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Introduction

L'encapsulation trouve ses applications dans debresm domaines techniques et en
particulier le domaine alimentaire ou elle permmt gtabilisation des matiéres encapsulées. Dans
lindustrie alimentaire, I'encapsulation est un ranyidéal en vue de masquer les godts de
certaines substances telles que les vitamines.pelle permettre aussi d’éviter les interactions
entre les différents composants d’'un complexe altaiee et de protéger les principes actifs vis-a-
vis de 'oxydation (protection des ardbmes) ou eaat® I’humidité (protection du sel et du sucre).
L'utilisation de microcapsules est méme envisadée de réduire le volume gras et créer de
nouveaux produits allégés (AUGUSTH al, 2001). L'encapsulation permet de transformer un
liquide en solide, de masquer une odeur ou un gééagréable, de protéger des substances
sensibles des effets déléteres de I'environnemetdtrieur, ainsi que d’obtenir une libération
contrblée et ciblée des principes actifs (CIOBAROO4).

La microencapsulation regroupe I'ensemble des w@olies qui permettent la préparation
de microparticules individualisées, constituéesndiatériau enrobant/support contenant une
matiere active. Les microparticules présentent taike comprise entre Jum etl mm et
contiennent typiquement entre 5 et 90% (en massanatiére active (RICHARERt BENOIT
2013). De nombreuses méthodes d’encapsulationtérdéveloppées afin de s’adapter a divers
types de substances actives et matériaux enrolaed.differentes méthodes permettent d’obtenir
des particules aux caractéristiques variées (tajaisseur de la paroi, perméabilité) permettant
de moduler la libération de substance active. Digges de morphologies de microparticules
peuvent étre obtenus : la microsphéere et la mipuda.

Les technigues d'encapsulation sontptesédés qui existent depuis des décennies. En
effet, la microencapsulation a été utilisée poypriemiére fois en 1954 dans l'industrie du papier
sans carbone qui atteignait des productions de ¢¢uS00 000 tonnes par année (DZIEZAK,
1988). L'utilisation de cette méthode dans divermdines tels que la pharmacie et le domaine
agro-alimentataire. Dans le domaine alimentaiedéthodes d'encapsulation sont diverses. Elles
peuvent étre divisées en méthodes physiques irtdeiag@chage par atomisation (spray-drying), le
séchage par suspension (air suspension), I'extruémcapsulation par jet refroidissant (spray-
chilling ou spray-cooling), I'encapsulation parlirgion, et les méthodes chimiques qui incluent la
formation de complexes par séparation de phasesiasge (VIERSIC, 1988; DZIEZAK, 1988;
TODD, 1970).

Donc ces techniques d’encapsulations vont nousgiterde présenter nos ardbmes sous
des formes diverses et notamment des pates, ddsggodes granulés, des sphéeres, des capsules
sans soudure, des microcapsules au niveau moléxulautes ces formes ont une spécificité et
il 'y a pas une forme de présentation de I'arGmiepgurrait étre une solution technique ou une
technologie universelle. L'industrie agroalimengamet sur le marché des aliments de plus en
plus élaborés et complexe susceptible de séduiterisommateur par I'adjonction de nouveaux
aromes (arome de thé ou de menthe dans les yaqA§G, 2014).

La microencapsulation est notamment utilisée dandolmaine alimentaire pour enrichir
des aliments en ardbmes, vitamines, minéraux, ptigobies, acides gras et antioxydants. Par
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exemple, les bactéries probiotiqgues sont encapsalfde d’améliorer leur viabilité au cours des
procédés de fabrication des produits alimentaitesigssi pour permettre une libération ciblée au
niveau du tractus gastro intestinal. Les carotawiflutéine et lycopene) sont quant a eux
encapsulés afin d’'améliorer leur stabilité vis-a-dge la lumiéere, de 'lhumidité et de la température
(ROCHA et al, 2012), tandis que les huiles riches en acidesmhsinsaturés (omeégas3), telles
que 'huile de microalgue et I'huile de thon somicapsulées afin d’augmenter la stabilité des
acides gras vis-a-vis de I'oxydation (WANsGal, 2014).

