacocinétique et métabolisme de nitrate dans I’organisme humain :

Le nitrate ingéré est facilement absorbé par la partie supérieure de I’intestin gréle et rapi-
dement distribué dans tout 1’organisme. Environ 25 % se trouve dans la salive, la ou 20% envi-
ron de ce qui est contenu dans celle-ci sont transformées en nitrite par la microflore buccale.

(NationalResearch Council, National Academy Press, Washington, D.C.1981).

Si le pH de I’estomac est élevé (p. ex., chez les nourrissons ou ’acidité gastrique est faible),
les bactéries réductrices proliférent et le nitrate se trouve converti en nitrite (Hartman, 1983).
La production de nitrite augmente avec 1’age (Turek 1980) et stimulée par les infections bac-
tériennes provoquant des diarrhées (Hartman ,1983). Dans I’estomac les NO, peut réagir
avec les amides et/ou les amines secondaires et tertiaires issus de la degradation des protéines
présentes dans les aliments tels que : le fromage, la viande, poissons,...etc. pour former des

composés N-nitrosés (nitrosamines et nitrosamides) (Broitman, 1981).

Chez les nourrissons, 80 a 100 % des nitrates ingérés sont excrétés dans 1’urine (Turek et al,
1980). Chez I’adulte, un peu plus de la moitié (65 a 70 %) des nitrates ingérés est éliminée par
I’'urine dans les 24 heures suivant leur ingestion (Bartholomew et Hill, 1984). La demi-vie
d’¢élimination des nitrates est d’environ cinq heures (Green et al., 1981). Normalement, les ni-

trites se trouvent pas dans 1’urine sauf dans des cas anormaux (certaines pathologies).
I-5-Impact des nitrates, nitrites et des nitrosamines sur la santé humaine :

Les nitrates sont peu toxiques, se sont surtout les nitrosamines (qui ont des effets cancé-
rogenes) et les nitrites (considerés comme dune substance toxique), qui peuvent provoquer des

effets nocifs aux consommateurs.
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Chapitre | : Généralités sur les : nitrates, nitrites et nitrosamines

Ces phénomenes ont été constatés et étudiés dans d'autres systémes alimentaires comme

les produits carnés par exemple (Rougié, Noél et Goutefongea, 1980; Frouin et al , 1980)

Cassens et al en 1976, ont montré que certains oxydes d'azote présentent une forte réacti-

vité vis-a-vis des grandes classes de constituants biochimiques, mais ce sont les protéines qui

sont de loin les plus touchées. Parmi les effets nocifs du nitrite, on peut citer :

>
>

la méthémoglobinémie ;

la diminution de la phosphorylation oxydative et I'inhibition d'enzymes microsomales

(Lowy et Manchon, 1976) ;

la diminution de I'efficacité vitaminique de la ration alimentaire (Lhuissier, Suschetet et

Causeret, 1976) ;

Certains composes N-nitroses (nitrosamines et les nitrosamides) ont un pouvoir cancérogene

chez les animaux, ils provoquent notamment le cancer de 1’estomac chez I’homme, comme ils

contribuent ainsi dans les différentes pathologies cancérogenes tels que le cancer de la prostate ;

cancer du colon, ...etc.

-A plus long terme une importante assimilation des nitrates par I’homme pourrait avoir d’autres

conséquences (U.C.B.L.2003) a savoir :

>

YV V VYV V V

Effet anti-thyroidien,

Effet sur le comportement, la reproduction,

Troubles vasomoteurs,

Hypertension (corrélation épidémiologique),

Diminution de la mise en réserve hépatique de la vitamine A,

Destruction des vitamines B1 et E.
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Chapitre | : Généralités sur les : nitrates, nitrites et nitrosamines

Le schéma présenté ci-dessous, résume le risque li¢ a I’ingestion des concentrations non admis-

siblesen NO3 et/ou NO2 chez I’homme :

Mitrate INOsg

R éduction (nitrate réduciaze bacternenne

HémoglobineFe g Mitrite NO- —  —» Amine R-NH

Y
Nitrosamine R-N-NO

MhMéethémoglobine Fe™
L l
MMéthémoglob inémie POUVOIr ¢anc érogens

Fig.3. : Relation entre nitrate et nitrite et risque pour la santé (R.soberka,D.sciazko.u.tyrakowsk-
bielec ,1995)

I-6- Législation et réglementation :

L’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS) a établi une dose journaliere acceptable
(DJA) pour les nitrates présents dans les aliments, elle est de 0,84 mg-N/kg/j (soit, 3,7 mg de
NOs/kg/j). Cette limite est basée sur une dose sans effet nocif observé (DSENO) qui est de 83,5
mg-N/kg/j (soit, 370 mg de NOs/kg/j), mesurée lors d’une étude de toxicité chronique chez le rat,

et a laquelle s’ajout un facteur d’incertitude de 100.

Pour les nitrites, la DJA est de 0,02 mg-N/kg/j (soit, 0,06 mg de NO2/kg/j), cette limite
découle de deux études de toxicité (90 jours et 2 ans) réalisées sur les rats. Pour le calcul de la
DJA, on a retenu une (DSENO) de 2 mg-N/kg/j (soit ; 6 mg de NO,/kg/j), dose a laquelle s’ ap-
pliqué un facteur d’incertitude de 100.

Dans le cas des nitrates, comme dans celui des nitrites, la DJA ne s’applique pas aux
nourrissons de moins de trois mois (Organisation mondiale de la Santé, 1995) ; et elle est basée
ainsi sur la prévention d’un risque non cancérigéne. Pour une personne de 70 kg, la DJA est
équivalente a la consommation de prées de 6 litres d’eau ayant une concentration en nitrates de 10

mg-N/L (INSPQ, 2003).
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I1-1-Présentation des nitrates, nitrites dans les aliments :

Les nitrates et les nitrites se trouvent dans de nombreuses denrées alimentaires; il s'agit
soit de composants présents naturellement dans les aliments, soit comme additifs ajoutés dans un
but précis dans des industries agroalimentaires. Les légumes et les viandes de salaison
constituent la principale source alimentaire de ces composés, qui peuvent aussi se retrouver,
quoique dans une moindre mesure, dans le poisson et les produits laitiers. Le nitrate et le nitrite
peuvent étre utilisés comme agents de conservation dans certains produits alimentaires pour y
empécher la croissance de certaines bactéries telles que : Clostridium botulinum (responsable de
botulisme) ou pour leur donner une couleur plus attrayante (couleur rose) caractéristique des

produits de salaison : certains poissons, saucisses ;.... (Food Safety Network, 2010).
I1-2--Teneur en nitrate et nitrites dans quelques denrées alimentaires
I1-2-1- Teneur en nitrate et nitrites dans les légumes :

Les légumes sont une source importante de nitrates et de nitrites dans I'alimentation
humaine. On estime qu'ils contribuent a environ 85% et 16% des apports alimentaires quotidiens
de nitrates et de nitrites, respectivement (Amr A. et N. Hadidi N., 2000).

Sur la base de la littérature disponible, les Iégumes peuvent étre divisés en cing groupes en
fonction de leur contenu en nitrates; (Santa Maria 2006),
1- groupe a teneur en NOgs trés bas (< 200 mg/kg) ;
2- groupe a teneur en NO3 Bas (200-500 mg/kg) ;
3- groupe a teneur en NO3 Milieu (500- 1 000 mg/kg) ;
4- groupe a teneur en NO3 Haut (1 000- 2 500 mg/kg) ;
5-- groupe a teneur en NO3 Haut Tres haut (> 2 500 mg/kg).

Le tableau suivant, représente la classification des Iégumes en fonction de leurs teneurs

en nitrates (mg/kg).
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Chapitre 11 :

Nitrates, nitrites et nitrosamines dans les aliments

Tab. 1 : Classification des légumes selon le contenu de nitrate (mg/ kg) (Santa Maria 2006).

