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Introduction

Les produits alimentaires, tels que les fruits et légumes, les graisses et les huiles,
les produits laitiers, laviande, sont des mélanges complexes de vitamines, de sucres,
de protéines, de lipides et de composés minéraux. Avant que ces produits puissent étre
commercialisés, ils doivent étre traités et conservés. Différentes méthodes peuvent étre utilisées
a cet effet, par exemple la friture, le séchage et la cuisson. Néanmoins, de nombreux ingrédients
et produits alimentaires sont bien connus pour étre thermiquement sensibles et vulnérables aux
changements chimiques, physiques et microbiologiques. Ceci a conduit a l'utilisation de
nouvelles techniques durables et innovantes telles que le traitement par ultrasons et par micro-
ondes.

Les micro-ondes se référent aux ondes électromagnétiques dans la gamme de fréquences
de 300 a 300 000 mégahertz. Elles ont de nombreuses applications dans des domaines aussi
variés que le téléphone cellulaire, le four a micro-ondes ou les systémes de réception par
satellite de la télévision.

De nos jours, le recourt aux micro-ondes pour la cuisson, le chauffage et la décongélation
des aliments est chose courante. Dans un four, lorsqu’une micro-onde traverse la matiére, elle
agite les molécules sensibles, surtout les molécules d’cau. Cette agitation représente une
augmentation de la température des molécules. Les micro-ondes ont donc des effets thermiques.
Cependant, la sécurité de ces aliments a suscité un certain intérét public. En effet, la qualité
nutritionnelle de ces aliments serait abaissée et des produits chimiques nocifs seraient formés
pendant la cuisson aux micro-ondes.

L'ultrason est une onde mécanique et élastique, qui se propage au travers de supports
fluides, solides, gazeux ou liquides. La gamme de fréquences des ultrasons se situe entre 20 000
et 10 000 000 Hertz, trop élevées pour étre percues par l'oreille humaine.

L'utilisation des ultrasons dans la technologie alimentaire pour le traitement, la
conservation et I'extraction est un systétme qui a évolué au cours des derniéres années. Les
ultrasons offrent un net avantage en terme de productivité, de rendement et de sélectivité, avec
un meilleur temps de traitement, une qualité améliorée, une réduction des risques chimiques, et
la préservation de I’environnement en réduisant l'utilisation de I’eau et des solvants, et
la production de substances dangereuses.

Les objectifs du présent document sont: de présenter les principes de base du
fonctionnement des fours & micro-ondes et des ultrasons ; d'identifier les risques alimentaires
associés a I’utilisation des micro-ondes et des ultrasons ; et de déterminer le risque pour la santé
en raison de la consommation d'aliments exposés aux micro-ondes et aux ultrasons, ainsi que
I’application de  certaines méthodes  physicochimiques, chromatographiques et

électrophorétiques sur quelques produits commercialisés.
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|. Les micro-ondes

1.1 Généralités sur les ondes électromagnétiques

Le spectre electromagnetique (figure 1) comprend une gamme des ondes
électromagnétiques de fréquence allant de O jusqu'a 10?? Hertz, qui sont classés par
ordre croissant commengcant par des fréquences extrémement basses, les fréquences tres
basses (ELF/VLF), les fréquences radio (RF), les micro-ondes, les infrarouges (IR),

lumiere visible, les ultraviolets (UV), les rayons X et enfin les rayons gamma.
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Figure 1 : Spectre électromagnétique et effet général des rayonnements pour
differentes gammes (ZAMANIAN et HARDIMAN, 2005).

Ce spectre électromagnétique est subdivisé en rayonnements ionisants et

rayonnements non ionisants.

I.1.1 Rayonnement non-ionisants

La partie inférieure du spectre électromagnétique est constituée de rayonnements
électromagnétiques non-ionisants, avec des niveaux d’énergie inférieurs a celui requis
pour les effets au niveau atomique. Parmi ces rayonnements non ionisants on trouve les
fréquences radio (RF), les micro-ondes, les ondes millimétriques, les infrarouges (IR) et
la lumiere visible (ZAMANIAN et HARDIMAN, 2005). Cependant, les chercheurs ne
sont pas sures de D’effet spécifique résultant d’une exposition prolongée a des
rayonnements non-ionisants (ZAMANIAN et HARDIMAN, 2005).

14




1.1.2 Rayonnements ionisants

Le rayonnement ionisant possede une énergie électromagnétique suffisante pour
affecter les atomes et les molécules a partir des tissus et modifier les reactions
chimiques dans le corps (conversion totale ou partielle des molécules en ions). Les
ultras violets, Les rayons X et les rayons gamma sont des formes des rayonnements
ionisants (ZAMANIAN et HARDIMAN, 2005).

Certaines études suggérent, que les risques possible pour la santé pourraient étre
lies a une exposition excessive a des grandes puissances de rayonnement
électromagnétique. Ces risques pour la santé comprennent le cancer, les tumeurs, la
fatigue, la maladie d’Alzheimer et la maladie de parkinson (ZAMANIAN et
HARDIMAN, 2005).

1.2 Utilisation des micro-ondes en agroalimentaire et leurs effets sur les aliments

Les micro-ondes ont été découvertes durant la seconde guerre mondiale (1945),
par I’ingénieur américain Percy Spencer qui travaillait sur 1’élaboration de magnétrons
pour radars. Alors qu'il passait a proximité d'un magnétron en activite, il découvrait que
sa tablette de chocolat située dans sa poche avait fondue. A partir de 1a I’idée d’utiliser
les micro-ondes a des fins alimentaires a vu le jour.

L'expression «micro-ondes» fait référence a un rayonnement électromagnétique
dans la gamme de fréquences de 300 MHz a 300 milles MHz, avec une longueur d'onde
de 1 mm a1l m (AHMED et RAMASWAMY, 2007). Les ondes électromagnétiques
sont des perturbations du champ électromagnétique composé a la fois d’un champ
¢lectrique et d’'un champ magnétique. Elles peuvent aussi bien se propager dans I’air,
dans le vide ou dans n’importe quel corps. Elles n’ont pas besoin de support pour se
déplacer avec une vitesse égale a la vitesse de la lumiére (3*108 m /s) (ANDRE, 2008).

Le four a micro-onde domestique (figure 2) produit des ondes de 915 a 2450
mégahertz. Il est composé :

- d’un magnétron (électrode producteur de micro-onde) dans lequel 1’énergie €lectrique
est convertie en un champ électromagnétique oscillant ;

- d’un guide d’onde qui dirige les micro-ondes générés par le magnétron dans la cavité
de cuisson ;

- d’un agitateur pour distribuer les micro-ondes et permettre un chauffage plus uniforme

des aliments ;
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- d’une plaque tournante qui permet a I’aliment d’€tre uniformément exposé aux micro-
ondes ;
- et d’une porte spécialement congu pour empécher la fuite des micro-ondes hors du

four.

cavité de—
cuisson

plaque tournante porte

Figure 2 : Structure de base d’un four a micro-ondes (Anonyme 1, 2005).

1.2.1 Le principe de fonctionnement des fours a micro-ondes

Dans le corps du four a micro-onde, des ondes électromagnétiques de hautes
fréquences sont produites par un magnétron, ces micro-ondes pénétrent directement
dans I’aliment pour excité et agitées les molécules d’eaux et les ions. Ces dernieres sont
agitées environs 4,5 milliard de fois par seconde, ce qui génére de la chaleur et par la
suite conduit a I'élévation de la température. Les deux mécanismes principaux, a savoir
les interactions dipolaires et ioniques, expliqguent comment la chaleur est générée a
I'intérieur des aliments (SALAZAR-GONZALEZ et al, 2011).

Lorsque les micro-ondes pénétrent les aliments, une interaction dipolaire se
produit; les molécules d'eaux et d'autres molécules polaires ont tendance a s'aligner avec
le champ électrique. Sous I’action de ces ondes, les molécules d’eaux continuent a étre
agitées en créant un frottement intense consécutif qui génére de la chaleur pour chauffer
I’aliment (ANDRE, 2008 ; HOSSAN et al, 2010).

Outre les molécules d'eaux dipolaires, des composés ioniques (comme les sels
dissous) dans les aliments peuvent également étre accélérés par le champ
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électromagnétique. Lorsque les solutions ioniques sont exposées a un champ de micro-
ondes, les ions sont obligés de circuler d'abord dans un sens, puis dans le sens opposé
lors d’un champ alternatif rapide. Les collisions résultant entre les ions et les autres
molécules provoquent la conversion de I'énergie cinétique des ions mobiles en énergie
thermique (SALAZAR-GONZALEZ et al, 2011).

Une solution ayant une forte concentration d'ions serait d’une collision ionique
plus fréquente et présente donc une augmentation de température supérieure a celle
d'une solution a faible concentration d'ions (SUAREZ et al, 2000; SINGH et
HELDMAN, 2009).

La forme alimentaire, le volume, la surface, la composition d'un aliment et
I'équipement de traitement sont des facteurs essentiels dans le chauffage par micro-
ondes. Ces facteurs peuvent influer sur la quantité et la distribution de I'énergie
absorbée (FU, 2004 ; YANG et GUNASEKARAN, 2004).

Les micro-ondes ont trois caractéristiques qui se prétent a la préparation des
aliments :

o elles sont réfléchies par le métal ;
o elles traversent facilement le verre, le papier et le plastique ;
o elles pénétrent dans les aliments jusqu'a 2 ou 3 cm de profondeur. Cette ampleur de la

pénétration est déterminer par la propriété diélectriques (YAM et LALI, 2006).

1.2.2 Les applications agroalimentaires des micro-ondes
Les micro-ondes sont utilisées dans de nombreuses applications. Ils peuvent étre
utilisés dans 1’industrie pharmaceutique (séchage des produits thermosensibles)
(OBERLINE, 1999), la décontamination des déchets hospitaliers (OBERLINE, 1999),
le traitement de caoutchouc et des résines...etc. (OBERLINE, 1999). Cependant, leur
application dans les industries alimentaires et agricoles ainsi que dans notre vie

quotidienne, comme outil de réchauffage des aliments est le plus utilisé.

1.2.2.1 La cuisson

Lors de la cuisson par micro-ondes, la chaleur est produite a I’intérieur de
I’aliment, alors qu’avec un four conventionnel, la chaleur est perdue lorsque 1’air chaud
a Pintérieur du four échappe a I’extérieur. De ce fait, on a moins de perte d’énergie avec
la cuisson par les micro-ondes, ce qui nous permet d’économiser au moins 20% de

I’énergie (HILL et ILSI, 1998).
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Lors de la cuisson, le phénoméne d’évaporation se produit, les vapeurs d’eau ne
trouve pas une porte de sortie que par éclatement. Si on cuit un ceuf dur ou avec sa
coquille dans un four a micro-onde, il pourrait éclater, mémes chose quand on chauffe
les tomates entieres et les légumes ou les fruits qui possédent de 1’eau. Pour éviter cette
eclatement, il faut piquer leurs peaux avant de les mettre dans le four a micro-onde
(HOFFMAN et ZABIK, 1985).

Une étude a été faite par VILLAMIEL et al (1996) sur le changement chimique
pendant la cuisson du lait cru dans un four a micro-onde. Ces expériences ont montré
que la proline du lait subissait une isomérisation provoquant un nouvel arrangement
spatial de la molécule et aboutissant a la synthése d'une autre molécule neuro-toxique :
la D proline.

1.2.2.2 Le chauffage et le séchage

Les opérations de chauffage et de séchage par les micro-ondes ont trouvé
plusieurs applications dans la transformation des aliments au niveau des industries agro-
alimentaires (tableau I), certaines de ces utilisations se basent sur la concentration des
solutions ou des suspensions sensibles a la chaleur (YUAN et PAL, 1995), tel que le
séchage de miel (CUI et al, 2008) et la lyophilisation du lait écrémé (WANG et
GUOHUA, 2005).

Le chauffage par les micro-ondes est une technologie émergente qui permet
d’agir sur les propriétés de conservation par la réduction du nombre des microbes dans
les aliments (TANG et al, 2002). Le chauffage a lieu en raison de I’interaction
électromagnétique des rayonnements a certaines fréquences avec des matériaux
diélectriques, ceci est aussi appelé un chauffage volumétrique (ZHU et al, 2007).

La profondeur d'un matériau est inversement proportionnelle a la fréquence. Par
conséquent, une pénétration plus profonde des ondes serait obtenue a des fréquences
plus basses, alors que des fréquences plus élevées entraineraient un réchauffement de la
surface (WANG, 2009).

D’une maniere générale, le temps et la température du procédé de chauffage
dépondent d’un certain nombre de facteurs y compris la composition, la taille, la qualité,
la forme, la densité et 1’état physique de I’aliment.

La réduction du temps de séchage peut étre trés bénéfique pour préserver la
couleur et I'arome de I’aliment (VENKATESH et RAGHAVAN, 2004). La qualité peut

souvent étre améliorée par l'utilisation du vide. Cela réduit les contraintes thermiques,
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ainsi  que l'oxydation pendant le traitement. YONGSAWATDIGUL et
GUNASEKARAN (1996) ont montré que la texture et la couleur des canneberges séché
sous vide par un four a micro-onde étaient meilleures que celles des échantillons séchés
a l'air. Le séchage du poisson le préserve en inactivant les enzymes et en éliminant
I'numidité nécessaire pour la croissance bactérienne et les moisissures (BLIA et
MONDOL, 2001 ; BELLAGHA et al, 2002 ; DUAN et al, 2004).