1.1. Généralité sur la microencapsulation
1.1.1. Définition

La microencapsulation se définit comme le procéaélgquel on enferme des matieres
solides, liquides ou gazeuses dans des microcapguidiberent leur contenu de fagon controlée
sur une période de temps prolongé (figure 01). &lkeutilisée pour masquer le golt désagréable
de certains ingrédients ou tout simplement transéor des substances liquides en solides
(CHAPAGNE, 2013).

membrane

substances
encapsulees

Figure 01 : Morphologie d’'une microcapsule (BELOUADEH, 2012).

1.1.2. Classification des méthodes de la microencapation

La diversité des méthodes rend complexe le choiba dechnique la plus en adéquation avec
les objectifs spécifiques recherchés. La classifinades méthodes d’encapsulation est difficile et
peut préter souvent a confusion. L'une des diff&silréside dans le fait que plusieurs termes
peuvent désigner la méme méthode. C'est le cagxymnple des termes spray-cooling, spray-
freezing et spray-congealing qui désignent la pidaéon d’'un liquide dans une chambre froide
en vue de l'obtention de fines particules sechemeore le terme extrusion retrouvé dans la
littérature sous I'appellation de prilling. C’eggadement le cas pour la gélification ionotropiqtie e
la coacervation, respectivement appelées méthasgr@dtatique et méthode de séparation de
phases (BELOUADEH, 2012).
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L'autre difficulté de cette classification est li@e’interdépendance des procédés utilisés
durant les étapes de I'encapsulation. L’émulsifica{procédé permettant de former des capsules
huileuses ou aqueuses) est une technique d’enesipsub part entiere. Les capsules obtenues
peuvent étre réticulées dans un bain de solutibfiagée ou subir une évaporation du solvant. La
réticulation par gélification et I'évaporation dehsant sont aussi considérées comme des
méthodes d’encapsulation a part entiére. Dans ugi ste simplification, PONCELET et ses
collaborateurs (2008) ont proposé une descripti@séd sur les différentes étapes de
I'encapsulation et non sur les méthodes :

Etapel : Incorporation de I'ingrédient bioactif dda matrice ;
Etape2 : Encapsulation proprement dite par desépésmécaniques ;

Etape3 : Stabilisation du systéme par des procgugsques ou physicochimiques.

PR

Alginate de sodium  Suspension cellulaire

_~ S

‘ A
H ’ 1 . Ve .
Technique d’extrusion Technique d’émulsion

Des hilles d'alginate de calcium

Figure 04 : Différents techniques de la microencapsulation (NMWR014).

Plusieurs techniques pour la microencapsulationétidéveloppées au cours des années
et utilisées avec succes dans l'industrie aliment&in voici quelques exemples.

1.1.3.1. Microencapsulation par séchage par atomigan (spray drying)

C'est le procédé de microencapsulation le plus aroorent utilisé dans l'industrie
alimentaire pour la préparation de produits sdasstlflexible, économique, facilement réalisable
a grande échelle et utilise des équipements dégepts en industrie. Dans ce procédé (figure 02),
la matiere & encapsuler est homogénéisée par @mudsi par dispersion avec la solution de
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polymére, suivie d'une pulvérisation a l'aide dair d'azote comprimé du mélange dans la
chambre de séchage. L'air chaud contenu dans fabrhade séchage meéne a |'évaporation du
solvant (eau). Des microcapsules séchées de typecielaseront formées et recueillies dans le
fond du séchoir (GIBB&t al, 1999).

L'inconvénient de cette technique est gu'elle mxules températures élevées pour le
séchage, et en conséquence, pourrait affecterdhilité des souches bactériennes utilisées
lorsqu’ils s’agissent d’encapsuler des probiotiqueset effet, le réglage et le contrdle de cegain
parametres tels que la température pour atteireBeclltures viables doivent étre contrélés
(KAILASAPATHY, 2002). Aussi, I'exposition de certes probiotiques a l'oxygene affecte leur
viabilité. Cependant, plusieurs études ont démountré importante viabilité de probiotiques
lorsque les cellules ont été encapsulées par spydryg (O'RIORDANEet al, 2002).

Réchauffeur

Air d’échappement

Alimentation

™

Chambre de Air

séchage

Condenseur

Collecteur sec

Poudre

Figure 02 : Protocole de I'encapsulation par atomisation (BARBt al., 2005).