Tres bas (< 200) | Bas (200-500) | Milieu (500-1000) | Haut (1 000 - 2500) | Tres haut (> 2 500)
Artichaut Brocoli Chou, Céleris-raves, Céleri,
Asperge Carotte Brocoli Chou de chine Cresson
Feve Chou-fleur Aneth Endive cerfeuil
Aubergine Concombre Chou de Milan Fenouil Laitue
Ail Potiron Navet Chou-rave Betterave rouge,
Oignon Chicorée de Poireau Epinards
haricot vert ‘puntarelle’ Persil fusee.
Champignon
Pois
Poivre

Pomme de terre
Eté pressez
Patate douce
Tomate

Pasteque

La concentration moyenne en nitrites des légumes est en général inférieure a 2 mg/kg.

Une concentration moyenne de 0,5 mg/kg a été mesurée au Royaume-Uni dans une Etude de

I’ Alimentation Totale pour tous les Iégumes (FSA, 1998).

11-2-2-Teneur en nitrate et nitrites dans les fruits

Les fruits renferment de faible quantité de nitrate. Une étude francaises mentionne que la

teneur en nitrates est au moyenne de 34mg/kg pour les poires et de 24 mg/kg pour les cerises et

les pommes ; par contre, les chiffre Allemands indiquent un maximum de 108 mg/kg pour les

pommes, 11 mg/kg pour les poires, 31 mg/kg pour les péche et 34 mg/kg pour le raisin
(Schuddeboom JL.L., 1993).
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Chapitre 11 : Nitrates, nitrites et nitrosamines dans les aliments

11-2-3-Teneur en nitrate et nitrites dans les viandes

Les viandes et ses dérivés frais ne doivent normalement pas contenir ni de nitrates ni de
nitrites. On peut noter une légere élévation a 11 mg/kg de nitrate qui viennent de bétail nourri
avec des aliments a trés forte teneur en nitrate. La moyenne pour le nitrite se situe a 1 mg/kg
(Schuddeboom JL. L., 1993).

Cependant, la viande et les produits de salaison renferment des concentrations beaucoup
plus élevées de nitrate et de nitrite, qui varient en fonction des quantités ajoutées a des fins de
conservation et en fonction du procédé de salaison employé (Gangolli et coll., 1994).

Les produits de viande peuvent contenir des concentrations de nitrate variant de 2,7 a 945 mg/kg,
et de nitrite de 0,2 a 64 mg/kg (ECETOC, 1988).

I1-2-4-Teneur en nitrates et nitrites dans les produits laitiers

On trouve les nitrate dans les produits laitiers, a des concentrations qui se situent entre 3 et
27 mg/kg, les nitrites est de ’ordre de 0,2 a 1,7 mg/kg (ECETOC, 1988), ces concentrations
dépendent de nourriture des vaches (Rémond, 1975). L'exposition totale aux nitrates par le lait
maternel est négligeable; les nourrissons alimentés au biberon consomment cependant de la
préparation reconstituée avec de l'eau potable, peuvent constituer une voie d'exposition
importante (OEHHA, 1997).

11-3- Influence de quelques parametres sur la variation des nitrates dans les légumes :

Les concentrations en nitrates dans les Iégumes dépendent, des propriétés biologiques, de
la culture des plantes, de I’intensité de la lumicre, de type du sol, de la température, de
I'numidité, de la fréquence de maturité des plantes, de période de végétation et de récolte, de la

taille du légume ; et aussi de conditions de I’entreposage (Tamme et al, 2006).

La fertilisation azotée ainsi que l'intensité lumineuse, ont été identifiées comme les
principaux facteurs qui influent sur la teneur en nitrates dans les légumes (Gruda, 2005;

Santamaria, 2006).

Les basses températures au printemps ou en automne et la faveur de ralentissement de
la photosynthese, ont un réle dans I'accumulation de nitrates dans les végétaux (Santamaria et
al, 2001).
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Les états d'éclairage influent sur l'activité de nitrate reductase. Les plantes d'ombrage
ont unmanque de I'énergie photosynthétique suffisante pour convertir le nitrate en acides
aminés ; la perturbation de nitrate réductase cause des désordres dans la formation des composés

organiques et les concentrations des nitrates restera plus élevées (Hlusek J. et al, 2000).

Parmi les différents échantillons des mémes variétés végétales, la gamme de
concentrations peut étre grande (Manuela C. et al, 2009); et elle difféere dans une large

mesure selon la partie de plante (Fytianos K., et Zarogiannis P., (1999).

I1-4- Utilisation de nitrates et ses dérivés dans les denrées alimentaires :

Les nitrates et les nitrites sont largement utilisés dans la production de viandes et dérivés
fumés et pour la conservation du poisson dans certain pays, la fabrication du fromage fait aussi

parfois appel a I’adjonction de nitrates (SchuddeboomJ.L., 1993).

Dans les fromages et les produits de charcuteries, les nitrates sont issus a partir des
additifs, utilisés comme agents de conservation, comme par exemple le nitrate de sodium (E251)
ou le nitrate de potassium (E252) (W.H.O, 2005) , Ces derniers sont utilisés pour le traitement
des viandes car ils stabilisent la couleur des viandes rouges, inhibent aussi certaines
détériorations et le développement de microorganismes anaérobiques toxiques, comme ils

ralentissent 1’oxydation de la viande et contribuent a exhausser la saveur.

Ces deux additifs alimentaires (E251 et E252) sont interdits d’utilisation en boucherie
(morceaux de viandes débitées et viandes hachées) ; et ne sont pas autorisés dans le corned-beef .

L’ajout de nitrates dans les aliments pour bébés est strictement interdit (W.H.O, 2005).

L’action des nitrites-nitrates dans les produits carnés est indiquée dans la figure 4 :
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+hoglobine . Couleur

+Mcro-orgamsmes — ___, effet bacténostatique

acide ascorbique protéme. dont certains sont
acides amines des composants
acides gras etc... aromatique

NQO2- etlou NO3- <Rlil¢lm libres _____gcomposes nifres et miroses

+amine p HHtrOSAMiNe s

Fig. 4 : Action des nitrites-nitrates dans les produits carnés.

(Véronique DA-RIZ et Anne-Sophie, 1999)

I1-5- Nitrosamines dans les denrées alimentaires et leurs précurseurs de formation
I1-5-1- Nitrosamines dans les produits alimentaires:

Les nitrosamines ne sont pas ajoutées intentionnellement dans 1’alimentation, mais se
forment spontanément a partir des substances qui y sont présentes, soit naturellement, comme les
amines qui sont a la base des protéines de la viande et du poisson, ou aprés leurs ajout durant le
procédé de transformation. Les nitrosamines se forment lorsque les nitrites, qui peuvent se
former & partir des nitrates, réagissent avec des amines secondaires ou tertiaires dans des
conditions du pH favorable (INERIS, 2014).

11-5-2 Précurseurs de formation des nitrosamines

Les traitements thermiques des produits alimentaires, traitements a haute température
(exemples : grillage, torréfaction) et/ou contact direct avec des gaz de combustion (exemple :
fumage), peuvent étre responsables des réactions de nitrosations dans les aliments transformés

(D. Kocak a et al, 2012), et parmi ces précurseurs on peut citer :
» Les Aliments traités par des nitrates et nitrites :

Selon Sante Canada, 2011, les aliments conservés par 1’addition de nitrates ou de nitrites,

comme les salaisons (en particulier le bacon) et les fromages sont sources de nitrosamines.
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De plus, leur cuisson favorise d’avantage, la formation de N dimethylamine (NDMA)
(OEHHA, 2006).

> Les aliments conserveés par fumage :

Lors de traitement de conservation des aliments par fumage les oxydes d’azote présents dans

la fumée agissant comme des agents de nitrosation (OEHHA, 2006; Sante Canada, 2011).
> Les aliments déshydratés par le gaz de combustion :

Les gaz de combustion pouvant contenir des oxydes d’azote, les aliments déshydrates par ce
procédé (exemple : le lait en poudre écrémé, les poudres de poissons entrant dans la composition
de soupes de poissons déshydratées et d’aromes,... etc. peuvent contenir des nitrosamines (Sante
Canada, 2011).

» Lanitrosation par action bactérienne :

Des conditions humides de culture ou de stockage des aliments, entrainent la formation de

nitrosamines par des bactéries (Sante Canada, 2011).
> Les aliments marins :
La NDMA est présente dans les aliments conserves dans le sel et le vinaigre (Mitch, Sharp et

al., 2003), et plus particulierement dans les légumes, du fait de la réduction microbienne des

nitrates en nitrites (Santé Canada, 2011).