Tableau I : Chauffage de certains aliments liquides par le four micro-onde et
leurs effets (CLAUDIA et al, 2011)

Aliments

Les conditions de traitement

Les résultats

Jus de pomme

Chauffage a température situé
entre 52,5 et 65°C, 700 W, ou
Chauffage discontinu a 76,2°C,
pendant 60 s, 720 W ou 70,3 °
C, pendant 90 s, 900 W

Taux de destruction
plus rapide de S.
Cerevisiae et L.
Plantarum par rapport
au chauffage

conventionnel.

L’eau de noix

Chauffage  discontinus  a

Inactivation plus vite

de la polyphenole

pamplemousse

pasteurisation  pendant  30s,
900W

de coco température de 52 a 92.9C° oxydase et peroxydase
pendant 25s par apports au
chauffage
conventionnel
Une meilleure
Jus de Chauffage  discontinu  par conservation de

I’acide ascorbique,
I’acide phénolique
totale et Iactivité

antioxydante.

Lait

Traitement par un flux continu
a la micro-onde a température
allant de 80 a 92C°,
pendantl15s, 523W

Meilleur
caractéristiques

organoleptiques.
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Chauffage par un flux continu a
une T° situé entre 137.8 et

140.6°C.
La purée de Aucun changement de
pomme de Chauffage a 135°C, pendant la couleur et Ila
terre 30s. viscosité.

1.2.2.3 La décongelation

Il s'agit de la méthode la plus rapide pour décongeler un aliment, cela dure
quelques minutes seulement au lieu de quelques heures. Cependant, il faut savoir qu’aux
micro-ondes, les aliments peuvent décongeler de maniere inégale (OBERLIN, 1999).

Les techniques classiques de décongélation en chambre froide, par vapeur ou eau
chaude, posent aux industriels un certain nombre de difficultés : pertes de matieres par
exsudats du fait d'un séjour relativement long en chambre froide (48 heures a -4°C ou
24 heures a température positive), développement de bactéries et oxydations des viandes
(OBERLIN, 1999).

La décongélation par les micro-ondes réduit considérablement la perte par
exsudation. Pour la viande de beauf, les pertes seraient de I'ordre de 5% par les
procedes traditionnels (PRIOU et DECAREAU, 1981), deux ou trois fois moindre par
les micro-ondes. La diminution de 1’exsudat permet une meilleure préservation de la
texture et I’aspect d’un aliment décongelé. Cette technologie permet un gain sur la
qualité des produits, un gain de matieres par diminution des pertes de poids liée a la
réduction des exsudats, et un gain dans l'organisation de la production (PRIOU et
DECAREAU, 1981).

La décongélation aux micro-ondes présente une qualité bactériologique tres
remarquable et peut avoir aussi un effet bactéricide propre, puisque dans certains cas, le
produit renferme des densités bactériennes plus faibles aprés qu’avant la décongélation.

BEZANSON et al (1973) ont constaté une amélioration de la qualité
organoleptique des aliments décongelés dans un four a micro-onde par apport a ceux
décongelé traditionnellement. En se référant a des essais de National Frisherie Service
(Etat Unis), on conclue que les poissons décongeles par les micro-ondes sont riches en

protéines, et leurs qualités gustative est améliorée.
1.2.2.4 La pasteurisation et la stérilisation
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En raison des effets thermiques indiscutables des micro-ondes, elles peuvent étre
utilisées pour la pasteurisation et la stérilisation. Quelques exemples d’aliments tels que
le yogourt, et le lait pré-emballés ont été pasteurisés et stérilisés (HELMAR et al, 2007).

VALERO et al (2000) ont évalué les changements chimiques et sensoriels dans le
lait pasteurisé dans un four a micro-ondes et par un chauffage classique. D'apres les
résultats, aucune différence n'a été observée dans les valeurs de pH, concentration des
monosaccharides, et des composes volatils de tous les échantillons ni aprés le
traitement, ni pendant la période de stockage. Le golt et I'odeur de laits traités aux
micro-ondes ne sont pas affectés pendant le traitement. Le chauffage aux micro-ondes

était apparemment une bonne alternative a la pasteurisation classique selon cette étude.

1.2.3 Les avantages et les risques de D’utilisation des micro-ondes sur les
aliments
1.2.3.1 Les avantages
L'utilisation de la technologie des micro-ondes a gagné l'acceptation dans
Iindustrie alimentaire pour plusieurs types de procédés tels que le chauffage, la
décongélation et le sechage, (DATTA et ANANTHESWARAN, 2001; TOURABI et al,
2008; SAKIYAN et al, 2010 ; CAMPANONE et ZARITZKY, 2005, 2009). Ils offrent
plusieurs avantages qualitatifs et quantitatifs par apports aux techniques traditionnelles

- le chauffage aux micro-ondes est plus efficace que le chauffage classique, car la
chaleur est généré au sein de la nourriture (SUAREZ et al, 2000), ce qui nous permet
une économie d'énergie ;

- le temps de chauffage pour de nombreux matériaux est d'environ un quart du temps
utilisé dans le chauffage conventionnel ;

- la réduction de la dégradation thermique des nutriments essentiels et 1’augmentation de
la rétention des facteurs de qualité alimentaire (SUAREZ et al, 2000) ;

- le rendement global d'un systeme de micro-ondes est trés élevé a cause de I'efficacité
des magnétrons a haute puissance (85% a 900 MHz, 80% a 2450 MHz), (MEREDITH,
1998) ;

- le chauffage permet le transfert rapide d'énergie dans les aliments (DORANTES-
ALVAREZ et al, 2000);

- le chauffage aux micro-ondes préserve la saveur, les caractéristiques sensorielles, et la
couleur des aliments (AHMED et RAMASWAMY, 2007) ;
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- les systemes de chauffage peuvent étre actives ou désactivés instantanement (DATTA,
2003).

1.2.3.2 Les risques sur les aliments

L'inconvénient majeur reconnu dans le chauffage par le four a micro-ondes est la
distribution non uniforme de la température dans les aliments (VADIVAMBAL et
JAVAS, 2010). Cette distribution non uniforme a été observée principalement dans les
aliments solides (MANICKAVASAGAN et al, 2006). Cependant, le chauffage par
micro-ondes est adapté pour les aliments liquides dans les systémes continus, mais

d’autres inconvénients et risques peuvent avoir lieux.

1.2.3.2.1 Risques chimiques

Les processus de cuisson, en particulier ceux a haute température sont connus
pour induire la production de substances potentiellement cancérigenes. La cuisson par
micro-ondes peut également augmenter la production de substances cancérigenes ou
mutagéenes dans les aliments. Cependant, il n'y a pas de preuve scientifique que la
production de toute substance cancérigéne augmenterait avec le chauffage par micro-
ondes (Anonyme 1, 2005).

La formation de produits chimiques cancérogenes peut avoir lieu dans certains
types d'aliments a la suite d'un séchage ou d’une cuisson. Parmi ces substances
cancérogenes, les amines hétérocycliques (HCAs), groupe de composés présents dans la
viande cuites, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), contenant deux ou
plusieurs noyaux aromatiques, et les nitrosamines qui sont formés par une réaction entre
un agent de nitrosation (par exemple, des nitrites) et d'une amine secondaire ou tertiaire
(Anonyme 1, 2005).

Une étude (JONKER et al, 1995) a été menée pour comparer I'effet de la cuisson
par les micro-ondes avec d'autres méthodes conventionnelles sur la formation de ces
produits chimiques. Il a été constaté que la cuisson par micro-ondes n'a pas produit une
quantité importante de HCASs, nitrosamines ou HAP dans les produits carnés.
L'utilisation de la cuisson par micro-ondes pour précuire la viande avant la cuisson au
barbecue a en effet été recommandée afin de minimiser la formation de HCA et les
HAP.
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Il a également été rapporté que d'autres produits chimiques peuvent étre formés a
la suite de la cuisson par micro-ondes. Cependant, leurs association avec la cuisson a

micro-ondes n’a pas été confirmée (Anonyme 1, 2005).

1.2.3.2.2 Risques microbiologiques

Les résultats de nombreuses études (WELT et al, 1994 ; HILL et ILSI, 1998 ;
CELANDRONI et al, 2004) ont conclu que le la cuisson par micro-ondes est aussi
efficaces que les méthodes conventionnelles, et peut tuer les agents pathogénes d'origine
alimentaire a condition que la température appropriée et le temps soient atteints (Au
moins 75 °C pendant 15 secondes).

Le chauffage inégal des aliments lors de la cuisson dans un four & micro-ondes ne
peut induire a des températures adéquates pour tuer les microorganismes, donc 1’aliment
reste contaminé. Ceci pourrait étre évité en couvrant la nourriture pendant la cuisson
aux micro-ondes (HILL et ISLI, 1998).

1.2.3.2.3 Perte d’éléments nutritifs

Les protéines seraient dénaturées, avec la modification de la structure moléculaire
lors du chauffage. Les vitesses de dégradation dépendent du temps de chauffage et de la
température. Il a été démontré que la valeur nutritive des protéines dans des aliments
traités par chauffage classique et micro-ondes sont comparable (PETRUCELLI et al,
1994 ; HILL et ISLI, 1998).

Le chauffage des aliments conduirait a diverses réactions de décomposition (a
savoir les réactions d'oxydation) de ses constituants lipidiques, y compris des
triglycérides saturés et des acides gras insaturés, ainsi que le cholestérol, en présence
d'oxygene (HILL et ISLI, 1998).

L'augmentation subséquente de produits d'oxydation de graisse est
particulierement préoccupante pour la santé. Diverses études ont été conduites pour
étudier la stabilité des lipides lors de la cuisson aux micro-ondes, y compris I'étude de
I'nydrolyse des triglycérides dans le soja, le jaune d'ceuf et de la viande, etc (HILL et
ISLI, 1998). Les données disponibles ont suggéré que la cuisson par micro-ondes n'a
pas entrainé de maniere significative des modifications chimiques.

De nombreuses études ont été menées pour comparer la rétention des vitamines
dans les différents types de viande et de légumes soumis a la cuisson traditionnelle et

aux micro-ondes (DECAREAU, 1992). La rétention des vitamines dans les aliments
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chauffés aux micro-ondes est égale ou mieux que les aliments préparés de maniére
classique en raison du temps de chauffage plus court. La rétention des vitamines varie
avec la taille et la forme de la nourriture, le temps de cuisson, la température interne,

etc.

1.2.3.2.4 Risques liés aux matériaux de cuisson

De nos jours, des matériaux d'emballage ou contenant sont en plastique, en
papier, en verre, en céramique et en métal. Cependant, toutes ces matieres ne
conviennent pas a la cuisson aux micro-ondes. Les matériaux tels que le plastique, le
papier, le verre et la céramique sont généralement transparents aux micro-ondes.
Cependant, certains d'entre eux peuvent absorber certaine quantité d'énergie a micro-
ondes et donc de réduire la quantité d'énergie qui doit étre absorbée par les aliments
(Anonyme 1, 2005).

D'autre part, il y a eu des inquiétudes sur la possibilité de transfére de ces
matériaux chimiques en contact avec les aliments (par exemple les matiéres plastiques,

etc.) dans la nourriture pendant la cuisson (Anonyme 1, 2005).

Parmi les matiéres plastiques, les plus couramment utilisés pour la cuisson par
micro-ondes sont le polypropyléene et le polyéthyléne téréphtalate cristallin (CPET), qui
ont des points de fusion de 210-230°C. Méme si le polyéthylene peut étre utilisé pour
les aliments a haute teneur en eau, il ne peut pas étre utilisé pour les aliments a forte
teneur en graisse ou en sucre car ces aliments peuvent atteindre une température au-
dessus de 100°C pendant la cuisson aux micro-ondes (HILL et ISLI, 1998).

Pour le papier et le carton, ils peuvent absorber une énergie micro-ondes.
Cependant, pas tous les types de papier ne sont appropriés pour la cuisson par micro-
ondes. CASTEL et al (1994) ont révélé que les aliments emballés avec des papiers cirés
peuvent étre contaminés par des hydrocarbures cirés apres la cuisson aux micro-ondes.

Apres avoir traversé le récipient en verre, I'énergie des micro-ondes peut étre
concentrée au centre, d'ou la température au centre peut étre beaucoup plus élevée que
I'extérieur (HILL et ISLI, 1998).

La céramique elle-méme est adaptée a la cuisson aux micro-ondes. Cependant, il a
été observé que des étincelles se sont produites lorsque le conteneur en céramique avec
une jante en métal doré a été utilisé (HILL et ISLI, 1998).
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L'énergie des micro-ondes serait réfléchie par les métaux. Elle n’est pas en mesure
de pénétrer dans I’aliment. L’utilisation de récipients en métal pour la cuisson aux

micro-ondes n’est donc pas recommandée (Anonyme 1, 2005).

1.2.3.2.5 Brulures physiques

Le chauffage de I'eau seulement dans une tasse a l'aide des micro-ondes peut
entrainer une eau surchauffée. La température atteint un point d'ébullition sans paraitre a
ébullition. Pour éviter I'eau surchauffée, il faut eéviter un chauffage excessif de I'eau ou
des liquides dans le four a micro-ondes, ou laisser reposer I'eau pendant au moins 30
secondes avant de la déplacer ou de mettre d'autres ingrédients dans I’eau (Anonyme 1,

2005).

1.2.3.2.6 Risques de rayonnements

Il y a eu des préoccupations au sujet de la fuite des micro-ondes provenant des
fours a micro-ondes. D'une maniére genérale, les fours a micro-ondes sont spécialement
congus de telle sorte que l'alimentation est coupée lorsque la porte est ouverte. Les
micro-ondes peuvent étre divulguées si la porte ne correspond pas bien ou si elle est

endommagee (Anonyme 1, 2005).