1.1.3.2. Microencapsulation par gélification ionotopique

La microencapsulation par gélification ionotropicest le procédé le plus ancien et le plus
commun pour la production de capsules hydro cdle&l En général, il s'agit d'une méthode
simple, peu couteuse et douce, ce qui assure Mkilitéarelativement élevée de cellules
probiotiques (THERON, 2009).

Le principe consiste a préparer dans un premiepsame solution d'hydrocolloide, tel que
l'alginate dans laquelle on rajoute les probiotgjuee qui constitue la suspension cellulaire.
L'usage de seringues ou de buses de pulvérisatoméeessaire pour la pulvérisation du liquide
dans le but de former des gouttelettes sphériqueesnélange bactérien est alors projeté sous
agitation continue a l'aide d'un barreau magnétaares la solution de durcissement constituée de
cations polyvalents, généralement de calcium souwnd de chlorure de calcium. Des liaisons
transversales entre les molécules de Il'algindt aglcium sont formées, résultant en la formation
de micro gels sphériques et insolubles (THERONJ920
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La taille des microcapsules obtenues avec la sgivgrie de 2-3 mm tandis que celle
avec la buse de pulvérisation sont encore beauptus petites. Plusieurs autres parametres
influencent la taille des microcapsules tels qugype et la concentration de l'alginate (viscosité
de la solution), le diamétre de l'orifice de l'aliguainsi que la distance entre la seringue et la
solution de durcissement (MORTAZAVIAHK al., 2007).

Le désavantage de cette technique est que les qapsules peuvent facilement étre
détruites si elles sont exposées dans un milietenant des phosphates et des citrates. Aussi, les
microbilles générées ont des tailles légerementrseyres a celles obtenues avec les autres
procédés, ce qui pourrait affecter la texture deslyits dans lesquels elles seront introduites
(FUSTIER, 2007).

1.1.3.3. Microencapsulation par coacervation

Le terme coacervation a été introduit en 1930 pang@nberg et Kruyt désignant un
processus dans lequel des solutions aqueusesdatdigiont été séparées en deux phases liquides,
l'une riche en colloides (coacervat) et l'autrevpawen colloides (KOUADICet al., 2008). La
coacervation se définit comme un procédé chimigusaht intervenir une ou plusieurs solutions
hydrocolloidales qui menent a l'agglomération ddiqdes colloidales, dans une phase liquide
séparee appelée coacervat (MADE®&EI., 2006).

Les grandes lignes du processus de coacervatioscisdent en trois étapes qui se
produisent sous agitation continue. La premiér@edizonsiste en la formation d'une émulsion
huile-dans-eau, par dispersion de I'huile dans sotetion aqueuse contenant un hydrocolloide
tensio-actif tel que l'alginate ou le chitosane. deconde étape comprend la formation du
revétement. Dans ce cas, la phase riche en cdloéi¢oure les coeurs des microcapsules
dispersées et forme une enveloppe visqueuse adésumicrocapsules. La derniére étape est la
stabilisation de la couche ou le durcissement déteenent, par réticulation thermique ou par
effet de solvant (MARTINSt al., 2009).Il existe 2 types de coacervation :

La coacervation simple : un seul type de polymateragit avec des agents fortement
hydrophiles. Le polymére est désolvaté par l'additie solvant non-miscible & l'eau tel que
I'éthanol ou par un changement de températureintesactions macromolécule-macromolécule
sont ainsi favorisées au détriment des interactioasromolécule-solvant ;

La coacervation complexe : est une séparation deephiquide d'une solution aqueuse de
deux polymeres de charges opposées. Ce processiependant du pH, de la force ionique et de
la concentration en ions. La coacervation complest principalement utilisée pour la
microencapsulation des huiles aromatiques, mais pkut aussi étre appliquée pour la
microencapsulation de divers types d'agents a@MSLPHINE ,2014).La figure 03 qui suit
présente le principe de la microencapsulation pacervation :
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Figure 03 : Schéma du principe du procédé de microencapsnlptio coacervation
complexe. RICHARD et BENOIT (2008).

- (@) produit a encapsule disperse dans solutiotecant des polymeres ;
- (b) ajuster le pH de la solution afigéquilibrer les charges des polymeéres ;

- (c) attraction électrostatique sude la formation des gouttelettes de coacervat
qui vont s’adsorbées a la surface de la matiéreeapsuler et former un enrobage ;

- (d) 'enrobage est consolidé paictgation ;

- () macromolécules constitutives dacervat (LECLERC, 2009).