D’autre part, une source importante de 1’exposition humaine aux nitrosamines est
I’ingestion de nitrates. En effet, 5 % des nitrates ingérés sont réduits par la salive en nitrites, qui
peuvent réagir dans le milieu gastro-intestinal avec les amines secondaires et/ou tertiaires, mais

aussi les amides, et les carbamates (H.H.S, 2011; Sante Canada, 2011).
I1-6- Réglementation d’utilisations d’aditif dans les denrées alimentaire

L’utilisation des additifs dans les produits agro-alimentaires est réglementée depuis 1997
par la directive européenne 95/2/CE (Véronique DA-RIZ et Anne-Sophie, 1999), ce qui est le
résultat de 1’harmonisation des réglementations nationales des pays européens. Cette

réglementation comporte une liste positive (tout ce qui n’y figure pas est interdit).
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En ce qui concerne les produits carnés, les teneurs autorisées en nitrites et en nitrates sont
récapitulées dans le code des usages de la Charcuteries, de la Salaison et des Conserves de

viandes (tableau n° 2) :

Tab. 2 : Doses d’incorporation et teneurs résiduelles en nitrites et nitrate dans les produits carnés

(Véronique DA-RIZ et Anne-Sophie, 1999) :

Dose indicative Quantité

N° CE Nom Denrée alimentaires . : .
D’incorporation|  résiduelle
(Mg/kg) (Mg/kg)
E 249 Nitrite de Produits de charcuterie et de 150 (a) 50 (a)
: salaison non cuits, séchés
potassium
o -Autres produits de salaison
E 250 Nitrite de

et charcuteries
sodium _ _ 150 (a) 100 (a)
-Produits de viande en conservs

-Bacon traité en salaison

175 (a)
Nitrate de -Produits de charcuterie et
E 251 _
sodium de salaison 300 250 (b)
Nitrate de . ; :
E 252 Produits de viande en conservg
potassium

(a) exprimée en NaNO;

(b) exprimée en NaNOs
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Chapitre 111 : Techniques de conservation et de
traitements des aliments

I11-1- Notion sur les traitements technologiques :

Les traitements technologiques mis en ceuvre sur les produits alimentaires recouvrent
essentiellement des traitements : de stabilisation, des opérations et de séparation qui vont, en
particulier, chercher d’éliminer les micro-organismes, arréter les activités enzymatiques indésirables

ainsi que les réactions chimiques spontanées, et d’éliminer les composés xénobiotiques.

Les opeérations de transformation font appel a des procédés de traitement physique, chimique
ou biologique susceptibles d’influer sur la valeur nutritionnelle de 1’aliment (Bernard et Carlier,
1992), par des modifications de teneur et/ou de composition en constituants nutritionnels ou encore
de biodisponibilité (A.f.s.s.a., 2003).

I11-2- Techniques de conservation des aliments

Plusieurs techniques de conservation sont adaptée pour conservé les produits alimentaires, citons

les traitements par la chaleur, froid, élimination d’eau et d’autres.
I11-2-1- Techniques de conservation par la chaleur :

Le traitement thermique peut détruire les populations des micro-organismes, cette
destruction débute généralement a partir de la température 60°C. Les techniques les plus

couramment utilisés sont :

I11-2-1-1- La cuisson : ¢’est une technique de chauffage modéreé inferieur ou égal a 100° C (Oudot,
C., 1999), elle contribue a une stabilisation microbiologique du produit. Divers types de cuissons

sont possibles :

» al’eau directe (ébullition, blanchiment) ou indirecte (bain-marie) ;
» dans des huiles (friture et sauté) ;

» aflamme nue (grillade et r6ti) ;

» en vase clos (étouffe) ;

» alavapeur (blanchiment a vapeur) (Boumendjel M., 2005).

I11-2-1-2- La pasteurisation : a pour but la destruction des microorganismes (pathogenes et
d’altération). Ce traitement doit étre suivi d'un brusque refroidissement puisque tous les
microorganismes ne sont pas ¢liminés et qu’il est nécessaire de ralentir le développement des
germes encore présents. Cette technique concerne, par exemple : le lait et les produits laitiers, les

jus de fruits,...
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I11-2-1-3- La stérilisation : est un traitement thermique pour la destruction de toute forme
microbienne vivante, en faisant appel a des températures supeérieures a 100°C (F.P, 2014). On

peut cités :

» L’appertisation : est un procédé de conservation, consiste a stériliser par la chaleur, des
denrées périssables conservés dans des conditions hermétiques (boites métalliques, bocaux).
(Direction du commerce, 2014).

» Le traitement a ultra haute température (UHT) : Il consiste a chauffer le produit a une
température assez élevée (135°C et 150°C), pendant un temps tres court (1 a 5 secondes) ; le
produit stérilisé est ensuite refroidi puis conditionné aseptiquement. Ce procéde est utilisé pour
la stérilisation des produits liquides (lait, jus de fruits, ...), ou de consistance plus épaisse

(desserts lactés, créme, jus de tomate, soupes,...) (Fiche Pratique, 2014).
I11-2-2- Techniques de conservation par le froid :

Le froid est une technique de conservation des aliments, qui peut ralentir l'activité
cellulaire, les réactions enzymatiques et le développement des microorganismes; comme il
prolonge ainsi la durée de vie des produits frais, végétaux et animaux, en limitant leur altération

microbiennes ou enzymatique ; on distingue :

111-2-2-1- La réfrigération : elle consiste a entreposer les aliments a basse température, proche du
point de congélation, mais toujours positive par rapport a celui-ci, généralement entre 0°C et 4°C
(température de réfrigération) (F.P., 2014).

I11-2-2-2 La congélation : elle maintient la température au ceeur de la denrée jusqu’a -18°C, ce
procédé provoque la cristallisation en glace de l'eau contenue dans les aliments,
qui permet de réduire 1’eau disponible pour des réactions biologiques et donc de ralentir ou arréter

I’activité microbienne et enzymatique (F.P, 2014).

I11-2-2-3- La congélation rapide ou surgélation : est une technique de refroidissement brutal
(-35/-196 °C) puis de congélation a —15/-18 °C. Cette technique permet la formation de
nombreux petits cristaux de glace qui ne détériorent pas I'aliment (Morgane Daniel, 2013).
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111-2-3- Les techniques de conservation par séparation et élimination d’eau :

La déshydratation est une technique physique de conservation des aliments. Elle consiste a
éliminer, partiellement ou totalement, I'eau contenue dans l'aliment, I'activité de I'eau du produit
traité atteint des valeurs minimes suffisantes pour : inhiber le développement des microorganismes

et stopper les réactions enzymatiques (Direction du commerce, 2014) ;
On distingue :

111-2-3-1- Le séchage qui consiste a enlever I'excés d’humidité par évaporation de I'eau. On aboutit

a des produits alimentaires dits secs (Direction du commerce. 2014).

111-2-3-2- La lyophilisation, technique de séchage par congélation brutale (entre -40 °C et -80
°C environ), puis a le soumettre au vide, I'eau passe ainsi directement de I'état solide a celui de

vapeur, c'est la sublimation de la glace (Morgane D., 2013).

111-2-4- Autres méthodes :

D’autres méthodes permettent de freiner ou bloquer le développement microbien en
réduisant 1’activité de I’eau tout en conférant du golt a 1’aliment comme le fumage ou 1’addition de

sel ou de sucre.

I11-2-4-1- Le fumage ou fumaison consiste a soumettre une denrée alimentaire a 1’action des
composés gazeux qui se dégagent lors de la combustion de végétaux. Il s’applique principalement
aux produits carnés pour lesquels le séchage suivi du fumage permet de conserver les viandes et

poissons grace a l'action combinée de la déshydratation et des antiseptiques contenus dans la fumée.

I11-2-4-2- La conservation par le sel ou salage : consiste a soumettre une denrée alimentaire a
I’action du sel, soit en le répandant directement a la surface de 1’aliment (salage a sec), soit en
immergeant le produit dans une solution d’eau salée (saumurage). En diminuant l'activité de I'eau
du produit, ce procédé permet de freiner ou de bloquer le développement microbien. Il est utilisé

pour la conservation de certains poissons des viandes ou des Iégumes.