1.2.4 Quelques conseils d’utilisation des fours & micro-ondes

« liser le manuel du four soigneusement pour voir les techniques de manipulation
recommandées et les méthodes de nettoyage ;
* ne pas faire fonctionner le four a micro-ondes si la porte ne ferme pas bien ou le four
ne fonctionne pas correctement ;
« garder le four a micro-ondes propre ;
» utiliser des ustensiles et plastiques fabriqués spécialement pour la cuisson par micro-
ondes ;
* ne pas utiliser des récipients avec une décoration métallique, sacs de rangement en
plastique, des sacs d'épicerie en plastique, plateaux en mousse ou une feuille
d'aluminium pour la cuisson par micro-ondes ;
* respecter les bonnes pratiques d'hygiéne, comme se laver les mains avant et aprés la
manipulation des aliments ;
« couvrir les aliments avec une pellicule en plastique, cependant, laisser une petite partie
sans couvert pour laisser échapper la vapeur, car ces aliments peuvent devenir
extrémement chaud et faire fondre la pellicule;
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* cuire les gros morceaux de viande a puissance moyenne pendant des périodes plus
longues. Cela permet a la chaleur d’atteindre le centre de la viandes sans cuisson les
parties extérieures ;

« pour une cuisson uniforme, coupées en petits morceaux et mettre les aliments
uniformément sur un plat;

* laisser reposer la nourriture pendant deux minutes apres la cuisson ;

* bien cuire les aliments. Cas de volaille et de la viande qui doivent étre cuits jusqu'a ce
que le jus soit clair ;

« décongeler complétement les aliments congelés avant de les cuire dans le four a
micro-ondes, car des parties dégelées et congelés dans le méme aliment peut conduire a
une cuisson inégale ;

« couvrir les aliments avec un couvercle pour four a micro-ondes pour assurer le

chauffage sécuritaire et uniforme (Anonyme 1, 2005).
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Il les ultrasons

11.1 Généralités

Les ultrasons, tout comme les sons audibles, sont des ondes mécaniques et
élastiques, c’est-a-dire des vibrations d’un milieu. La différence entre un son et un
ultrason est la fréquence a laquelle le milieu vibre, qui se mesure en Hertz. On parle
d’ultrasons quand la vibration se fait entre 16000 Hertz et 10 millions d’Hertz. La
gamme de fréquences audibles par 'nomme se situe entre 16 et 16 000 Hertz (figure 3).

Les sons les plus aigus que peut entendre notre oreille sont de I’ordre de 16000 a
18000 Hertz pour les enfants, mais guére plus de 14000 Hertz pour les adultes... C’est

pourquoi on ne peut pas entendre les ultrasons !

" 16Hz 16.10° Hz 107 Hz A
0 He
NP PSS R S (——— »f (Hz)
Infrasons | Sons audibles Ul{trasans Hypersons
puissance diagnostic

Figure 3 : Domaine de fréquence des sons (LAUGIER, 2007)

Le systtme de production des ultrasons est formé d’un générateur, un
transducteur, avec un systéme d’application. Ce générateur produit de 1’énergie
¢lectrique qui sera converti en ultrasons a 1’aide d’un transducteur (ERCAN et al,
2013).

La production des ultrasons repose sur trois types d’émetteurs qui sont utilisés
pour générer des ultrasons, en utilisant la transformation de I’énergie électrique
transportée par des courants alternatifs de fréquence élevée en énergie mécaniques (des
vibrations du milieu) (MULET et al, 2003), on distingue des :

- générateurs piézoélectriques constitués d’une mosaique de lamelles de quartz, reliées a
une source de courant alternatif. Lors de 1’application de cette tension, les lamelles de
quartz sont alors déformées et produisent des vibrations mécaniques qui sont transmises
au milieu dans lequel se trouve I’appareil ;

- générateurs magnétostrictifs constitués de corps ferromagnétiques (ex : toles de
nickel), placés dans un champ magnétique variable. Ce type d’émetteur ne permet pas

la production d’ultrasons de fréquence supérieure a 50 KHz ;
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- générateurs électrostrictifs constitués de corps en céramiques placeés dans un champ
électrique variable (ERCAN et al, 2013) ;

Il est & noté que les ultrasons (fréquence situé entre 16.10° et 107 Hz) sont
communément utilisés par les animaux pour communiquer ou pour se diriger, tel que les
chauves souris qui utilisent les ultrasons comme sonar pour se diriger (LAUGIER,
2007).

On classe les ultrasons en fonction de leurs fréquences (les ultrasons de puissance,
forte intensité et faible fréquence, de 16 a 1000 KHz. Et les ultrasons de diagnostique,
faible intensité et haute fréquence, de 1 a 10 MHz), et de leurs intensités acoustique
(PETIT et al, 2002).

La vitesse de propagation (célérité, ¢ en metre /seconde) dépond de la masse
volumique du milieu traversé ainsi que son élasticité (exemple : 1500m/s dans I’eau et
343 m/s dans 1’air).

Les ultrasons sont utilisés dans I'industrie ainsi que dans le domaine médical. Les

ultrasons ainsi créés peuvent se propager dans 1’air, ou bien dans un liquide.

11.2 Mécanisme de fonctionnement des ultrasons

Les ultrasons se propageant dans I’air peuvent servir en médecine, ou encore dans
I’alimentation, pour découper des aliments,...etc. Les ultrasons ont également de
nombreuses applications lorsqu’ils se propagent dans un liquide ; celles-ci sont le plus
souvent basées sur un phénomene physique appelé la cavitation. Cette derniére est
caractérisée par la formation de microbulles dans un liquide. Elle apparait quand une
forte pression négative est appliquée au liquide et que, la pression tombe plus bas que la
pression de vapeur du liquide (LAUGIER, 2007).

Ces bulles sont remplies par la forme vapeur des gaz dissous dans le liquide, ou
par la vapeur du liquide. Elles subissent au méme titre que le liquide, les alternances de
compressions et de dépressions, modifiant ainsi leur volume (LAUGIER, 2007).

On distingue deux types de cavitation : la cavitation stable qui a lieu a faible
intensité ultrasonore (SUSLICK, 1989), de I’ordre de 1 a4 3 W/cm? (RATOARINORO,
1992). Dans ce cas les bulles de gaz vibrent avec une faible amplitude autour d’une
position d’équilibre pendant plusieurs cycles et les variations de volume s’effectuent de
maniére stable. Aprés des milliers de cycles, il se crée une circulation autour de ces

bulles (micro-courant). Alors que la cavitation transitoire a lieu a forte intensité
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ultrasonore (SUSLICK, 1989), elle se produit sous des pressions supérieures a
10W/cm2 (RATOARINORO, 1992).

Sous certaines conditions, les bulles atteignent une taille telle que la vapeur
contenue dans ces bulles se condense brutalement, engendrant des chocs tres violents
entre les molécules. Les chocs, ainsi créés, s’accompagnent trés localement d’une
augmentation trés importante de la température instantanée (5500°C), et de la pression
(5.10* kPa) en trés peu de temps (de I’ordre de la microseconde), ainsi que de la

formation de radicaux libres, tels que le peroxyde d’hydrogéne (LAUGIER, 2007).

11.3 Applications agro-alimentaires
11.3.1 Application des ultrasons dans la transformation des aliments

11.3.1.1 Découpe des aliments

La découpe de produits alimentaires a 1’aide des ultrasons est relativement
récente. Le premier brevet dans ce secteur (découpe de patisserie) date de 1974. Depuis,
cette technologie s’est fortement développée compte tenu des solutions qu’elle apporte a
de nombreuses problématiques de la découpe des aliments mous, collants, moelleux,
friables, hétérogeénes. Elle est plus adaptée aux produits dits fragiles.

La découpe par ultrasons se fait grace a la sonotrode (lame) et permet de diviser
les produits selon une géométrie précise afin d’obtenir des morceaux de taille réduite.
Ce ne sont pas les ultrasons qui assurent la découpe. Ces derniers sont, en effet,
appliquée a la lame possédant une géomeétrie particuliére. En vibrant a haute fréquence
(20KHz), cette lame fait des micro- déplacements d’une amplitude variant entre 30 et
100 microns. Le fil de lame est alors soumis a une grande accélération mécanique, ce
qui provoque la découpe ou le tranchage du produit sous la lame (CHEMAT et al, 2011)
(figure 4).

11.3.1.2 Emulsification-homogénéisation

Si une bulle de cavitation s'effondre prés de la surface de la couche de deux
liquides non miscibles de limite de phase, I'onde de choc résultante peut fournir un
mélange tres efficace des deux couches, ce qui entraine la formation de tres fines
émulsions, tres stables (figure 5) (CANSELIER et al, 2002; FREITAS et al, 2006). Cela
a été bien appliqué sur des produits pétrochimiques, polymeéres, produits chimiques, le
textile, les cosmétiques et les industries pharmaceutiques et est en cours d'élaboration
pour les produits alimentaires tels que les jus de fruits, la mayonnaise et le ketchup (WU
et al, 2000).
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Pour des applications telles que la mayonnaise, une excellente couleur blanche est
produite qui refléte la petite taille des particules et leur distribution étroite (résultats non
publiés) (WU et al, 2000).

fréquences §
20 KHz o

lame ou
sonotrode

~«+——— amplificateur

émetteur piezo-électrique

\ générateur

Figure 4 : Schématisation de I'outillage de découpe (Anonyme 2, 2012).

a/ b/

huile

Figure 5 : Produire d’une émulsion par a : agitation mécanique ; b/ par
ultrason (CHEMAT et al, 2011).
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11.3.1.3 Viscosité

L’ultrason peut étre appliqué pour augmenter ou diminuer la viscosité et, en
fonction de [lintensité, temporaire ou permanente. La cavitation provoque le
cisaillement qui, dans le cas des fluides thixotropes provoque une diminution de la
viscosité. Ce qui est souvent un phénoméne temporaire. Cependant, si suffisamment
d'énergie est appliquée, le poids moléculaire peut étre diminué entrainant une réduction
de la viscosité permanente (SESHADRI et al, 2003). Récemment, BATES et al (2006)
ont montre que l'inverse est également possible. Dans certaines purées de legumes, les
ultrasons permettent en fait une meilleure pénétration de I'humidité dans le réseau de

fibre qui provoque une augmentation de la viscosite de la purée de tomate.

11.3.1.4 Démoussage

La mousse est une dispersion de gaz dans un liquide. Les mousses trouvent des
applications dans un large éventail de procédés industriels, y compris la production
alimentaire et les produits cosmétiques (CHEMAT et al, 2011).

Le moussage intensif dans la plupart des processus technologiques a des
conséquences négatives telles que la violation des regles de fabrication et la stérilité des
procédés biotechnologiques, et ’augmentation des pertes de produits.

Dans l'industrie alimentaire, la mousse a toujours été contrélée par I'utilisation de
marteaux mécaniques, en abaissant la température du récipient d'emballage au- dessous
du milieu ambiant, ou par I'addition d'antimousses chimiques (MOREY et al, 1999 ;
MASON et al, 2005). Néanmoins, des problemes subsistent, par exemple, les méthodes
mécaniques ne sont efficaces que pour les mousses grossieres (CHEMAT et al, 2011).

La technologie des ultrasons aéroporté est appliqguée commercialement pour
atteindre le démoussage des boissons gazeuses, ou le moussage affecte négativement la
qualité ou les rendements des produits, des systemes de fermentation et d'autres
procédés alimentaires (GALLEGO, 1998; MOREY et al, 1999). Néanmoins, I'énergie
transmise dans I'application de démoussage est assez grand pour briser un mince film de
liquide dans la mousse et offre un moyen unique de détruire la mousse sans l'utilisation
de disjoncteurs mécaniques ou par l'addition d'anti mousses chimiques, qui peuvent ne
pas étre souhaitable dans les procédés alimentaires (DE-SARABIA et al, 2006 ;
RODRIGUEZ et al, 2010).
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11.3.2 Application des ultrasons dans la conservation des aliments

11.3.2.1 Inactivation microbienne

L'ultrason a non seulement suscité un intérét considérable dans l'industrie
alimentaire en raison de ses effets positifs dans le traitement, mais plus récemment, en
raison de ses effets prometteurs dans la conservation des aliments. KNORR (2004)
montre une réduction réussie de E. coli dans I'ceuf entier liquide au moyen d'ultrasons.
En régle générale, la plupart des micro-organismes ont montré une plus grande
sensibilite aux ultrasons a des températures supérieures a 50°C (SALA et al, 1995;
VILLAMIEL et DE JONG, 2000).

La pasteurisation par les ultrasons a 50°C a le potentiel de préserver la qualité de
nombreux produits alimentaires en termes de propriétés physico-chimiques, de couleur
et de saveur, par rapport aux techniques de pasteurisation classiques a des températures
beaucoup plus élevées (SALA et al, 1995 ; ERCAN et al, 2013).

Les ultrasons utilisés pour leurs effets bactéricides sont situés dans une plage de
fréquence allant de 20 & 100 KHz, et ayant des intensités acoustiques supérieures a 10*
W/m? (PETIT et al, 2002).