1.1.3.4. Microencapsulation par interactions électstatiques

Les interactions électrostatiques sont déthades dérivées de la coacervation complexe.
Elles font intervenir des interactions électrosfaéis entre deux polymeéres de charges opposées
(DIATTA et al., 2014). La complexation entre les macromolécdéesharge opposée a permis la
mise au point de microcapsules a libération coéérbour I'encapsulation de peptides et de
protéines dans le domaine médical. C'est un procétidivement simple et doux pour les
molécules bioactives. Les polyélectrolytes sont descromolécules transportant un nombre
relativement élevé de groupement fonctionnel chapgiitivement, négativement, ou les deux et
ces groupements procurent la charge nette de lgcmel Lorsque deux polyélectrolytes de
charges opposées sont mélangés dans une solutiens&q un complexe est formé par l'attraction
électrostatique entre les polyélectrolytes (SIMSERE et al., 2003). Ces complexes sont
stabilisés par des liaisons hydrogéne ou des haismvalentes. La formation de complexes
polyélectrolytes dépend de plusieurs facteurs deks le rapport molaire du mélange (acidité /
basicité), la flexibilité de la chaine des polyélelytes, I'ordre d'addition des polymeres et la
vitesse d'agitation (SILVAt al., 2010).

Divers polymeres neutres (hydroxy propyl méthyliideke), des polymeres cationiques
(chitosane), et des polymeres anioniques (algidatsodium) ont éte utilisés pour la formation de
complexes polyélectrolytes tels que l'alginate dalisn-chitosane, l'acide polyacrylique-
chitosane, et le chitosane-carraghénane renferdemprobiotiques a libération contrdlée (Devi,
2009).
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1.1.3.5. Microencapsulation par émulsion

Les émulsions sont des systemes formés par lardispale fines gouttelettes d'un liquide
dans un autre. Les deux liquides appelés phaserdé&pet phase continue sont non miscibles, et
il s'agit le plus souvent d'une solution aqueusd'wie solution huileuse. Il existe deux types
d’émulsions : I'émulsion simple et I'émulsion daubl

Le principe de I'émulsion simple consa@eposer la phase dispersée sous forme de
gouttelettes sphériques dans la phase continusquera phase aqueuse est dispersée dans la
phase huileuse, on parle alors d'une émulsion aas-duile (E/H), tandis qu'une émulsion huile-
dans-eau (H/E) consiste a disperser la phase thauile la phase aqueuse. (DALGLEISH, 1997).

Les émulsions doubles sont des émulsions conditdédrois phases, dans ce cas-la, la
phase dispersée renferme déja des petites gotateldispersées et qui a leur tour, seront
suspendues dans la phase continue. Comme poumidsiéns simples, on peut retrouver des
systemes du type eau-dans-huile-dans-eau (EIH/Hjuit-dans-eau-dans-huile (HIEIH). Les
émulsions sont des systemes thermodynamiquemeabies a cause des risques de floculation,
séparation gravitationnelle, et de coalescence (@It al., 2006). L'utilisation des agents
stabilisateurs tels que les phospholipides, lescmebmi-glycérides, les acides gras et les progéine
est donc nécessaire (BENICH@Ual., 2007).

Une émulsion est formée suite a 'homogeatiéin du mélange avec un agent émulsifiant a
l'aide d'un barreau magnétique. Les capsules eameks en ajoutant lentement le chlorure de
calcium a I'émulsion. Les microbilles sont filtrgmss lavées afin de se débarrasser de la phase
huileuse (GARTI, 1997).

Cette technigue est simple et facilement réalisabigande échelle. Plusieurs études ont
démontré une bonne viabilité des organismes prigbies lors du processus de
microencapsulation, ainsi que pendant le traiteraeld stockage des aliments fonctionnels, car il
s'agit d'un processus doux qui n'est pas physiguestessant pour les cellules (ARGY®lal.,
2012). Il y a cependant plusieurs inconvénientsntjdal'utilisation de la technique d'émulsion
parmi les quels la formation de microcapsules diesavariées, des difficultés en matiere
d'automatisation et de mise a I'échelle de la tfgclenet la production de microcapsules de
diamétres variés. (ARGYRt al., 2012).