I11-2-4-3- La conservation par le sucre : elle ne peut se faire qu’a chaud puisque I’aliment doit
perdre une partie de I’eau qu’il contient par évaporation tandis que le sucre, une fois dissous, se lie

aux molécules d’eau et les rend indisponibles pour la croissance de microorganismes.
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111-2-5-L’acidification en ajoutant certains acides aux aliments ,on baisse le PH du milieu tout en
limitant considérablement les sortes de microorganismes qui peuvent y vivre, par exemple a 1’acide
acétique des marinades, a 1’acide lactique des fromages, a 1’acide benzoique et du SO, des fruits

(Direction du commerce , 2014).

I11-2-6- L’adition de sel de nitrite et de nitrate : (nitrite de sodium E250), nitrate de sodium
(E251), nitrate de potassium ou salpétre (E252), sont des antibactériens en liaison avec le pH et le
taux de Na CI (Oudot C., 1999).

En outre, on peut citer la conservation par fermentation ou par d’autres additifs alimentaires

(conservateurs chimiques, minéraux et organiques) (Direction du commerce, 2014).
111-3- Entreposage et traitement des légumes :
111-3-1- Conditions d’entreposage :

» La température d’entreposage des légumes est choisie spécifiquement ; exemples : légumes
feuilles voisinage de 0°C, tomates entre 7 et 10° C,

» Ladurée de conservation est en fonction du produit et de la température,

» L’humidité relative de 1’atmospheére doit étre régulée : trop seche elle entraine un
flétrissement rapide, par contre trop humide elle peut favoriser le développement
microbien,

» La composition de 1’atmosphére ambiante doit étre controlée pour éviter les excés de CO,

qui provoque les fermentations (Elisabeth, V., 2008).
111-3-2 Conséquences liées aux conditions d’entreposage :

L’entreposage des produits agricoles, est susceptible d’entrainer des dégradations
spontanées telles que la diminution des teneurs en certaines vitamines, en polyphénols et la
dégradation des macronutriments (glucides, lipides et protéines). Les activités enzymatiques
indésirables d’un point de vue nutritionnel sont principalement les oxydations des polyphénols par
des enzymes (polyphénols oxydases) et des acides gras par : les lipoxygénases, les hydroperoxydes
lyases...) et les hydrolyses (en particulier les lipolyses). Ces dégradations spontanées peuvent €tre
accentuées en présence de contaminants microbiens, particuliérement dans le cas de stockage dans
des conditions inappropriées (humidité relative ou température trop élevées, silos insuffisamment
nettoyés...) (A.f.s.s.a, 2003).
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I11-4- Etude d’un traitement thermique (Le blanchiment):

Le blanchiment, est une méthode préalable aux traitements par : appertisation, congélation et
déshydratation, est une technique qui consiste a soumettre I’aliment a une haute température,

généralement (70 °C) pendant quelque minutes (5 min) (Elisabeth, V., 2008).
Avantage de blanchiment :

¢ 1l détruit les enzymes qui ont un réle oxydant tel que la peroxydase et la polyphenoloxydase
responsable du brunissement enzymatique, et 1’ascorbate-oxydase qui est oxyde la vitamine
C (acide ascorbique), .....

% Fixe les pigments colores, empéche le brunissement enzymatique, limite les pertes ultérieurs
en vitamine C,

¢ Stérilise I’aliment en surface, comme il chasse les gaz et diminue les réactions
d’oxydoréductions, et favorise ainsi la déshydratation ou la réhydratation,

«¢+ 1l réduit les substances indésirables telles que le nitrate pendant ce processus (Elisabeth, V.,
2008).

Inconvénients de blanchiment :

Il altere la structure des produits et induit une perte de rigidité de la matrice alimentaire et la
déshydratation de cette derniere,

«¢+ Il induit une perte notable en vitamines hydrosolubles : perte de 10 a 45% de la vitamine C.

Globalement, le blanchiment a des effets positifs quasi indispensable, par exemple apres
stockage des haricots verts surgelés blanchis, la perte en Vitamine C et de 50%, 20% pour la
vitamine B1 et 3% pour la vitamine B2, et dans le cas contraire (pas de blanchiment), ce légume
perte 90% de vitamines C, 70% de vitamine B1 et 40% de vitamine B2 (Elisabeth, V., 2008).

111-4-1- Méthodes de blanchiment :

< Blanchiment a I’eau : I’industrie adapte le temps et la température a chaque légume, il
corrige quelque conséquences du blanchiment par 1’adition de quelques composés tels que :

les sulfites qui limitent I’oxydation de la vitamine C ; mais il détruit la vitamine B1.

< Blanchiment a la vapeur : il est plus long et plus couteux que le précédent, il entraine

moins de pertes en éléments minéraux.
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% Blanchiment par les UHT (micro ondes) : il conserve bien les éléments de valeurs
nutritionnels (Elisabeth, V., 2008).

111-4-2- Impact de blanchiment sur la teneur en nitrate des denrées alimentaires :

Le blanchiment convient a réduire des concentrations en nitrate des légumes ; les substances
ioniques (exemple : les nitrates) sont extraites au-dessus de 57 °C. A de plus basses températures,
les membranes cellulaires maintiennent leur sélectivité et sont imperméables aux corps dissous.
L’extraction des nitrates de quelques 1égumineuses s’effectuée a des températures sises entre 80 et
90 °C et les taux de lixiviation est proportionnel aux températures appliquées (Gaiser, M. et al,
1996).
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Toutes les parties expérimentales sont effectuées au laboratoire pédagogique de
biochimie et chimie 3 de I’université de Djilali BOUNAAMA de Khemis M’liana au de mai.

1V- Matériels et méthodes :
1V.1. Matériels utilisés :

Les équipements et produits chimiques, utilisé dans 1I’étude expérimentale dans
laboratoire, sont mentionnés dans le tableau n°3:

Tab. 3 : Matériels et produits chimiques

Matériels Produits

= Spectrophotométre UV (THERMO = Acide sulfurique 98%

ELEECTRON)
= Diphénylamine

= Balance de précision (OHAUS)
= Nitrate du sodium (NaNOs3)

= Vortex (VELP Scientifica)
= Solution NaCl saturée

= Cuve en quartz
= Acide acétique a 5%
= Tubes a essais en verre

= L’étuve (réglée a 105 C°) (VW R)
= Micropipettes

= La hétte (ASEM)

= Les flacons

= Bain marie (Memmert)

= Chronométre

= Plaque agitatrice (VELP Scientifica)

= Verreries (fiole, bécher,.....etc.)
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= Matériels végétales (tomate, laitue,

carotte, pomme de terre....)

IVV-2) Méthode de dosage :

Dans notre travail, la méthode utilisée pour doser les nitrates de quelques produits de
maraichéres (pomme de terre, tomate, carotte,...) est celle de I’oxydation d‘un composé
organique “ Diphénylamine” par NO3; (méthode colorimétrique inspirée dans un livre russe),

décrite par : Golubev en 1989, améliorée par Aoun et al, en 2013.
IVV-2-1-Principe de la méthode :

La méthode de Diphénylamine est basée sur ’oxydation de la Diphénylamine par les
nitrates. Dans un mélange fortement acide (acide sulfurique), une couleur bleue brillante se
développe suite de réaction de nitrate avec la diphénylamine (amine secondaire). L’intensité de
la couleur est proportionnelle a la concentration en anions nitrates. L’absorbance est mesurée a

590nm.

1V-2-2-Préparation de réactif

Le réactif de Diphénylamine (DPA) est préparé selon le protocole appliqué par Ronald
Bartzatt, et Laura Doniga (2004) :

dans une burette graduée on dissout 0.1g de diphénylamine par 1’ajout progressif de
I’acide sulfurique a 14.4M sans cesser d’agiter, pour arrivé a un volume finale de 30 ml, une
coloration violet claire apparait avec 1’agitation, le réactif est conservé dans la héte a 1’obscurité

et étiqueté du non de réactif.