Le traitement aux ultrasons en addition avec un solvant comme I’éthanol, permet
une réduction de la concentration de B.Sorokiniana & 16 % par rapport au temoin
négatif et une destruction totale du Fusariums, plus particulierement le F.Graminearum
pour la semence d’orge (NECHED, 2015). Le traitement aux ultrasons (150W, 20KHz)
pendant 187 minutes a environ 14°C, a permis de détruire la forme végétative de
Staphylococcus aureus présente dans le lait UHT (ORDONEZ et al, 1987). En
comparant la pasteurisation et la termosonication du lait entier cru, a 63°C pendant une
période de 0-30 minutes, BERMUDEZ-AGUIRRE et al, (2009) ont constatés que la
pasteurisation seule permet une réduction de 11% en 10 minutes et 90% en 30 minutes
de L. Innocua et des bactéries mésophiles, contre une réduction de 82% apreés seulement
10 minutes avec la termosonication.

L’inactivation des spores d’Aspergillus Niger par le traitement aux ultrasons a éte
étudié par JIMENEZ-MUNGUIA et al (2001). Le mécanisme de [I’inactivation
microbienne est expliqué par le phénoméne de cavitation qui est causé par un
changement de pression (ERCAN et al, 2011). Durant le processus de cavitation, des

changements de pression et de température sont localisés et qui vont provoquer la lyse
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cellulaire par rupture des membranes et fragmentation de I’ADN par les radicaux

produits (SALA et al, 1995).

11.3.2.2 Inactivation enzymatique

Pour I’inactivation enzymatique, les réactions enzymatiques induisent des
changements indésirables qui diminuent la durée de conservation et de stockage des
aliments. Les traitements thermiques traditionnels appliqués lors de I’inactivation
enzymatique peuvent induire la dénaturation des nutriments et donc diminution de la
qualité¢ des aliments. C’est pour cette raison qu’ils ont recours aux technologies non
thermiques (ex des ultrasons) pour I’inactivation enzymatique dans les aliments
(PI'YASENA et al, 2003 ; FENG et al, 2011). Ce mécanisme d’inactivation est expliqué
par le phénomene de cavitation (ERCAN et al, 2013).

11.3.2.3 Fermentation

Plusieurs procédés qui se déroulent en présence de cellules ou d'enzymes sont
activées par des ondes ultrasonores. Les ultrasons a haute intensité peuvent briser les
cellules ou dénaturer les enzymes, cependant les ultrasons a basse intensité peuvent
améliorer le transfert de masse des réactifs et des produits a travers la couche limite ou a
travers la paroi cellulaire et la membrane (SINISTERRA, 1992; PITT et RODD, 2003).
MATSUURA et al (1994) ont montré une augmentation de la vitesse de fermentation de
saké, de la biére et du vin, lorsqu'un ultrason d'intensité relativement faible a été
appliqué au cours de la fermentation. Le mécanisme proposé est que I’ultrason (un
excellent outil de dégazage) réduit la teneur en CO2 du milieu (produit pendant la

fermentation) qui inhibe normalement la fermentation.

11.3.3 Application des ultrasons dans I’extraction

Parmi les Lacunes des technologies d'extraction existantes, I’augmentation de
la consommation d'énergie (plus de 70% du processus global nécessitent de 1’énergie),
un rejet éleve de CO; et une consommation importante de produits chimiques nocifs.
Ces lacunes ont forcé les industries alimentaires et chimiques a trouver de nouvelles
techniques dites «vertes» qui utilisent généralement moins de solvant et d’énergie, telles
que I’extraction par les ultrasons (CHEMAT et al, 2011).

L'extraction de composés organiques a partir de plantes ou de graines a été
classiquement basé sur la combinaison judicieuse de solvant, de la chaleur et / ou
d'agitation. Cela peut étre considérablement améliorée par l'utilisation d'ultrasons a
haute intensité, comme I'énergie produite a partir de l'effondrement des bulles de
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cavitation permet une plus grande pénétration du solvant dans le matériau cellulaire et
améliore le transfert de masse vers et & partir des interfaces (VINATORU, 2001 ;
KNORR, 2003 ; ZHANG et al, 2003 ; LI et al, 2004; VILKHU et al, 2006).

A des intensités ultrasonores plus élevées (a savoir, Watts / cm?), les procédés
d'extraction peuvent étre encore améliorées avec la rupture des parois cellulaires et la
libération des matériaux cellulaires.

Une autre application des ultrasons dans 1’industrie alimentaire est l'extraction de
composés végetaux. Comme le montre la figure 6, une bulle de cavitation peut étre
générée aproximité de la surface de la matiere végétale. La haute pression et la
température impliqués dans ce processus va détruire les parois cellulaires de la matrice
végétale et leur contenu peuvent étre libérés dans le milieu. Ceci est un outil tres
intéressant pour 1’extraction des ingrédients des produits naturels (CHEMAT et al,
2011). BALACHANDRAN et ses collaborateurs (2006) ont étudié I'effet des ultrasons
sur 'extraction de gingembre. Le rendement final d’extraction a été amélioré de manicre

significative.
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Figure 6 : Extraction d'huile essentielle de basilic par les ultrasons. (1) : vus sous

hY

microscope électronique (CHEMAT et al, 2011). (2): (a: bulle de cavitation a
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proximité de la paroi cellulaire d’un végétal, b : implosion de la bulle de cavitation,

c : rupture de la paroi cellulaire aprés implosion, d : sorti du contenu cellulaire

suite a une élévation de la température et de la pression).

11.3.4 Autres applications

Il existe un grand nombre d’autres applications potentielles des ultrasons de haute

intensité dans la transformation des aliments, dont un certain nombre sont décrit ci -

dessous (Tableau II).

Tableau Il : Autres applications des ultrasons dans la transformation des aliments
(CHEMAT et al, 2011).

Applications méthodes Le principe Avantages Produits
conventionnelles
Cuisson Cuisiniere, Transfert  de -Moins Viande, Iégumes
bain d' eau, ... chaleur de temps
uniforme -Améliorer le
transfert de la
chaleur et de la
qualité
organoleptique
Congélation Congélateur, Transfert  de -Moins Viande, légumes
/ congélation par chaleur de temps fruits, produits
cristallisation immersion,  par uniforme -Petits cristaux laitiers
contact, ... -Améliorer la
diffusion
Séchage Atomisation, Transfert  de Moins Produits
congélation, chaleur de temps déshydratés
pulvérisation. uniforme -Amélioration (fruits,  légumes,

de la qualité
organoleptique
-Amélioration
du transfert de

chaleur

)
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Décapage / Eau salée L'augmentation -Moins Légumes, viande,
de transfert de de temps poisson, fromage
masse -Amélioration

de la qualité
organoleptique
-La stabilité du
produit

Dégazage Traitement Phénomene de -Moins Chocolat, produits

mecanique compression, de temps fermentés (biére,
raréfaction -Hygiéne )
Améliorée
Filtration Les filtres Vibrations -Moins Les liquides (jus
(membranes de temps de fruits, ...)
semi-perméables, -Filtration
) Amélioréee
Démoulage Moules Vibrations -Moins Les liquides (jus
graisser, de temps de fruits, ...)
moules en -Réduction Les produits cuits
silicone des pertes (géteau, ...)
de produits

11.4 Les effets des ultrasons sur les aliments

Les ultrasons sont a I’origine de la dépolymeérisation de certaines macromolécules,
comme 1’amidon, ainsi que la polymérisation d’autres molécules, et 1a rupture de certaines
zones d’ADN (SALA et al, 1995 ; VERCETA et al, 1997).

Ces modifications peuvent toucher méme la structure quaternaire des protéines
globulaires polymériques par rupture (PETIT et al, 2002), delipidation de certaines
lipoprotéines, dissociation de 1’hémoglobine avec modification de la structure de certains
acides aminés. Ces modifications sont fortement dépendantes de la concentration de ces
protéines et de la nature des gazes dissouts (SALA et al, 1995).

Les ultrasons entrainent 1’inactivation de certaines enzymes tel que les lysozymes,
des lipases, des protéases (VERCETA et al, 1997), des oxydases (BOISTIER et al, 1999),
ainsi que le lactate déshydrogénase (SALAF et al, 1995). Par contre la catalase et la
ribonucléase semblent étre résistantes (SALA et al, 1995). Le mode d’action de
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I’inactivation de ces enzymes n’est pas connu. Les radicaux libres pourraient en étre la
cause, alors que certains auteurs considérent que le micro courant généré lors du
phénoméne de cavitation pourrait étre a 1’origine de [I’inactivation enzymatique
(VERCETA et al, 1997).

11.5 Dangers pour la santé humaine

A des niveaux de pression acoustique supérieurs & environ 155 dB, I’exposition a
des ultrasons transmis dans 1’air provoquera des effets nocifs aigus chez 1’étre humain, dus
principalement a I’absorption de 1’énergie sonore et au réchauffement subséquent, comme
il peut créer une élévation de la température du corps a des niveaux correspondant a une
fievre légere pendant I’exposition, ou provoquer des I1ésions tissulaires et perte temporaire
de I’audition suite & une exposition a des ultrasons transmis dans 1’air, avec des risques

d’effets néfastes sur 1’ouie (Anonyme 5, 1991).
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Conclusion



La technologie utilise les micro-ondes et les ultrasons dans plusieurs domaines
notamment dans 1’industrie alimentaire. Dans ce travail nous avons vu que ces deux
techniques présentaient certes des avantages considérables mais aussi des risques en
raisons des inévitables fuites d'ondes et des éventuelles perturbations génétiques
des aliments.

De nombreuses études suggerent que le traitement des aliments par les micro-
ondes ou par les ultrasons induit a la perte de certains nutriments et au changement de
structure chimiques. Ces ondesont aussi un effet sur la santé humaine lors de
I’exposition. Cependant, cette technologie possede certains avantages bien définis.

L'utilisation de micro-ondes est un moyen pratique pour décongeler, cuire ou
réchauffer les aliments de nos jours. De nombreuses études ont été menées pour évaluer
la sécurité ainsi que la possibilité de la perte de nutriments associée a la cuisson aux
micro-ondes. De nombreuses études confirment que l'utilisation des micro-ondes pour la
cuisson des aliments a donné lieu a des aliments avec des valeurs nutritionnelles
comparables a ceux préparés par des procédés conventionnels, a condition que les
consommateurs suivent les instructions données. L’utilisation appropriée des matériaux
d'emballage pendant la cuisson aux micro-ondes aide a minimiser les risques résultant
de la migration chimique & partir de matériaux d'emballage.

Les ultrasons peuvent jouer un réle important en technologie alimentaire
notamment dans la transformation, la conservation et I'extraction. L’utilisation des
ultrasons peut maintenant étre réalisé avec une reproductibilité élevée, ce qui réduit le
colt du traitement, donne une plus grande pureté au produit final, élimine le post-
traitement de certains aliments par rapport aux procédés classiques.

Des études récente réalisées sur le marché concernant 1’application a grand échele
de ces nouvelles technologies (comme les micro-ondes et les ultrasons) dans l'industrie
alimentaire a révélé que de nombreuses entreprises sont réticentes quand a 1’application
de ces nouvelles technologies. La raison principale est la mauvaise compréhension de
ces nouvelles techniques par les professionnels de I'alimentation et la raison ou le poids

de la tradition.

39



Matériel et

meéthodes



Cette partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de
biochimie de la faculté des sciences biologiques et des sciences agronomiques, de
I’université Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou.

I.1 Matériel
1.1.1 Matériel biologique
- lait de vache ; lait de sachet ; lait Candia.
- huile d’olive ; huile de tournesol.
- 04 sortes de jus commercialisés : Candia lacté ; Ramy orange ; Candia orange ;

Ngaous orange ; Ramy boisson fraise.

1.1.2 Produits chimique, réactifs et solvants
- dosage des protéines : solution de BSA (sérum albumine bovine), NaCl (0,15 M),
réactif de BRADFORD ;
- détermination des indices d’iode et d’acidité: empois d’amidon, éthanol, lugol,
potasse (KOH), phénolphtaléine, thiosulfate de sodium (Na2S203) ;
- dosage des glucides : Acide 3,5 dinitrosalycilique (DNS), solution de glucose (1 g/l) ;
- dosage de la vitamine C: 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIP), bicarbonate de
sodium (Na2COs3), acide ascorbique (CsHgOs), acide acétique glacial.
- chromatographie de perméation sur gel de SEPHACRYL S200 : gel de séphacryl
S200, tampon tris-HCI (0,02M, pH 8,4), bleu de dextran (1 mg/ml) ;
- I’hydrolyse enzymatique des protéines sériques du lait de vache par la trypsine :
Tampon tris- HCI1 ( pH 8,00), tampon d’échantillon pour PAGE-SDS, la trysine ;
- I’¢électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions natives et dénaturantes :
I’acrylamide ; Bisacrylamide ; bleu de comassie G250 ; glycine ; glycérol ; bleu de
bromophénol ; Solution de persulfate d’ammonium ; SDS (sulfate dodécyl sodium) ;
TCA ; TEMED ; 2-mercaptoéthanol ; méthanol ; acide acétique.

1.1.3 Appareillage et verreries
1.1.3.1 La verrerie
Tubes a essai ; burette ; béchers ; fioles jaugée ; entonnoirs ; éprouvettes graduées ;
spatules ; pipettes graduées; tubes a centrifugation; micropipettes; barreaux

magnétiques.
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1.1.3.2 Appareils
Balance de précision; agitateur magnétique; pH metre; bain marie;
spectrophotometre ;  centrifugeuse ;  lyophilisateur ;  chromatographie ; vortex ;

autoclave.

1.2 Les méthodes
1.2.1 Les méthodes physico-chimiques

1.2.1.1 Dosage des protéines par la méthode de Bradford

BRADFORD(1976) a développé une technique basée sur 1’adsorption du colorant
bleu de comassie G250, se manifestant par le changement de sa couleur du brin orange
en bleu apreés liaison non covalente (liens ioniques et interactions hydrophobes) avec les
protéines. La densité optique peut étre mesurée au spectrophotometre a 595 nm.

C’est une méthode trés performante, trés sensible et trés rapide, utilisée pour doser
les faibles quantités de protéines, elle est aussi résistante a la plupart des interférents qui
nuisent a la plupart des autres méthodes. Elle est considéré comme technique trés simple
et peu couteuse, mais présente certains inconvénients tel que la non détection des
peptides et protéines de faible poids moléculaire.

La teneur en protéines dans les échantillons est déterminée a 1’aide de la courbe
d’¢talonnage DO=f (C) établie avec I’albumine sérique bovine comme standard
protéique (figure 7), et cela aprées mesure de la densité optique des différents

échantillons. Le mode opératoire est donné en annexel.

03 - y = 2,5739x
R? = 0,9668
0,25 -
E 0,2
c
L 015 -
(®2]
Lo
S 0,1 - DO
8 0.05 A —— Linéaire (DO)
O T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentration de la BSA (mg/ml)

Figure 7 : Courbe étalon pour la détermination de la concentration des protéines
du lait par la méthode de Bradford (1976).
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Une autre méthode peut étre utilisée pour le dosage des protéines, c’est la
méthode colorimétrique de LOWRY et al (1951). Cette méthode est basée sur
I’obtention d’un composé chromogeéne par une réaction d’oxydo réduction. Cette
derniére a lieu entre, d’une part, des groupements de la protéine notamment les
groupements phénoliques du tryptophane, de la tyrosine et dans une moindre mesure
ceux de la cystéine et histidine (la liaison peptidique est aussi impliquée) et d’autre part,
le réactif de Folin Ciocalteu. Cette réaction donne naissance a un complexe coloré : le

bleu de molybdéne (couleur bleu foncée) dont I’intensité est mesurée a 750 nm.

1.2.1.2 Détermination de ’indice d’iode et d’acidité d’une matiére grasse

1.2.1.2.1 Détermination de I’indice d’acide

L'indice d'acide (l.) d'un lipide est la masse d'hydroxyde de potassium (KOH),
exprimée en milligrammes, nécessaire pour neutraliser I'acidité libre contenue dans un
gramme de corps gras. La teneur en acides gras libres augmente avec le temps : I'indice
d'acide permet donc de juger de leur état de détérioration. Cet indice, contrairement a
I'indice de saponification, est déterminé a froid.

Cet indice est déterminé par titrimétrie a I’aide d’une solution d’hydroxyde de
potassium (KOH) de concentration connue, en présence d’un indicateur coloré (la
phénolphtaléine) qui indique la limite de la neutralisation (virage de I’incolore au rose

pale). Le mode opératoire est donné en annexe 2.
Pour le calcule de cet indice d’acide :
|a= Mkon/ 2 ou m : la masse de KOH.
Alors que pour I’acidité : A(%) = mo*100/ m ou mo: la masse de 1’acide oléique.
m : la masse de I’huile.

1.2.1.2.2 Détermination de I’indice d’iode

L'indice d'iode (lioge) d'un lipide est la masse d’iode (I2) (exprimée en grammes)
capable de se fixer sur les insaturations (liaisons doubles le plus souvent) des acides
gras contenus dans cent grammes de matiere grasse. Cependant I'indice d'iode en lui-
méme ne possede pas d'unité.

Cet indice est déterminé par titrimétrie a I’aide d’une solution de thiosulfate de
sodium (Na2S203, 0,1 N) en présence de cyclohexane (pour solubiliser 1’échantillon) et
du lugol (solution & base d’iode). Cette réaction se fait a chaud pour permettre

I’accélération de la fixation d’1ode sur les insaturations des acides gras. L’exces d’iode
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non fixe est titré par la solution réductrice de thiosulfate de sodium. Donc cet indice
d’iode nous renseigne sur le degré d’insaturation du corps gras. Pour le mode
opératoire, voir I’annexe 3.
Pour le calcule de cet indice d’iode : )= 12,69*N*(Vo-V)/M
ou N : la normalité de la solution de thiosulfate de sodium
Vo : volume de thiosulfate nécessaire pour le titrage de tube témoin
V : volume de thiosulfate nécessaire pour le titrage de tube contenant 1’huile
M : la masse de la matiere grasse (1’huile).

1.2.1.3 Dosage des sucres par la méthode de DNS (acide 3,5

dinitrosalycilique) (MILLER, 1959)

On utilise les propriétés réductrices de sucres réducteurs. A chaud et en
milieu alcalin, il y a réduction de I'acide 3,5-dinitrosalycilique ou DNS (aussi appelé acide
2-hydroxy-3,5-dinitrobenzoique) de couleur jaune, qui joue le réle d'oxydant, le glucose
étant le réducteur. Le composé obtenu (I’acide 3-amino 5-nitrosalicylique) est rouge
orangé a reflets pourpres. Il peut étre dosé par spectrophotométrie a 530nm.

La gamme étalon est préparée a partir d’une solution de glucose de 1 g/l (figure 8),
cette derniére est utilisee pour la détermination des différentes concentrations des

échantillons.Pour le mode opératoire, voir I’annexe 4.

y = 8,4409x
17 R?=0,9817
0,9 -

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 - DO
0,4 | Linéaire (DO)
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 : : : : : ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentration de glucose en mg/ml

DO a 530 nm

Figure 8: Courbe étalon pour le dosage des sucres reducteurs dans des jus par la
méthode de DNS.

Une autre méthode peut étre utilisée pour le dosage des sucres réducteurs, il s’agit de
la méthode de FEHLING qui repose sur la réduction de la liqueur de Fehling par les sucres
présents dans notre échantillon. Son principe repose sur la réduction de 1’oxyde cuivrique

CuO en petits grains rouge brique d’oxyde cuivreux Cu20 (ENGELBRECHT, 2009).
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1.2.1.4 dosage de la vitamine C dans différentes catégories de jus

La vitamine C, de formule brute Cs Hg Os, et le nom communément donné est I’acide
ascorbique. C’est une vitamine hydrosoluble, sensible a I’air, a la lumiére et a la chaleur.
C’est un cofacteur enzymatique, elle joue un réle important dans le métabolisme des étres
vivants.

Le principe de dosage est de faire réagir un volume connu du jus avec le DCPIP
jusqu’ a la décoloration du jus de fruit puis on note le volume de DCPIP. Le but de ce
travail est de comparer la teneur en vitamine C entre différentes catégories de jus.

Le dosage de la vitamine C est effectué par titrimétrie, a I’aide d’une solution de 2,6
dichlorophénol indophénol (DCPIP), préalablement étalonné par une solution d’acide
ascorbique de concentration connue (0,4 g/l), dont les conditions expérimentales sont
présentées en annexe 5

D’autres méthodes peuvent étres utiliser pour le dosage de la vitamine C tel que la
méthode utilisant le diiode et qui se fait par titrage de la solution d’iode de concentration
connu sur une solution contenant la vitamine C en concentration inconnu. Lorsqu’il n’ya
plus de molécules de vitamine C, les molécules d’iode vont s’accumuler dans la solution,
et cette accumulation indique la fin du titrage et est mise en évidence par la formation d’un
compose bleu en grande intensité (BOGDANSKI, 1958). Mais la méthode de DCPIP reste
la plus utilisé et la plus juste du fait que ce réactif est un oxydant idéal et sélectif pour

I’acide ascorbique.

1.2.2 Méthodes chromatographiques

1.2.2.1 Chromatographie de perméation sur gel de SEPHACRYL S200

La chromatographie de perméation est une technique permettant de séparer et de
purifier les divers constituants d’un mélange selon I’importance relative de leurs masses
moléculaires a travers une phase stationnaire constituée de séphacryl S200 préparé par
réticulation covalente d’un allyle de dextrane avec du N, N’ méthylene bisacrylamide.
Cette chromatographie permet d’¢luer les entités protéiques dans 1’ordre décroissant de
leurs poids moléculaires. Ce gel possede un domaine de fractionnement situé entre 5 milles

et 250 milles Da. Les conditions expérimentales sont représentées en annexe 6.

1.2.3 Meéthodes électrophoretiques
L’électrophorése est une technique biochimique séparative basée sur la migration
différentielle des molécules chargées sous I’effet d’un champ électrique en fonction de la

charge, la masse et la forme. Les protéines peuvent se comporter comme des anions ou des

45



cations et se déplacer de ce fait soit vers I’anode ou vers la cathode. Ces particules se
manifesteront sur 1’électrophorégramme par des bandes de migration plus ou moins
distinctes.

L’¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide présente un support de séparation
composé principalement d’acrylamide qui est I’'unité de base et le bis-acrylamide qui est
I’agent pontant, ils se polymérisent en présence d’un initiateur qui est le persulfate
d’ammonium et d’un accélérateur qui est le TEMED. En fonction de ces deux substances
(acrylamide et bis-acrylamide) on obtient differents maillages et donc différentes densités

de gel.

1.2.3.1 Electrophorese en PAGE-native

La PAGE-native est une méthode particulierement résolutive pour les protéines
sériques du lait. Basée sur la migration différentielle des molécules chargées sous 1’effet
d’un champ électrique en fonction de la charge et du poids moléculaire. La méthode de
HILLIER (1976) est utilisée avec un gel de polyacrylamide a T= 12% et C= 2,7%. Le

mode opératoire est donné en annexe 7.

1.2.3.2 Electrophorése en PAGE-SDS (LAEMMLLI, 1970)

Ce type de séparation est basé sur un systeme biphasique, comprenant deux types de
gels: un gel de concentration, faiblement réticulé qui n’exerce aucun effet de tamisage
moléculaire et tend plutét a concentrer les échantillons, et un gel de séparation a travers
lequel les protéines migrent selon leur poids moléculaire seulement.

Cette technique est réalisée dans des conditions dénaturantes et dissociantes en
présence des composés suivants :

- le SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) (C12H25SO4) : c’est un détergent anionique capable de
se fixer sur la périphérie des chaines polypeptidiques formant ainsi un complexe chargé
négativement, et donc toutes les protéines et polypeptides auront une charge pratiquement
identique. Cela permet une séparation selon le poids moléculaire seulement.

- le 2-B-mercaptoéthanol (2ME) : sous I’effet d’un traitement thermique, cet agent
réducteur dénature les protéines oligomériques en rompant les ponts disulfures, ce qui
désorganise leur structure tridimensionnelle en les rendant ainsi sous une forme

monomeérique. Le mode opératoire est donné par ’annexe 8.

1.2.4 Hydrolyse enzymatique des protéines sériques du lait de vache par la
trypsine
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La trypsine est une enzyme digestive du suc pancréatique qui a pour role de digérer
les protéines. Cette enzyme est une endoprotéase qui hydrolyse les liaisons peptidiques
dans lesquelles un acide aminé basique (Lysine ou Arginine) engage sa fonction acide avec
un autre acide aminé (sauf la proline)

L’hydrolyse enzymatique des protéines sériques est basée sur I’incubation de 5 ml
d’une solution de protéines sériques du lait bovin (8 mg/ml) dans le tampon réactionnel
(tris HCI, pH8, 0), ajouté de 0,4 ml de la solution enzymatique (1 mg/ml) dans la solution

HCI de 103N. Les conditions expérimentales sont représentées en annexe 9.

L’incubation du substrat, additionné de 1’enzyme est réalisé a différents intervalles
de temps (0, 15, 30, 45, 60 et 120 min) au bain marie a la température optimale de
I’enzyme (37 a 40°C) avec un pH optimum qui est de 7,6 a 7,8. La réaction d’hydrolyse est
arrétée par chauffage a 100°C pendant 5 min (figure 9).

Trypsine 4 1 mg'ml dans solution
HClL10°N

Protéines sériques lyvophilisées
{0,8% dans tampon tris, PH 8,0)

|

Hydrolyse - E/S - 1%, T - 40°C
Incubation 2H

Prélévement : 600 ul d hydrolysats additionné de
400 ul du tampon d”échantillon
Temps de prélévement : 07, 157, 307 457 607, 120¢

k4
@ réaction : chauffage 3 100°C/ 5 min

k

PAGE-5DS

Figure 9 : Les étapes de I’hydrolyse trypsique des protéines sériques du lait de

vache.
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11.1 Méthodes physico-chimiques
11.1.1 Dosage des protéines du lait par la méthode de BRADFORD (1976)

Aliment complet, le lait est une émulsion de matiéres grasses dans un sérum
aqueux qui contient en suspension des protéines (34 g/l) et en solution des glucides (49
g/l), des minéraux, des vitamines et des enzymes (POUGHEON, 2001 ; YENNEK,
2010).

Les nombreuses protéines du lait peuvent étre classees en deux groupes distincts :
les caseines et les protéines du lactosérum (JOUAN, 2002). La cas€ine totale représente
I’ensemble le plus important des protéines du lait de vache. Son taux s’élevant a environ
75 & 85 % alors que les protéines sériques ont un taux de 15 a 25 % (LAFITEDUPONT,
2011).

Les protéines du lait jouent un réle essentiel dans notre régime alimentaire
journalier, car elles sont consommées en grande quantité soit sous forme de lait de
consommation ou produits laitiers (fromages, yaourt,...), ou dans nombreuses
préparations alimentaires (plats cuisinés, sauces, patisseries, confiseries...). Leur
composition équilibrée en résidus d’acides aminés essentiels et leur bonne digestibilité
constitue un atout pour les consommateurs (LOUISOT, 1997).