IV-2-3-Préparation de solution étalon
La solution étalon était préparée par NaNO; avec concentration de 0.15g/l, c’est la
solution mere (SM), a partir de cette solution on a préparé des dilutions (D1, D2, D3, D4) :
0.075 g/l, 0.045 g/1 0.030 g/l, 0.015 g/l, respectivement pour tracer une courbe d‘étalonnage

apres la mesure des absorbance a 590 nm.

IVV-3-1-Préparation de matérielle végétale :

Le choix des légumes a été effectué selon :
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e Leurtype:

» Légume feuille : laitue, épinard,
> Légume racinaire : la carotte, betterave,...
» Légume tuberculés : pomme de terre,
» Légume fruité : tomate.
e Leur teneur en nitrate (d’apres la bibliographie) :
> Bas,
» Moyen,
> Elevé.

e Les plus consommé : pomme de terre, tomate, carotte,....

Les légumes ont été achetés au marché de Boumedfaa (a I’Est de la wilaya de Ain Defla), au

mois de mai 2015 et les analyses sont effectuées dans le méme jour.

Les légumes sont lavés soignieusement avec 1’eau de robinet puis rincés avec de 1’eau
distillée pour enlever les traces d’impuretés et les particules étrangeres puis coupés en petits

morceaux et traité selon les étapes suivantes :

Echantillonnage (50 + 0,01 g) de légumes coupés

!

Homogénéisation (15 min avec 200 a 300 ml de I’eau distillée)
(Bécher a 500 ml)

!

L'ajout d'eau distillée jusqu’a 500ml (bécher a 500 ml)
!

Agitation périodique pendant 45 min a 50°C

l
Extrait

A partir d’extrait de chaque légume on a utilisé une quantité pour le dosage des
différentes échantillons frais, et le reste est divisé en trois portions est conservé dans des états
d’entreposages différentes (lumiere, obscurité, froid), dans le but de suivre 1’impact
d’entreposage pendant 5 jours sur la cinetique de transformation des nitrates pour quatre

Iégumes choisit (pomme de terre, laitue, tomate, carotte).
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IV-3-2-Dosage des extraits

Les extraits des légumes ont passé par une étape de filtration puis acidification et
évaporation suivie de filtration pour étre mélanger avec le réactif de Diphénylamine (DPA) selon

les étapes suivantes :

Extrait de légume

!
Filtration (papier Fioroni )

, l _
Echantillon de filtrat (25-50 ml) dans un mortier en verre
!

Acidification avec 2-4 ml d'acide acétique a 5%
!
Evaporation a sec (étuve) a 105° environ 3h
!
Dissolution du résidu (avec une petite quantité de I'eau distillée)
!

Filtration dans une fiole jaugée de 50 ml

L'addition de 2.5 ml de la solution saturée de Na Cl,
!

Compléter le volume a 50 ml avec de I'eau distillée = extrait final

!

1 ml d'extrait final dans tube a essai

!
Ajouter 4 ml de solution DPA
1

Agitation et dosage immédiate

!

Mesure de I'absorbance a 590 nm

IV-4-Préparation d’échantillon pour un traitement thermique (blanchiment)

Dans la deuxieme partie de I’é¢tude expérimentale, le processus de blanchiment a I’eau
est étudié sur deux échantillons de légumes (carottes et 1’épinard), pour étudie I’effet de
blanchiment sur la cinétique de diffusons des nitrates dans la matrice alimentaire vers 1’eau de

blanchiment a différentes températures (60°c, 70°c, 80°c) ; les légumes sont traités comme suit :
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> Les légumes sont coupés en petits morceaux
» 10g de chaque échantillon est émergé dans 100 ml d ‘eau distillée dans des flacons
stériles en verre (9 flacon pour chaque l1égume)

> Latempérature de bain marie est réglé selon la température appliquée

La méthode appliquée pour le dosage des nitrates dans 1’eau de blanchiment, et celle a la
Diphénylamine décrite par : Golubev en 1989, améliorée Aoun et al, en 2013.

IV-5—EXxpression et calcule des résultats :

Les résultats ont été calculés a partir de la droit de régression (courbe d’étalonnage) et

sont exprimés en mg / kg d’échantillon, en tenant compte des dilutions.

Le taux d’¢limination de blanchiment est calculé selon 1’équation suivante :

((CI-CF) /CI)* 100

Cl : Concentration initial
CF : Concentration final
1V-6- Logiciels utilisés dans I’interprétation des résultats

Les données ont été analysées par Excel, évalués avec un logiciel STATISTICA (version 5.5)

afin d’estimer les différences significatives a p < 0.05.
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Les résultats obtenus au cours de cette étude sont interprétés par différentes

représentations (courbe d’étalonnage ; histogrammes .....).
V-1-Courbe d’étalonnage

La courbe d’étalonnage (figure 5) représente une bonne linéarité, avec un coefficient
de corrélation (R?) égal & 0.997. La concentration en nitrates est déduite & partir de I’équation
de la droite de régression en prenant en considération le facteur de dilution.

0,7 - Yv=4,6723x-0,016
R*=0,997

Absorbance A

o 0,02 0,04 o006 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Concentration [ INalN O3]

Fig. 5 : Courbe d’étalonnage
V-2- Teneur moyenne en nitrates de quelques légumes frais

La figure n°6 représente la teneur en nitrates (TN) de quelques légumes frais locaux ;
d’aprés les analyses statistiques, il existe une différence significative a P< 0, 05 entre les

différents Iégumes sauf dans le cas de pommes de terre et de concombre.

Dans les autres cas, en constate qu’il y a une différence remarquable, le betterave

montre la teneure la plus élevée (3217 ,75 mg/kg) suivie par celle des épinards (1996 mg/kg).

En géneéral, la teneur en nitrates différe d’un 1égume a ’autre, elle est de 550.79 ;
442.35; 371.00 ; 338.18 et 271.11 (mg/kg) pour les : carottes, laitues, concombres, pommes

de terre et petits pois ; respectivement.
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Fig. 6 : Histogrammes de la teneur en nitrates dans les légumes frais (mg/kg),
Les mémes lettres indiquent 1’absence d’une différence significative (p<0 ,05).

Certains résultats, sont en concordance avec ceux rapportés dans la bibliographie, sauf
dans le cas des épinards, d’aprés Santamaria et al, (1998b), les épinard (Iégumes feuillés)
contiennent plus de nitrates que les légumes racinaires, et pour les betteraves la forte teneur
en nitrates, peut etre expliquée par I’influence de I’hyper-fertilisation en engrais qui
contiennent de substance azoté (Santamaria et al, 1998a ; Nazaryuk et al., 2002 ;Chen et
al., 2004).

Pour les laitues (feuille médiane), la TN est inferieuer par rapport aux résultats
mentionnés dans la bibliographie, mais on peut les justifier par certains opinions qui disent
que les feuilles intérieures accumulent moins de nitrates que les feuilles externes (Santamaria
et al, 1999 ; Santamaria et al.,. 2001), mais ces auteurs ont signalé aussi que les valeurs
moyennes en NOj3 dans les laitues varient de 250 a 1500 mg/Kg comme elles dépassent 2000
mg/Kg, c'est-a-dire selon les condition de la culture et/ ou I’influences des parametres
climatologiques (précipitations, sécheresse,...). Les résultats trouvés dans quelque pays sont

mentionnées dans I’annexe n°2.

La plus faible concentration est enregistrée dans les tomates (195,49mg\kg), elle est en
concordance avec la classification établie par (Santamaria et al, 2001) la ou ils ont signalé

que les fruits des végétaux ont des faible TN que les feuilles, racines, tubercules, ....
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La TN dans les petits pois est faible par rapport a la classification de Santamaria,
2006, par contre la TN dans les pommes de terre est importante en comparaison avec la

bibliographie.
V-3- Stabilité de nitrates dans les différentes conditions d’entreposage :

Durant le processus de suivi de la variation de TN dans les quatre légumes choisis
(carotte, pomme de terre, laitue, tomate) dans les conditions d’entreposage suivants : lumiére
et obscurité a température de chambre de stockage, effet du froid a 4°C pendant 5 jour ; on a

obtenu les résultats suivantes (figures 7 A, 7 B et 7 C).