Les résultats obtenus au cours du dosage des protéines totale et des protéines
sériques par la méthode de BRADFORD (1976) (Figure 10), montre une légeére

variation de la teneur en protéines d’un type de lait a un autre.

30 -
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2 E
o g 0
© lait de vache lait de boite lait de sachet

type du lait

Figure 10 : Les concentrations protéiques des différents échantillons du lait.
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L’analyse des résultats représentés dans la figure 10 montre que la teneur en
protéines totales est similaire dans les trois laits testés avec une valeur moyenne de 29
g/l. Cette valeur est inférieure a la concentration moyenne en protéines totales du lait de
vache donnée par AFNOR (entre 34 et 36 g/l).

Selon POUGHEON (2001), cette teneur en protéines peut étre influencée par
plusieurs facteurs qui peuvent &tre liés soit a I’animal (facteurs génétiques, état sanitaire,
stade de lactation,...), soit au milieu et a la conduite d’élevage (saison, climat, et
I’alimentation), ou suite a une protéolyse par les bactéries du fait d’une longue durée de
stockage du lait ou a la température d’entreposage qui peut favoriser le développement
des micro-organismes, ou suite a une complexation des protéines dénaturés avec
d’autres composes.

Pour certains facteurs (la saison, le stade physiologique), 1’éleveur n’a aucun
moyen d’action, alors que d’autres (facteurs génétiques et I’alimentation) peuvent
permettre a I’éleveur d’agir sur la composition du lait et améliorer ses caractéristiques
(POUGHEON, 2001).

D’apres les résultats (figure 10), les protéines sériques représentent 15,86% des
protéines total du lait de vache, 19,64% de protéines total du lait Candia, et 8,27% dans
le lait de sachet, teneur inférieur aux valeurs normales pour le lait de sachet (entre 15 et
25% des protéines totales). Ce résultat peut s’expliquer par une dénaturation partielle de
ces protéines lors du traitement thermique de pasteurisation, ou par une protéolyse par

les bactéries lactiques qui contamine le lait lors de la traite ou le stockage.

I1.1.2 Détermination des indices d’acide et d’iode d’une matiére grasse

I1.1.2.1 Détermination de I’indice d’acide

L’indice d’acide est le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium
nécessaire pour neutraliser les acides gras libres présents dans un gramme de corps gras
(NJUSSA, 1999). Cet indice permet de mesurer la quantité¢ d’acide gras libre résultant
des réactions d’hydrolyse et d’oxydation des triglycérides (NDEYE, 2001). Les huiles
destinées a la consommation doivent contenir moins de 1% d’acides gras libres
(MAMBAP, 1989).

L’analyse de 1’acidit¢ libre des échantillons a donner les résultats qui sont

exprimés en pourcentage de 1’acide oléique dans la figure 11.
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Figure 11: L acidité et I’indice d’acide de I’huile d’olive et de tournesol.

On remarque que 1’acidité libre d’huile d’olive (1,32 %) est inferieur a celle de
tournesol qui (3,04 %). Selon les normes commerciales du conseil oléicole (2015), une
huile d’olive raffinée présente une acidité libre maximale de 0,3% ; vierge extra : 0,8%
au maximum ; huile d’olive vierge : 2% au maximum ; huile d’olive vierge courante :
3,3 % au maximum ; huile d’olive vierge lampante : son acidité libre est supérieure a
3,3 %.

On constate que notre huile d’olive est une huile vierge. Son acidité reste assez
élevé pour que cette huile soit classer raffinée ou extra vierge. Ce résultat est sous
I’influence de la maturité des fruits, la variété d’olive ou de stockage des olives. Ceci
entraine la détérioration des fruits et par conséquent I’augmentation de la teneur en
acide gras (ELANTARI et al, 2000 ; TANOUTI et al, 2011).

Pour I’huile de tournesol la teneur en acidité est conforme aux normes de la

commission internationale de codex alimentarius (maximum 4 mg de KOH/g d’huile).

I1.1.2.2 Détermination de I’indice d’iode

L’indice d’iode est le nombre de grammes d’iode fixé sur les doubles liaisons de
100grammes de matiéres grasses. Il exprime le degré d’insaturation d’un corps gras et
par suite sa prédisposition a I’oxydation (DJOM, 1993). Un corps gras est plus sensible
a ’oxygene lorsqu’il est constitué d’un nombre élevé de doubles liaisons.

Une huile d’olive présente une teneur de 13,8 g (14,18%) d’acides gras saturé, et
72,96g (75%) d’acides gras mono-insaturés dont (I’acide oléique : 71,26 g et I’acide
palmitoléique : 1,25 g), et 10,52 g (10,81%) d’acides gras polyinsaturés dont (I’acide
linoléique W-6 : 9,76 g et I’acide alpha linolénique W-3 : 0,76 g) (VEILLET, 2010).
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L’huile de tournesol est composée de 10,3 g (10,51%) d’acides gras saturés, et
19,5 g (19,7%) d’acides gras mono-insaturés qui est seulement I’acide oléique, et 65,7 g
(67%) d’acides gras polyinsaturés composé seulement d’acide linolénique (anonyme 3).

Le tableau III renseigne sur I’indice d’iode pour I’huile d’olive et I’huile de
tournesol. Les résultats obtenus sont identiques pour les deux types d’huile, mais
inférieur aux normes fixés par le codex Alimentarius avec des valeurs de 80 a 88 pour
I’huile d’olive et de 120 a 132 pour I’huile de tournesol. Du fait que cet indice d’iode

pour I’huile d’olive est peu ¢élevé, cette huile rancit moins vite par rapport aux autres

huiles.
Tableau 111 : L’indice d’iode de I’huile d’olive et de tournesol.
Echantillons L’indice d’iode
Huile d’olive 9,13
Huile de tournesol 9,13

Cette faible teneur en acides gras insaturés peut étre due a I’oxydation des AG par

I’oxygene de I’air, les conditions de conservation ou la durée du stockage.

11.1.3 Dosage des sucres réducteurs par la méthode utilisant I’acide 3,5
dinitrosalycilique (DNS)

Les glucides appelés également hydrates de carbone font partie, avec
les protéines et les lipides, des constituants essentiels des étres vivants et de
leur nutrition, car ils sont un des principaux intermédiaires biologiques de stockage et de
consommation d'énergie. Chez les organismes autotrophes, comme les plantes,
les sucres sont convertis en amidon pour le stockage. Chez lesorganismes hétérotrophes,
comme les animaux, ils sont stockés sous forme de glycogéne puis utilisés comme
source d'énergie dans les réactions métaboliques, leur oxydation lors de la digestion des
glucides apportant environ 17 kJ/g. lls constituent notre principale source d’énergie.

Au niveau des industries agro-alimentaires, les sucres sont utilisés comme additifs
alimentaires pour plusieurs objectifs, tel que pour donner la saveur et le gout sucré, pour
empécher la croissance des micro-organismes dans les confitures, empécher la
formation de cristaux de glaces dans les mélanges congelés comme la créme, aide a la
fermentation de la levure dans les produits comme le pain et utilisé comme édulcorant

pour les personnes diabétiques.
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Un ose est qualifié de réducteur seulement si sa forme a chaine ouverte comporte
une fonction aldéhyde on cétone libre.

Les résultats obtenus lors du dosage des sucres réducteurs dans cing variétés de
jus de fruit par la méthode de DNS ont été résumé dans la figure 12. On remarque une

variation de la teneur en sucres réducteurs d’un type de jus a un autre.
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10 1 H Concentration en sucres
8 7 réducteurs (mg/ml)
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0
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d'orange fraise d'orange d'orange
1 2 3

Figure 12 : Concentrations en sucres réducteurs en (mg/ml) de quelques variétés
de jus.

Le jus d’orange 2 présente la teneur la plus élevé en sucres réducteurs, suivi du
jus lacté, puis le jus de fraise, alors que le jus d’orange 3 et le jus d’orange 1 présentent
les teneurs les moins importantes avec 15 mg/ml et 14 mg/ml respectivement. Ces
concentrations restent inférieurs a la teneur moyenne en sucres réducteurs dans un jus
d’orange (45,4 mg / ml) (DOMINGUEZ LOPEZ, 2002).

Plusieurs facteurs peuvent influencer la composition de jus tel que la variété des
oranges, le climat ainsi que le degré de maturité des oranges (BOUROKAA, 2012).

Cette teneur en sucres réducteurs peut aussi étre réduite lors du traitement de
conservation de jus par pasteurisation. Ce traitement thermique induit 1’accélération de
la réaction de MAILLARD résultant de la réaction initiale entre un sucre réducteur et un
groupement aminé. Et donc indisponibilité de la fonction aldéhyde ou cétonique des
sucres réducteurs qui sera lié a un groupement aminé (MACHIELS et al, 2002).

Le saccharose, le glucose et le fructose sont les principaux glucides de jus

d’orange. Parmi les sucres réducteurs qu’on trouve dans un jus on cite le glucose et le
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fructose et des disaccharides comme le lactose et le maltose (DOMINGUEZ LOPEZ,
2002).

11.1.4 Dosage de la vitamine C dans un jus d’orange

La vitamine C, appelée également acide ascorbique, de formule CsHsOs est utilisé
comme additif alimentaire dans des boissons sous le code E 300. C’est une vitamine
hydrosoluble sensible a la chaleur et a la lumiére jouant un réle important dans
le métabolisme de I'étre humain et de nombreux autres mammifeéres.

La vitamine C est un cofacteur enzymatique impliqué dans un certain nombre de
réactions physiologiques (hydroxylation). Elle est requise dans la synthése
du collagene et des globules rouges et contribue au bon fonctionnement du systeme
immunitaire. Elle joue également un réle dans le métabolisme du feren tant que
promoteur de son absorption. C’est un puissant antioxydant, elle est capable de contrer
I'action néfaste d'oxydants comme les radicaux libres.

On trouve la vitamine C en grande proportion dans les fruits et les légumes,
notamment, le persil, les navets, kiwis, les agrumes, les cruciferes, les poivrons, les
fraises, les cassis, les oranges et le citron. Les apports journaliers recommandés en
vitamine C sont d’environ 90 mg et 75 mg par jour pour les hommes et les femmes
adultes respectivement (Anonyme 2).

Lors du dosage de cette vitamine C dans différent jus, on a obtenu les résultats

présenté dans la figure 13.
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Figure 13 : Concentrations en vitamine C de quelques jus commercialisés.
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On remarque que le jus d’orange 1 présente la teneur la plus élevé en vitamine C
suivi de jus d’orange 3 puis le jus d’orange 2, alors que le jus de fraise et le jus lacté ont
des teneurs trés faibles en cette vitamine.

On remarque aussi que les jus les plus riches en vitamine C sont a base d’orange.
Cette forte teneur en vitamine C dans ces jus peut s’expliquer par leur enrichissement en
cette vitamine lors du processus de fabrication.

La concentration de la vitamine C dans le jus ngaous est de 17 mg/100ml de jus.
Cette teneur est inférieur a celle établie par le fabricant (24,5 mg/100ml de jus). Afin de
déterminer les facteurs influencant la teneur en vitamine C dans ces jus, on a réalisé un
ensemble de traitements, les résultats obtenus sont présentés dans le tableau IV.

Il est a noté que le contenu en vitamine C des jus d’orange est trés variable. Il
dépend, entre autres, de la variété et de la maturité des oranges, de la manipulation des
fruits frais, des procédés de transformation (pasteurisation, congélation), du temps

d’entreposage et de I’emballage.

Tableau IV : Résultats du dosage de la vitamine C apreés différent traitements.

Les différents traitements de la solution d’acide Les concentrations
ascorbique (o)

Sans traitement 0,4

15 min a T° ambiante et exposer a la lumiére 0,3

15 min a T° ambiante a I’abri de la lumiére 0,4

15 min a T° de 40°C 0,4

15min a T° de 80°C 0,3

D’apreés nos résultats, on constate que la concentration de la vitamine C diminue
apres exposition a la lumiére et apres traitement thermique a 80°C, alors qu’elle reste
stable apres traitement a 40°C ainsi qu’a 1’abri de la lumiére.

La faible teneur en vitamine C dans ces différents jus d’orange, jus lacté et jus de
fraise peut s’expliquer par la perte de cette vitamine favorisé par la température et la

transmission de la lumiere au sein du produit.
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De toutes les vitamines, la vitamine C est certainement la plus fragile. Sensible a
la lumiére, a la chaleur (cuisson) et a I’air, elle est rapidement détruite (MASSOT,
2010).

11.2 Chromatographie d’exclusion moléculaire sur gel de SEPHACRYL S200

Dans le but d’une séparation des protéines sériques du lait de vache, on a réalisé
une chromatographie sur gel de perméation (gel de SEPHACRYL S200) a débit de
30ml/h avec une colonne de 20 cm de longueur et 1 cm de largeur a une longueur
d’onde de 280 nm. Apres séparation, les s€roprotéines ont été ¢luées comme indiqué

dans le chromatogramme suivant (figure 14) en trois piques F1, F2, et F3.
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Figure 14 : Chromatogramme des protéines sériques du lait de vache sur gel de
SEPHACRYL S200.