Pendant la durée de I’entreposage, la diminution de la TN est remarquable pour
les trois paramétres, mais le taux et la vitesse de la diminution differe d’un type de légume a

un autre et d’un parametre a I’autre.

Dans le cas de la lumiére (fig. 7 A), la concentration en NO3; dans les extraits
diminue en fonction du temps, de méme pour les autres cas : obscurité (Fig. 7B) et froid (fig.
7C). Cette diminution (effet de la lumiére, fig. 7A), peut s’expliquer par I’effet
photochimique sur la cinétique de dégradation des nitrates (réaction d’oxydoréduction des
NOj3 en NO, puis en NH,4 en présence des métabolites lors de la photosynthése), ou par action
des microorganismes qui ont une affinité avec les substances azotés (Nitrobacter par
exemple) (Chung, S. Y. et al, 2003).

Concernant le cas de 1’obscurité (fig 7 B), la TN diminue a partir du 2°™ jour dans les
trois extrais, cette diminution est moyennement importante que la lumiére (différence
2éme

remarquable dans le jour), sauf pour I’extrait de la pomme de terre qui a marqué le

méme pic d’augmentation qu’a la lumiére. Une augmentation de la TN dans ’extrait de
carotte est marqué dans le 3°™ jour par apport au 2°™ jour ; mais elle diminue de nouveau le
jour apres, ce qu’on peut expliquer par I’interaction d’autres molécules dans le milieu (milieu
complexe, réactivité des ions NO3 et NO, avec certains nutriments contenant dans les matrices
alimentaires qui ont une affinité avec ces derniers) (Guingamp et al., 1983), ou par action des
interférents (oxydants formés apres réduction des nitrates tel que les NH4, NO) qui
contribuent a l'oxydation de réactif (Diphénylamine) puis variation des valeurs de

I’absorbance.
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Fig. 7 : Variation des teneures en nitrate durant 1’entreposage dans la lumiere, obscurité et
froid.
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Concernant le cas du froid (T=4°C), la TN est instable dans touts les extrais durant
les 5 jours et les courbes montrent une légere diminution de la TN en comparaison avec la
TN initiale ( a I’état frais), excepté la TN d’extrait de carotte qui a diminué dés le 2°™ jour
avec un écart trés important Cette instabilité (augmentation et diminution de la TN en
fonction des jours) peut étre due aux erreurs de manipulation dans le laboratoire (conditions
de stockage, milieux d’analyse, préparation du réactif, étalonnage des équipements,
contamination de la verrerie,...), ou par I’interaction des produits du milieu (complexité de la
matrice alimentaire), ou par I’effet du froid sur [Dactivité des enzymes régulateurs de la

réduction de NO3 ).

D’apres les résultats obtenus, la teneur en NOsest influencée par les conditions de ces
parametres. Aussi la durée de conservation est considérée parmi les facteurs qui influent sur
la TN dans les légumes (Walker, R., 1990 ; Fytianos, K, et Zarogiannis, P. 1999, Laslo. C. et
al, 2000), dans les conditions optimales de stockage, la TN diminue lentement, mais deux
facteurs peuvent intervenir dans le cas de déffaiance : I’activité de I’enzyme nitrate réductase

et la contamination bactérienne ; signalés par certains opinions scientifiques.

La lumiére et la température ambiante ont une influence importante sur 1’activité de la
N-réductase qui réduit des nitrates en nitrites (Elisabet, V., 2008), I’activité de 1’enzyme N-
réductase a 1’obscurité, normalement, doit étre réduite, la fréquence de diminution de la TN a

I’obscurité est moyennement plus que la lumiére.

Pour ce qui concerne 1’obscurité, on peut I’expliquer par la prolifération des bactéries
nitrifiantes dans le milieu suite a une conservation dans un endroit humide et clos (Chung, S.
Y. et al, 2003).

Une légére différence concernant la variation de la TN des extraits conservés au froid,
peut étre due a I’effet de I’inhibition de ’activité de nitrate réductase et le ralentissement de la
prolifération bactérienne (E.F.S.A, 2008).

V-3-1- Transformation de nitrates dans I’extrais de tomates :

L’histogramme suivant (fig. n°8) représente la variation de la TN dans I’extrait de

tomate pendant 5 jours d’entreposage en fonction des trois parameétres étudiés.
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Fig. 8 : Histograme de la variation de la TN dans 1’extrait de tomate.
Les mémes lettres indiquent I’absence d’une différence significative (p<0 ,05).

Pour les extraits exposés & la lumiere , une diminution significative apparrait au 2°™
jour, et ralentit pendant les jours qui suit. Et pour ce qui concerne les extrais consérvé a
2éme

I’obscurité , une importante diminution de la TN aparrais dans le jour, suivi par une

36T ot |e 4°Me

augmentation dans le jour, mais toujour inferieur par apport a I’etats frais, cela

est probablement lié aux érreurs experimental.

Par contre les extrais conservé au froid, une augmentation de la TN apparrait
clairement & partir du 2™ et 3*™ jour suivie par une diminution progressive dans les jour qui
suit avec une différence significative remarquable & p<0 ,05 . La reduction de taux de la TN
de I’extrait de tomate était faible dans la lumiére et dans I’obscurité par rapport aux autreS
extraits est expliquée par une source alternative de NO3 accompagnée par sa reduction ,cette
source peut etre expliquée par la diffusion de NO3 contenu dans les vacuoles de debris de

tomate presents dans | éxtrait lors de preparation de I’extrait.

Il est bien établit que les plantes enrichies en nitrates (engrais, fertilisation du sol,...)
par rapport a la demande de la plante ont 1’habilité d’accumuler les nitrates essentiellement
dans les vacuoles. Ce phénomeéne est étudié par Glass et Siddigi, (1995) sur des vacuoles
isolées a partir de plantes, et explique les résultats obtenus au froid par rapport a
I’augmentation signalée et la trés faible réduction liée a I’inactivation de la NR par ’effet de
froid.
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V-3-2- Transformation de nitrates dans I’extrait de pomme de terre :

L’histogramme suivant (fig. n°9) représente la variation de la TN dans I’extrait de

pomme de terre pendant 5 jours d’entreposage.
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Fig. 9 : Histograme de la transformaton de la TN dans I’extrait de pomme de terre.
Les mémes lettres indiquent 1’absence d’une différence significative (p<0 ,05).

Pour les extraits exposés a la lumiére , une légeére diminution de la TN dans I’extrait
apparait dans le 2°™ jour, suivie par une augmentation significative (p<0,05) dans le 3 “"

jour, puis une diminution dans le 4 ™ et le 5°™ jour.

Pour les extraits conservés a 1’obscurité , une augmentation progressive de la TN

aparrait dans le 2™ et le le 3°™ jour ,mais une brusque diminution apparait dans le 4°™ jour.

Pour les extraits conservés au frais, une Iégere augmentation de la TN est observée a

partir du 2™ et 3™ jour suivie par une diminution progressive..

L’augmentation significative de la TN dans ’extrait pour les trois paramétres est
probablement liée aux erreurs commises lors du déroulement de I’ensemble des étapes qui
précédent le dosage. Elle est accompagnée par la diminution de I’activité de la NR sur la
réduction de NOzen NO, dans I’extrait par 1’effet de la vitamine C fortement présente dans

les pommes de terre, sachant que la vitamine C diminue la transformation de NOzen NO,,

4°M€ gt | 5°M

La TN a diminué significativement dans le jour suite a la diminution de

la vitamine C dans I’extrait par 1’effet d’entreposage (a.f.s.s.a, 2003).
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V-3-3-Transformation de nitrates dans I’extrait de carotte :

L’histogramme suivant (fig. n°10) représente la variation de la TN dans 1’extrait de

carotte pendant 5 jours d’entreposage a la lumiére, 1’obscurité et le froid.

Carotte
g
g 600 aaa
= I
e 500
b

7 400 c cd
] e de de
= 300 g.T g B LUMIER
= E - E
2 = h m OBSCURITE
= 200 i =
,E 100 FROID
&
g o0
= I . - . .
o lierjour 2iem Jiem diem Siem

jour jour jour jour

Fig. 10 : Histogramme de la transformation de la TN dans 1’extrait de carotte.
Les mémes lettres indiquent 1’absence d’une différence significative (p<0 ,05).

Une diminution significative de la TN apparait dans le 2°™ jour d‘entreposage dans
tous les extraits.

La réduction de la teneur en NO3 dans 1’extrait conserve au froid est progressive. Par
contre dans la lumiere et dans I’obscurité elle montre une légére augmentation par rapport au
2°™ jour liée aux erreurs expérimentales.

L’effet d’une contamination bactérienne de I’extrait initiale de carotte est clairement

prouveé par la forte réduction de la TN méme pour I’extrait conservé au froid.

L’influence de ’humidité de milieu sur la forte dégradation de NO; est toujours marquée

pour tous les extraits conserves a I’obscurité (Chung, S. Y. et al, 2003).
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V-3-4- Transformation de nitrates dans P’extrait de laitue :
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Fig. 11 : Histogramme de la transformation de la TN dans 1’extrait de laitue.
Les mémes lettres indiquent I’absence d’une différence significative (p<0 ,05).

L’influence de la lumiere apparait durant la période de 1’entreposage sur la TN dans
I’extrait de laitue, une diminution progressive significative, suite a la réduction de nitrates en

nitrites par la nitrate réductase activé par 1’effet photochimique.
A ’obscurité, la diminution de la TN dans 1’extrait est toujours supérieure ala lumiére

Une faible degradation de la TN dans I’extrait conservé au froid, ce qui confirme I’effet de
bonne condition d’entroposage (faible contamination microbienne) sur la diminution de
I‘activité de la NR ( Thomas Y., Chana,b. 2010).

V-4- Cinetique de diffusion de nitrate dans ’eau de blanchiment :

Le blanchiment est un traitement thermique préallable a la refregeration, congelation
et surgelation , il sert & limiter I’activité des enzymes et 1’elimination de certain substance
indesirable comme les nitrates , 1’étude suivante montre 1’effet du blanchiment sur la

reduction de TN dans 1’epinard et les carottes.

Les resultats concernant I’epinard et la carotte sont illustrés dans 1’histogramme
suivant,( figures 12 A et 12B) :
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Blanchiment (épinard) 600 - Blanchiment carrote
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Fig. 12 : Histogramme representant le taux de nitrates éliminés dans I’eau de
blanchiment. Les mémes lettres indiquent 1’absence d’une différence significative (p<0 ,05)
(A : Epinards ; B :Carottes)

La figure 12 represente la TN difusée dans 1’eau du blanchiment aprés le traitement
ou blanchiment des épinards et des carottes a des temperatures: 60°C, 70°C, et 80°C
pendant 3 minutes.

Les resultats montrent une faible TN dans I’cau a 60°C , mais elle augmente en

fonction de la temperature de traitement et marquent un taux éleve a 80°C.

Gaiser et al, (1996), ont montré que certaines substances des végétaux sont
imperméables a travers les membranes cytoplasmiques a des températures inferieures a 57°C,
sauf les molécules d’eaux qui peuvent se pénétrer, ce qui peut expliquer la faible diffusion de
NO3za 60°C ; a 70°C et 80°C, les protéines de la membrane sont de plus en plus dénaturées
et deviennent poreuses .

On constate que le taux d’élimination des nitrates dans 1’épinard est de 27.16 %,
37.45%, 87.70% a 60, 70 et 80°C, respectivement ; et pour les carottes 24.35 %, 26.96 %,
74.84 % a60°C, 70°C, 80°C, respectivement. Cette différence entre les deux échantillons
est liee a la forte teneur en nitrates dans les épinards, aussi, a la différence de structure entre
les deux matrices végetales (rigidite des tissus) (Aoun.O, 2013).
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Les résultats obtenus indiquent que les lIégumes, en particulier les 1égumes feuillés sont
une source importante d’exposition alimentaire aux nitrates (concentration varient de 195,49 a
3217 ,75mg /kg), ces légumes captent et accumulent différemment les nitrates en fonction de
leur type, feuillés (épinard), tuberculés (pomme de terre), racinaire (carotte, betterave), ou fruité
(tomate) ; Et en fonction de la durées et la condition d’entreposage.

Les autres sources de I’exposition humaine sont 1’eau de boisson, les fruits, les céréales et
les charcuteries auxquelles les nitrates (mais aussi les nitrites) sont ajoutés comme additif (E249,
E250, E251, E252) a des fins de conservation et de coloration.

Le dosage de nitrates dans les légumes frais a montré une contradiction par rapport aux
différentes bibliographies ; les betteraves enregistrent des valeurs élevees (3217 ,75) mg/kg par
rapport aux légumes feuillés (épinards avec 1996 mg/kg). Ces valeurs montrent [I’effet
d’utilisation intensive de nitrates en agriculture comme fertilisants sur la concentration
importante enregistrée dans les betteraves (forte assimilation). La concentration de nitrate et
significativement importantes dans les légumes feuillés se qui mis en évidence [I’effet
photochimique sur 1 ‘accumulation de nitrate dans les feuilles. Les Iégumes fruités accumulent
moins de nitrate par rapport aux autres types.

L’instabilit¢ des nitrates dans les extraits des légumes conservés dans différentes
conditions d’entreposage a mis en évidence I’influence de la lumiére, I’obscurité et le froid sur
la cinétique de réduction de nitrates en nitrites. La température éleve et la lumiére sont des
principaux facteurs qui favorise I’accélération de réduction de nitrates en nitrites, par contre le
froid ralenti cette réduction par son effet de minimisé I’activation de la nitrate réductase (enzyme
réductrice de nitrates en nitrites) et la prolifération bactériennes. Le paramétre de 1’obscurité a
aussi permet d’indiqué ’effet de ’humidité de 1’atmosphere, relative a 1’endroit d’obscurité
adapté sur I’accélération de réduction de nitrates en nitrites.

L’étude de la cinétique de degradation de nitrate en nitrite dans les différentes condition
d’entreposage, nous permet de citez les bonnes conditions d’entreposage a adapter, de froid et
d’obscurité a atmosphere bien controlé afin de minimiser la teneur en nitrites dans les légumes
qui sont considérés comme des substances toxiques.

En ce qui concerne le blanchiment, les résultats montrent que ce dernier est une
technique efficace pour reguler les niveaux de nitrates dans les aliments avant de les conserver
ou consommer en tenant compte le chois de la température et le temps afin de minimisé la perte
de nombreux nutriments et vitamines. Le taux élimination de nitrates dans 1’eau de blanchiment

varie considérablement en fonction du temps et de la température du traitement thermique. Il
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passe de 27.16 %, a 60°c et de 87.70% a 80°c pour 1’épinard, et de 24.35% a 60°c et de 774.84%

a 80°c pour les carottes.
Afin de compléter ce modeste travail, il serait intéressant:

v" Faire une étude sur la teneur en nitrates de différente variété de pommes de terre de la
wilaya de Ain Defla (la région la plus productives et légume le plus consommé en

Algérie).

v Analysé maximum de produit alimentaire locaux (fruits, produits carnés, produits
laitier,...) pour faire le point sur I’exposition humain aux nitrates qui proviennent

d’alimentation.

v Adapté des méthodes de précision plus avancées (chromatographie, électrodes,...... ).
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Glossaire

«» Des termes medicaux

Méthémoglobinémie : accumulation pathologie de méthémoglobine dans les globules rouge
notamment lors d’intoxication par le substance chimique.

Methémoglobine : est une protéine, dérivée de I'hnémoglobine. Et il est obtenu par I'oxydation
de I'atome de fer ferreux (ion Fe?*) de I'némoglobine en fer ferrique (Fe**) , ce qui la rend
inapte au transport d’oxygene .

Les vitamines: sont des substances organiques nécessaires au bon fonctionnement de
I'organisme. Le corps humain ne peut généralement pas les produire seul, et leur apport
alimentaire est donc indispensable. Elles participent notamment au bon déroulement de la
croissance et au maintien de I'équilibre de I'organisme.

Pathologie : étude des maladies, de leurs cause et de leurs symptdmes ; ensemble des
manifestations d’une maladie et des effets morbides qu’elle entraine.