11.3 Isolement et caractérisation électrophorétique des séroprotéines bovines en
PAGE-native

Deux grandes familles de protéines entrent dans la composition du lait. La
premiere est constituée des caséines qui représentent environ 80% des protéines totales
du lait. La seconde regroupe les protéines sériques qui sont constituées essentiellement
de la beta-lactoglobuline (B-Lg), I’a-lactalbumine (a-La), 1’albumine sérique bovine
(BSA) et les immunoglobulines (lg) (DE WIT, 1981 ; MORR, 1982). De masse
moléculaire de 18362 Da pour la B-Lg, 14147 Da pour la a-La, 66000 Da pour la BSA,
et entre 150 milles et 1 million Da pour les immunoglobulines (DE WIT, 1981 ;
KINSELLA et WHITEHEAD, 1989 ; CAYOT et LORIENT, 1998), avec des pHi de
51;4,2;4,7;5,5-8,3 respectivement.
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L’¢électrophorése en PAGE-native (figure 13) des différentes fractions issues de la
chromatographie de perméation sur gel de Séphacryl S 200 montre que :
- La fraction F1 présente trois bandes qui correspondent aux Ig, BSA, et la 3-Lg;
- La fraction F2 présente quatre bandes de forte intensité correspondant aux Ig, BSA, a-
LaetlaR-Lg;
- La fraction F3 montre la présence d’une seule bande de faible intensité correspondant
alaR-Lg.

L’électrophoré¢gramme (figure 15) révéle que :

-onapuisoler la B-Lg dans la fraction F3. Les Ig, BSA et a-La ont pu étre éliminé avec
cette chromatographie ;
- plusieurs protéines sériques, a savoir les Ig, BSA, a-La et la 3-Lg étaient présentes
dans les fractions Flet F2. Ceci montre une mauvaise séparation de ces protéines en
chromatographie de perméation. Par conséquent, il est nécessaire de recourir a d’autres
techniques chromatographiques (chromatographie échangeuse d’ions,..) pour une
meilleure purification de ces protéines.

Travaillant dans les mémes conditions, MANUELA et al (2000) ont réussi a isoler
chaque protéine sérique (BSA, Ig, a-La et B-Lg) dans une seule fraction. SENOUSSI
(2011) et ZENNIA (2015) ont pu isoler la a-La dans une fraction et la SA dans une

autre fraction dans le lait camelin.

Fl F1 2 Ex B I3 PS
g

8

Figure 15: Electrophoregramme des fractions proteiques obtenu apres une
chromatographie de perméation sur gel de séphacryl S200. (PS : protéines sériques

bovine)
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11.4 Hydrolyse enzymatique des protéines sériques du lait de vache par la trypsine

La trypsine est une enzyme digestive synthétisee et secrétée par les cellules
acinaires pancréatiques sous forme de zymogene (trypsinogene). L'activation du
trypsinogéne en trypsine est le résultat de I'nydrolyse d'un propeptide sous I'action de
I'entérokinase ou par un effet d'auto activation par la trypsine elle-méme. Elle catalyse
I'nydrolyse d'une liaison peptidique et coupe a droite de I'arginine ou la lysine (VOET et
al, 1995).

Nous avons suivi la cinétique de cette enzyme par electrophorése en conditions
dissociantes et dénaturantes (PAGE-SDS). On a obtenus des hydrolysats a différents
temps d’incubation noté en minute comme suit : T°0, T’15, T°30, T°45, T°60, T 120.
Les résultats sont montrés dans la figure 16.

N To Tis Tao0 Tas Teo Ti20

Figure 16: Electrophoregramme en PAGE-SDS des hydrolysats protéiques
obtenus sous P’action de la trypsine a différents temps d’incubation : To, T1s, Tso,

Tas, Teo, T120; TN (témoin négatif): protéines sériques du lait de vache.

L’analyse du profile électrophorétique obtenu en PAGE-SDS (figure 16) montre
I’existence de bandes intenses au niveau de témoins TN et méme To correspondant aux
protéines sériques bovine (BSA, a-La et 3-Lg).

La bande correspondante a 1’Ig n’est pas apparue au niveau des différents puits du
fait qu’on n’a pas donné le temps nécessaire pour que cette grosse protéine puisse

migrer.
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A partir de la figure 16, on remarque que la BSA résiste jusqu'a T= 30 minutes
d’incubation mais a partir de Tss, il ya apparition de deux bande. Cela signifie que la
BSA est hydrolysé en deux polypeptides.

Pour la -Lg, la bande correspondante reste telle quelle jusqu'a 30 minutes
d’incubation, puis la bande redevienne trés fine du fait de son hydrolyse.

La o-La semble étre résistante a I’action de la trypsine méme aprés 120 minutes
d’incubation, puisque la bande correspondante reste de la méme intensité. Ceci pourrait
étre du a la structure globulaire compacte de la protéine qui rend le site de coupure de la

trypsine inaccessible.

La R-Lg est plus sensible par rapport a o-La, du fait de sa structure globulaire
moins compacte. Le site de coupure par la trypsine est de ce fait plus accessible (LUNG
etal, 1991).

Nos résultats sont compatibles & ceux trouves par CUSTODIO et al (2005) qui
suggerent qu’au début de la réaction, la trypsine hydrolyse partiellement la B-Lg. La a-
La et la BSA étaient plus résistants que la B-Lg. Alors que les résultats de BENHATCHI
(2011) montrent que la BSA et la a-La tentent a s’hydrolyser rapidement sous 1’action
de la trypsine, alors que la B-Lg résiste.

D’aprés LUNG et al (1991), le degré d’hydrolyse de la 3-Lg par la trypsine atteint 6
% apres deux heures d’incubation. Selon ANUELA et al (2000), aprés deux heures et

demie de temps, la a-La est hydrolysé en six bandes, et la 3-Lg en 5 bandes.
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Conclusion



Les techniques de dosages physicochimiques étudiés (dosage des protéines,
détermination de I’indice d’iode et d’acide, dosage des sucres réducteurs et dosage de la
vitamine C) constituent une étape importante pour le contréle de la qualité des denrées
alimentaires. Du fait qu’il existe plusieurs techniques pour le dosage de chaque composé, cela
permet d’augmenter les chances de mener a bien une évaluation de la qualité.

Les méthodes d’analyse classiques permettent de définir la composition d’un produit
alimentaire pour élaborer une stratégie d’analyse et de controle appropriée selon le produit.
Ceci peut se faire en utilisant des méthodes de pointes (techniques fines) tel que la
chromatographie a basse et a haute pression et les techniques électophoretiques.

Les résultats obtenus dans notre stage pratique montre que :

- les trois variétés de lait testés ont une teneur en protéines similaire, avec une valeur
moyenne de 29 g/1, inférieur a la norme (34 a 36 g/1) du fait de I’influence de certains facteurs
liés soit a I’animal, a la conduite d’¢élevage ou a une protéolyse par les bactéries lactiques ;

- I’acidité d’huile de tournesol est beaucoup plus importante que ’acidité d’huile d’olive
du fait de sa richesse en acides gras libres, alors que 1’indice d’iode est égale entre ces deux
huiles du fait qu’ils ont une teneur équivalente en acides gras mono-insaturés et
polyinsatureés ;

- le jus Ngaous présente la teneur la plus élevé en sucres réducteurs (20 g/l). Ce résultat
pourrait étre du a I’ajout de sucres comme additif pour améliorer la saveur et le gout sucré ;

- pour le dosage de la vitamine C, le jus Rami orange a la teneur la plus élevé due
probablement a son enrichissement en cette vitamine lors de la fabrication, ou a la variété et la
maturité des oranges utilisés ;

- les protéines sériques bovines séparées par chromatographie de perméation sur gel de
Séphacryl S 200 n’ont pas pu étre purifié. L’utilisation d’autres techniques notamment a
hautes performances, comme la HPLC, pourra améliorer ce résultat ;

- de toutes les protéines sériques, la a-La semble étre résistante a 1’hydrolyse trypsique
qui pourrait s’expliquer par sa structure globulaire compacte maintenu par 4 ponts disulfures,
ce qui pourrait masquer les sites se trouvant au cceur de la protéine.

Les méthodes utilis¢é sont de mise en ceuvre facile, de faible coup et permettent
d’obtenir des résultats fiables. Ces méthodes nous permettent un contrdle de qualité des
produits alimentaires, d’assuré aux consommateurs une bonne qualité organoleptique
(satisfaction), hygiénique (service), ainsi qu’une bonne qualité nutritionnelle (santé), ce qui

constitue une garantie aux consommateurs.
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Annexe 1 Préparation des solutions pour le dosage des protéines.

- Solution de NacCl
Poudre de NaCl.................. 0,105 ¢g

Eau distillée..........cooeeeei. ... 12 ml

- Solution de BSA de la gamme étalon

Poudre de BSA.................. 0,51 mg
Solution de NaCl (0,15 M)....5, 1 ml

- Solutions d’échantillons

Lelaital0®................oeee 2ml
Bleu de comassie G250......... 1 ml
Lait sans caséines (107?).........2 ml
Bleu de comassie................. I ml

I.1 Préparation de la gamme étalon

La gamme étalon est préparée a partir d’une solution de BSA de 0,1 mg/ml,

suivant les volumes indiqués au niveau du tableau 1.

Tableau 1 : Préparation de la gamme d’étalonnage de la BSA (solution témoin).

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution 0 0,1 0,5 1 1,5 2
mere(BSA) (ml)

NaCl  (0.15M) 2 1,9 15 1 0,5 0
(ml)

Réactif de 1 1 1 1 1 1
Bradford (ml) ml ml ml mi ml ml

- incubation pendant 5 min a température ambiante ;

- homogeénéiser rapidement les tubes et lire la DO a 595 nm contre le blanc.

1.2 Préparation des échantillons




- ecrémage des différents échantillons du lait par centrifugation a 3000 g pendant 20

min ;
- faire des dilutions de 107 pour le dosage des protéines totales qui se fait comme suit :

e prendre 1 ml de chaque échantillon (lait de vache, lait Candia, lait de sachet)
apres écrémage ;
e ajouter 9 ml d’eau distillée et homogénéiser au vortex (107) ;
e de ce tube, pipeter 1 ml, le verser dans un autre tube, puis ajouter 9 ml d’eau
distillée ; homogénéiser au vortex (10?) ;
e prendre 1 ml de ce dernier tube et ajouter 9 ml d’eau distillée,homogénéisé
(10°%) ; ajouter 1 ml de réactif de Bradford pour les dilutions 103 ;

e incuber 5 min a température ambiante, puis mesuré la DO a 595 nm.

Pour le dosage des protéines sériques :
e faire une précipitation acide du lait écrémé pour éliminer les caséines ;
e réaliser une dilution de 107 par la méthode expliquée précédemment,

e ajouter 1 ml de bleu de coomassie, et laisser 5 min a température ambiante ;
Lecture de la DO a 595 nm.
Annexe 2 Préparation solutions pour indice d’acide

- Solution de KOH

KOH....oooiiiii 0,056 g
Eau distillée......................... 10 ml
- Solution d’échantillon
Lhuile.........cocooiiian. 2,5¢
Ethanol..................ol. 5ml
Phénolphtaléine..................... 3a 5 gouttes
Solution de KOH.................... jusqu’a coloration rose pale persistante

2.1 Préparation des échantillons

e peser 2.5 g de I’échantillon (huile d’olive ou huile tourne sol) ;

e gjouter 5 ml d’éthanol avec ajout de 3 a 5 gouttes de phénolphtaléine ;
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e titrer avec de la potasse alcoolique (0,1N) jusqu'a I’apparition d’une coloration rose

pale persistante, puis mesurer son volume.

Annexe 3 Préparation des solutions pour indice d’iode

- Solution de thiosulfate de sodium(NA2S203)
Thiosulfate de sodium (0,1 N).....0,49 g

Eau distillée......coovvveevennnnnnn.... 20 ml

Lhuile........oooviiiiiiii . 0,5¢g
L’hexane..........ccooevieiiieiinnn.. 4 ml
Lugol.....cooiii 5ml

Empois d’amidon..................... 2 ml

Thiosulfate de sodium................ jusqu’a décoloration

3.1- Avant de commencer la méthode de détermination de I’indice d’iode, on procede
d’abord a I’étape de la caractérisation qui consiste a vérifier la présence ou I’absence

des insaturations dans une matiére grasse donné qui se fait comme suit :

e prendre 1 ml de la matiere grasse, et ajouter 0,5 ml du lugol ;

e faire un chauffage sous agitation jusqu'apparition d’une coloration jaune ;

e refroidir, puis ajouter quelque gouttes d’empois d’amidon ;

e s’il ya apparition d’une couleur bleu, cela signifie ’absence d’insturations dans la
matiére grasse, s’il ya pas apparition de cette coloration donc cette derniére possede des
insaturations, et puis continuer 1’analyse pour la détermination de leurs nombres.

3.2 Préparation des échantillons
- Préparation de tube témoin :

e pipeter 5 ml du lugol, puis ajouter 2 ml d’empois d’amidon ;
e titrer par le thiosulfate de sodium (Na2S203, 5 H20) jusqu'a décoloration, mesurer son

volume.
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-Préparation des tubes d’échantillons :
e pipeter 0,5 g d’huile (huile d’olive ou huile tourne sol) ; ajouter 4 ml d’hexane, puis
agité pendant 3 min ; ajouter 5 ml du lugol ; chauffage sous agitation pondant 5 min ;
e apres refroidissement, ajouter 2 ml d’empois d’amidon ; titrer a I’aide de thiosulfate

de sodium jusqu'a décoloration, puis mesurer son volume.

Annexe 4 Préparation des solutions pour dosage des glucides par DNS

- Solution de glucose (la gamme étalon) (1 g/l)

Poudre de glucose..................... 0,01 g

Eau distillée........................... 10 ml
- Solution d’échantillon

JUS. oo 1 ml

Réactif de DNS.................o 2 ml

Eau distillée........................... 7 ml

4.1 Préparation de la gamme étalon

La gamme étalon est préparée a partir d’une solution de glucose de 1 g/, suivant

les volumes indiqués au niveau du tableau 2.

Tableau 2 : Préparation de la gamme d’étalonnage des sucres réducteurs.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution de 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

glucose (ml)

Eau distillée (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0

Reactif DNS (ml) 2 2 2 2ml 2ml 2ml
ml ml ml
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- homogeénéiser, puis chauffer au bain marie pendant 5 min ;
- refroidir, puis ajouter 7 ml d’eau distillée ;
- incuber pendant 15 min & température ambiante ;

- homogénéiser, et faire la lecture a 530 nm contre le blanc.

4.2 Préparation des échantillons

Faire des dilutions de 102 pour les différentes catégories de jus commercialisé
qui se fait comme suit : prendre 1 ml de chaque échantillon ; ajouter 9 ml d’cau distillée
et homogénéiser au vortex (10?) ; de ce tube, pipeter 1 ml, et le verser dans un autre
tube, puis ajouter 9 ml d’eau distillée ; homogénéiser au vortex (102).
-prendre 1 ml de la dilution 102 de chaque échantillon ; ajouter 2 ml du réactif (DNS) ;
Chauffer pendant 5 min dans un bain marie ; aprés refroidissement, ajouter 7 ml d’eau
distillée, puis homogeénéiser ; incuber pendant 15 min a température ambiante ; faire la

lecture a 530 nm contre le blanc.

Annexe 5 Préparation des solutions pour le dosage de la vitamine C

- Solution de DCPIP a 0,5 g/l

- Solution d’échantillon

Jus ou acide ascorbique.............. 5ml
Acide acétique glaciale............... 1 ml
DCPIP.....cooiiiiiiiiiie jusqu’a coloration rose pale.

5.1 Préparation de la solution standard d’acide ascorbique :(0,4g/l)

-Prendre 5 tubes a essai ; verser 5 ml de la solution d’acide ascorbique dans chacun de

ces tubes ; 1 tube reste sans traitement, et les autres seront traités comme suit :
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1- laisser 15 min a température ambiante et exposeé a la lumiére ;

2- laisser 15 min a température ambiante et mettre a I’abri de la lumiere ;
3- porter 15 min au bain marie a 40°C ;

4- porter 15 min au bain marie a 80°C.

- Ajouter 1 ml d’acide acétique glacial ; puis titrer avec la solution de DCPIP
jusqu’apparition d’une coloration rose pale persistante, et puis noter les volumes de ce

DCPIP correspondant.
5.2 Préparation des échantillons
- prendre 5 ml de chaque échantillon (de chaque catégorie de jus commercialisée) ;

- ajouter 1 ml d’acide acétique glacial ; titrer avec la solution de DCPIP jusqu’apparition
d’une coloration rose pale persistante, puis noter les volumes de ce DCPIP

correspondant.

Annexe 6 Préparation des solutions pour la chromatographie d’exclusion

moléculaire

- Solution tampon Tris-HCI (0,02 M ; pH 8,4)

TrIS. e 1,21g
Eau distillé.....................o.. 500 ml
HCL..oooo quelque gouttes jusqu'a PH 8,4

- Solution d’échantillon

Protéines sériques lyophilisés...... 100 mg
Tris HClL.......oooo, S5ml
A débit 0,5 ml/ min

6.1- Préparation des échantillons

-Réaliser un écrémage du lait par centrifugation : qui se fait dans une centrifugeuse
réfrigéré (4°C) pendant 20 min a 3000 g. Apres centrifugation, faire une filtration a

I’aide d’un papier filtre pour se débarrasser de la matiere grasse ;
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-faire une preécipitation acide de ce lait écremé pour séparer les protéines sérique des
caséines, qui se fait par abaissement de pH jusqu'a pHi des caséines qui est égale a 4,6
pour les faires précipiter ;

-aprés centrifugation, verser les protéines sériques dans des boudins de dialyse, puis
mettre ces boudins dans des béchers rempli d’eau distillée (liquide de contre dialyse) et
cela se fait a 4°C et sous agitation, et puis changer le milieu chaque 2 heures. Cette

dialyse a pour but de dessaler notre échantillon avant de réaliser une chromatographie ;

-aprés quelques jours (élimination total des sels), verser les boudins dans des plateaux

de lyophilisateur afin d’obtenir une poudre.

6.2 Préparation de la colonne

- dégazifier le gel a ’aide d’une pompe pour éliminer les bulles d’air ;

- remplissage de la colonne par cette phase stationnaire ;

- laver la colonne et tasser le gel par le tampon Tris-HCI (0,02M, pH 8,4) ;

- faire éluer le bleu de dextrine (1 mg/ml) de PM de 1 million dalton pour déterminer le

volume mort Vo (volume entre les billes) ;

- solubiliser 100 mg de protéines sériques lyophilisées dans 5 ml de tampon Tris-HCI, et

les déposer en haut de la colonne, et les élués a débit de 0,5 ml / min ;

- des fractions de 1 ml sont recueillies pour les besoins de leur identification, tout en
mesurant les DO des différentes fractions ;

- récolter les tubes ou il ya des piques dans le but de les identifier dans une

électrophorese en PAGE-native ;

- verser les tubes correspondants a chagque pique dans un plateau, puis mettre les

plateaux dans un lyophilisateur, pour concentrer les protéines qu’elles contiennent.
Annexe 7 Solutions pour électrophorése en PAGE native

- Solution d’acrylamide (A)

Acrylamide........................... 36g
Bisacrylamide........................ g
Eau distillée........................... 100 ml



- Tampon de gel (B)

B o T 4,579
Eaudistillée........ccovvvvivinnii... 50 ml
HCI4 N).oooiiiiii, jusqu’a pH 8,9

-  Tampon d’électrode

TrIS. e 1,2¢g
Glycine.........ooovviiiiiiiiiinnn.. 5,76g
Eau distillée...................oeeii. 200 ml

- Tampon d’échantillon

Tampon de gel(B)................... 100ul
Eau distillée.............cooeieinninn. 700ul
Glycérol 50%.......ccccevveiveiirenene 200ul
Bleu de bromophénol................ une téte d’aiguille
Protéines sériques lyophilisé........ I mg

Solution A..........oooiiiiiiiii 3,25ml
SolutionB...................l 5 ml
Eau distillée........................... 1,68 ml

Solution de persulfate d’ammonium 10%.......75 ul
Couler et mettre la peigne immédiatement

- Solution de fixation

TCA (acide trichloracétique).........12 g

Eaudistillée......ccvvvevennnnn... 100 ml
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- Solution de coloration

Bleu de comassie R250............... 0,5¢g
TCA e, 4¢g
Méthanol...................oooiiiiin, 100 ml
Eaudistillée..................coooeeeat. 100 ml

- Solution de décoloration

Acide acétique.................ocoeenl. 37,5 ml
Eaudistillée............covvviiiiit . 312,5 ml
Méthanol..............ccooiiiiiiiini. .. 150 ml

7.1 Mode opératoire

- préparation du gel a T=12% et C=2,7%, puis le couler entre les deux plaques, et mettre

le peigne immédiatement ;

- apres solidification du gel, enlever le peigne, il ya formation de puits ;

- mettre le gel dans la cuve, et puis remplir le gel et la cuve avec le tampon d’électrode ;
- dissoudre 1 mg de protéines lyophilisés dans 1 ml de tampon d’échantillon ;

- dép6t des échantillons (20 ul) dans chaque puits a I’aide d’une aiguille;

- mettre le dispositif sous tension de 20mA et 250 V ;

- surveiller le bleu de bromophénol jusqu’a ce qu’il atteint le front de migration, puis
soulever le gel et laisser 45 min dans la solution de fixation, et puis 1 heure dans la

solution de coloration, et enfin dans la solution de décoloration ;

- visualisation des bandes de migration.
Annexe 8 solutions pour électrophorése en PAGE-SDS

- Solution d’acrylamide (A)

Acrylamide...................o 36g
Bisacrylamide......................ooell lg
Eaudistillée..............ccoovviiiiiin, 100 ml



- Tampon de gel de séparation

TIIS. e 9,25¢
Eau distillée...............ooooiiiiiii, 50 ml
HCI(4N). oo, jusqu’a pH 8,8

THIS. e, 3g
Eau distillee....................col. 50 ml
HCL(AN).oooo, jusqu’a PH 6,8

- Tampon d’électrode

B 5 P 12¢g
Glycine.......coovvviiiiiiiiiiiennn, 5,76 g
SDS. 02¢g
Eau distillée.............cooooiiiiian. 200 ml

- Tampon d’échantillon

Solution (C)....ccevviveiiiiiiiinae. 500 ul

Eau distillée.............ooooiiiiian. 250 ul

SDS (10%) e v, 250 ul
2-mércaptoéthanol........................ 50 ul

Protéines lyophilisés (PS)................ 1 a2 mg dans 800 ul de ce tampon
Chauffage a 100°C/ 5 min................ refroidir

Glycérol (50%).....cvveivniiiiinninnnn.. 200 ul

Bleu de bromophénol..................... quelque graines

- Solution de fixation



- Solution de coloration

Bleu de comassie R250.................. 0,5¢g
TCA..coo 4¢g
Méthanol............ooeiiiiiiiiii, 100 ml
Eau distillée.............oooiiiiin 100 ml

- Solution de décoloration

Acide acétique..........ooevvviiniininn.n 37,5 ml
Eaudistillée.........cccovviiiiiil 312,5 ml
Méthanol..................ooiiiia 150 ml

- Preéparation de gel de séparation : T=17%et C=2,7%

Solution A....ooviiiiiii i, 4,6 ml
Solution S..........cooiiii 2,51 ml
Eaudistillée.......ccovvvviiiiiil, 2,73 ml

Dégazer pendant 2 minutes

SDS (10%)..cveeieiiiiiiiiieeee, 100 ul
TEMED......cooiiiiiiiiiiii, 50 ul
Persulfate d’ammonium (10%).......... 100 ul

- Préparation de gel de concentration : T=4,8% et C=2,7%

Solution A........cooiiiiiiii 1,3 ml
Solution C...........oooooiiiiil 2,5ml
Eaudistillée........cccoovvviiiiin 5,8 ml

Dégazer quelque secondes

Solution de SDS 2 10%......cccovvevvveeennn. 100ul
TEMED. ..o 50ul
Persulfate d’ammonium a 10%............. 100ul
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8.1 Mode opératoire

- préparation du gel de séparation a T=17% et C=2,7%, puis le couler entre les deux

plaques a environ 1.5 cm du sommet de la plaque ;

- préparation du gel de concentration & T=4,8% et C=2,7%, et le couler sur le gel de

séparation, et mettre le peigne immédiatement ;

- apres solidification du gel, enlever le peigne, il ya formation de puits ;

- mettre le gel dans la cuve, et puis remplir le gel et la cuve avec le tampon d’¢lectrode ;
- ajouter quelques graines de bleu de bromophénol dans chaque tube d’échantillon ;

- dép6t des échantillons (20 ul) dans chaque puits a I’aide d’une aiguille;

- mettre le dispositif sous tension de 20 mA et 250 V ;

- surveiller le bleu de bromophénol jusqu’a ce qu’il atteint le front de migration, puis

démolir le gel et laisser 45 min dans la solution de fixation, et puis 1 heure dans la
solution de coloration, et enfin dans la solution de décoloration ;

Annexe 9 Solutions utilisées pour hydrolyse enzymatique des protéines sériques du

lait par la trypsine.

- Préparation de I’échantillon : (PS 0,8% dans tampon Tris avec E/S 1%).

Protéines sériques lyophilisés.......... 40mg
Tampon Tris-HCl......................... 5ml
L’enzyme : la trypsine........ccccceeuee e 0,4 mg/0,4 ml de solution d” HCI

Faire un tube témoin sans mettre I’enzyme ;
Incubation a 40°C pendant 2 heures ;

Faire des prélevements a 0, 15, 30, 45, 60 et120 min ;

Arrét de laréaction ..................... chauffage a 100°C/ 5 min
Tampon d’échantillon................... 400 ul
Chauffage...........cooovviiiiiiiin.n. 100°C/5min

Incubation a température ambiante.

- Tampon d’échantillon
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Solution C.oovvvveeeiiiei i, 500 ul

Eau distillée..................oooiiit. 250 ul

SDS 10%..c.uiiviiieiieieieiese e 250 ul
B-2-mércaptoéthanol..................... 50 ul

Protéines sériques lyophilisés...........1 a 2 mg dans 800 ul de ce tampon.

Chauffage a 100°C/ 5 min puis refroidir.

Solution de glycérol..................... 200 ul

Bleu de bromophénol.................... quelque graines.

9.1 Préparation de I’échantillon : (PS 0,8% dans tampon Tris avec E/S 1%0).

Prendre 40 mg de protéines sériques lyophilisé ; les solubiliser dans 5 ml de tampon
Tris-HCI ; ajouter 0,4 mg d’enzyme : la trypsine (1 mg/ml d’HCI) ; faire un tube témoin
sans mettre I’enzyme ; Incubation a 40°C pendant 2 heures ; faire des prélévements a 0°,
15°,30° ,45” ,60° et120 min ; Arrét de la réaction immédiatement aprés prélévement par
chauffage a 100°C/ 5 min; Ajouter 400 ul de tampon d’échantillon pour chaque
prélevement ; Chauffage a 100°C pendant 5 minutes; incubation a température

ambiante.

89