Cancérogene :qui peut provoquer un cancer

Cancer : ensemble de cellules indifférenciées qui échappant au contrdle de 1’organisme se
multiplie indéfiniment, envahissent les tissus voisins en les détruisant et se rependent dans
I’organisme en métastase, la maladie qui en résulte.

Hypertension : augmentation anormale de la pression a I’intérieure d’une cavité ou d’un
vaisseau.

Troubles vasomoteurs : trouble circulatoire dus a un relachement des vaisseaux (rougeur )
ou a leur constriction (paleur ) en rapport avec des troubles fonctionnels du systéeme
nerveux végétative .

Vasomoteur : filet nerveux et qui se distribue sur la paroi musculaire des vaisseaux et qui
détermine leur contraction ou leur relachement.

Toxique : produit ou substance nocif pour I’organisme.

Toxicologique relatif toxicologie : science traitant des substances toxiques de leurs effets sur
I’organisme et de leurs identifications.

Microorganismes : étres vivant microscopique tel que les bacteéries, les virus, les
champignons unicellulaires (levures) et les protistes appelés autre fois microbes, les micro-
organismes jouent un réle essentiel dans les écologique, mais certains especes sont
pathogenes.
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“»  des termes scientifiques

Fixation N, : correspond au passage de 1’azote atmosphérique (N2) en azote combine sous

I’action de certains organismes.

L’assimilation : c’est la transformation de matiére azote minérale ou organique inerte  en

matiére vivante.
L’ammonification : c’est la libération d’ammoniac a partir de matiére azotés organiques.

La nitrification : c’est I’oxydation de 1’azote ammoniacal en nitrate par 1’intermédiaire de

bactéries nitrifiantes

La dénitrification : c’est la réduction des nitrates en azote gazeux par I’intermédiaire de

bactéries dénitrifiantes

La phosphorylation oxydative :est une voie métabolique qui utilise I'énergie libérée par
I'oxydation des nutriments pour la production d'adénosine triphosphate (ATP).

Comportement : manier d’étre, d’agir ou de réagir des étres humains, d’un groupe, des

animaux, attitude.

La fertilisation est le processus consistant a apporter a un milieu de culture, tel que le sol, les
éléments minéraux nécessaires au développement de la plante. Ces éléments peuvent étre
de deux types, les engrais et les amendements. La fertilisation est pratiquée soit en

agriculture, en jardinage.

Le fumage, ajouté a la conservation par séchage, modifie les qualités organoleptiques de la

viande : il change sa coloration et son ardme et durcit sa texture

Entreposage : est le fait d'entreposer (ou de stocker) des marchandises en grande quantité

dans un entrepOt.
Salage : action de saler

Les polyphénols : sont des molécules organiques présentes dans de nombreux

légumes et fruits qui ont la réputation d’avoir des effets bénéfiques sur la sante.
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Les phénols sont des composés chimiques aromatiques portant une fonction hydroxyle -OH.
Les dérives portant plusieurs fonctions hydroxyle sont appelés des polyphénols

La nitrosation est un processus (réaction organique) de conversion de composés organiques
dits « précurseurs » en composés dits « nitroso- », c'est-a-dire dérivés de composés

contenant la fonction chimique R-NO ;ex : nitrosamines.

Un précurseur «chimique » est un composé qui est impliqué dans une réaction chimique

produisant un ou plusieurs autres COmposes.
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Annexe

Annexe 1
Courbe d’étalonnage :

Concentration et absorbance des dilutions utilisées pour tracé la courbe d’étalonnage

Dilution [NaNO3z] mg/ml. Absorbance a4 590nm
Solution mére (SM) 0,150 0,057
Dilution 1 (D1) 0,075 0,113
Dilution 2 (D2) 0,045 0,175
Dilution 3 (D3) 0,030 0,337
Dilution 4 (D4) 0,015 0,690

Fig 1. : image de solution mére et les dilution de la courbe d’étalonnage
préparation de I’acide sulfurique (H,SO,) a 14.4M

I’acide sulfurique présent dans laboratoire est de 18.4 M concentré a 98% on a fais
dilue a 14.4 M par I’eau distille selon la loi de dilution suivante :
C1*V1=C2*V2
18 ,4*V1=14,4 *\/2
V1=(14.4*V2)/18.4
V1 volume de I’acide sulfurique a18.4 M qu’on doit I’ajouté




V2 c’est le volume de I’acide sulfurique al4.4M voulue préparé
*Si on fais la préparation dans une burette ;Le volume de 1’eau (Ve) qu’on doit 1’ajoute a
H ,SO,4 pou arrive a V2 voulue est calcule comme suite :
Ve=V2-V1

Pour Préparé 500ml de H, SO, a 14.4M, dan une fiole jauge a 500 ml on ajoute
avec prudence lentement de I’eau distille a 391.30 ml de H, SO, a 18.4 M sur les paroi de
la fiole en agitant constamment jusqu’a on arrive au trait de fiole ,le réactif degage une
chaleur importante , on le laisse refroidir et on le stocke dans une bouteille fumeé en verre
avec bouchon a vis en plastique et non en métal dont I’étiquéete porte HoSO4a 14.4 M

« corrosif »

Réactifs introduits dans le protocole expérimental

» Diphénylamine : La diphénylamine est une amine de formule brute Ci,H13N. Elle est
utilisée pour la fabrication de colorants, En chimie analytique, on l'utilise pour la détection
des nitrates, des chlorates et autres substances oxydantes avec lesquels elle donne une

couleur bleu profond en présence d'acide sulfurique.

» Acide sulfurique : appelé jadis huile de vitriol ou vitriol, est un composé chimique de

formule H,SO,4. C'est un acide minéral dont la force (pK, = -3,0) est seulement dépassee
par quelques super acides. Il est miscible a I'eau en toutes proportions.

» Acide acétique (CH3-COOH) a 5% : nécessaire pour 1’étape d’évaporation introduite
dans le but de minimiser les impuretés par la précipitation des protéines

» Solution de Na Cl saturé : aide a I’homogénéisation du déférent composant de filtrat
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Annexe 2

Tableau n°1 : Teneur en nitrates et nitrites exprimé en mg/kg de quelques légumes
illustré dans des études récent (Manuella, C. et al, 2010)

legumes Pays Teneur Auteur et Annee
moyen en
NOs(mg/kg)
Le chou Gréce 209 Fytianos and Zarogiannis (1999)
Chine 1530 Zhong et al (2002)
Korea 730 Chung et al. (2003)
Estonia 437 Tamme et al. (2006)
France 498 Menard et al (2008)
_ Grece 282 Fytianos and Zarogiannis (1999)
Laittue
Brazil 1420 Ximenes et al. (2000)
Chine 896 Zhou et al. (2000)
Korea 1933 Chung et al. (2003)
Italie 1473 De Martin and Restani (2003)
Estonia 2167 Tamme et al. (2006)
Slovenia 1074 Susin et al. (2006)
Sued 2684 Merino, Darnerud, Edberg, Aman,
and Castillo(2006)
Epinard Greece 1250 Fytianos and Zarogiannis (1999)
Brazil 528 Ximenes et al (2000)
Chine 2358 Zhou et al (2000)
Turkie 2820 Oztekin et al (2000)
Korea 3334 Chung et al (2003)
Italie 1757 De Martin and Restani (2003)




France 1682 Menard et al (2008)

Brazil 2098 Ximenes et al (2000)
Navet

Chine 2127 Zhou et al (2000)

Estonia 307 Tamme et al. (2006)

France 657 Menard et al (2008)

Tableau n°3 : Teneur moyenne en nitrates et nitrites de quelques produits carnés

Aliments Nitrates NO3™ (mg/kg) Nitrites NO,™ (mg/kg)
Saucisse de Francfort 420 41
Jambon de Paris 260 30
Rillettes 140 35
Camembert 26 2,5

Tableau 4: Résumé des normes et recommandations de nitrate et de nitrite dans I’eau

Agent Norme Recommandation Norme Critére de
chimique Québécoise
Canadienne I’OMS

Américaine
Nitrates 10 mg-N/L 10 mg-N/L 11,3 mg-N/L
Nitrites 1 mg-N/L 1 mg-N/L 1 mg-N/L 0,9 mg-N/L
Nitrate 10 mg-N/L 10 mg-N/L
Nitrite
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