1.1.3.6. Microencapsulation par refroidissement sy chilling/spray cooling

Dans cette technique, le matériau de revétemenfoesiu et pulvérisé par une buse
pneumatique dans un récipient contenant génératearerbain glacé de dioxyde de carbone
(température -50°C). Ainsi les gouttelettes adhesen les particules et se solidifient formant un
film de revétement.

Le procédé est adapté pour la protection de norebsematieres solubles dans I'eau qui
pourraient autrement étre volatilisées ou endomesmgiendant le traitement thermique. Le
matériau d'enrobage est une huile végétale frawt®rou hydrogénée avec un point de fusion
entre 32-42°C. Le relargage du contenu des micsutep se produit suite a la fonte de
I'enveloppe (GIBBSet al.,1999). Cette technique est souvent utilisée gdear produits de
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boulangerie, les mélanges secs pour soupes dirfents contenant un niveau élevé de matieres

Ajout d'une phase

Matériau fondu dispersante a basse
température
% o o
T > Tf o T < Tf
[¢) o o o
B o

o o X 0 o
e ©° o o ¢ o ©

(@) dispersion (b) solidification

grasses (MADENEet al.,2006).

Figure 04 :Schéma de principe du procédeé d’encapsulationpeRt OUADEH.Ch, 2012) par
refroidissement spray chilling/spray cooling.

1.1.4. Biopolyméres les plus utilisés dans le domaialimentaire

Selon BARTHESE-BIESEL et LECLERC (2009), Des mateéxi différents peuvent étre
utilisés pour enrober de différents produits, tgle le nylon, la poly lysine, la gélatine, les

bicouches lipidiques, etc. lls sont d’origines éliéintes :

. Les polyméres d’origine naturelle, animale ouatate, tels que la gélatine, le chitosan,

I'alginate de sodium, I'agarose, I'amidon et les@ons modifiés ;

. Les polymeres semi-synthétiques dérivés de lalosk, tels que I'éthylcellulose ;

. Les polymeres synthétiques, tels que les copalgsn@ esters acryliques et méthacryliques

fonctionnalisés ;

. Les lipides solides a température ambiante, daks les acides gras les alcools gras,

les

glycérides a longues chaines les dérivés cholga&siles cires d’origines diverses, comme la cire

de Carnauba, la cire d'abeille.

Noter que les protéines de lactosérum et la pestime des composés naturels retrouves
dans le lait et les agrumes, respectivement. Cepasés alimentaires sont largement disponibles
a I'état purifié sur le marché, ce qui fait d'eme $ource tres intéressante de matériaux nécessaire
a la formation de complexes pour l'encapsulationgBdients hydrosolubles et exempts de
restriction gouvernementale. Ce sont des biopolgm@hargés qui permettent de former des
complexes sur une large gamme de pH. Ceci esintérgessant pour I'encapsulation d'ingrédients
hydrosolubles polaires ou chargés qui peuvent &ttieds par lI'un ou l'autre des polymeéres

pendant la formation de complexes (GERARRIgt2008).
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1.1.5. Intéréts de la microencapsulation

L’objectif de I'encapsulation étant la confectiolime barriere entre la substance active et
son milieu environnant, celle-ci doit permettre ymetection contre I'oxygéne, I'eau, la lumiere
ou la chaleur et de réduire les interactions el@reomposé a protéger et les ingrédients de la
matrice alimentaire. L’encapsulation transforme plesiuits liquides en poudre afin de résoudre
les problemes liés au stockage, a la conservatioa,la commodité d’emploi. Elle assure aussi
une libération contrélée des principes actifs.

Selon BIESEL et LECLERC (2009), BENOH al (2013) la microencapsulation est mise
en ceuvre pour :« Assurer la protection, la compiaditet la stabilisation d’'une matiere active
dans une formulation, améliorer la présentatiomdwoduit, masquer un goQt ou une odeur,
modifier et maitriser le profil de libération d’'umeatiére active pour obtenir, par exemple, un
effet prolongé ou déclenché ». Parmi les majeusntages de la microencapsulation on trouve
que :

La microencapsulation permet non seulement d'élat@ollution secondaire du contenu
encapsulé, mais permet aussi une fonction d’isolatie matériaux fonctionnels sensibles a la
lumiere ou a I'oxygene d’un environnement extériearqui maintient le contenu encapsulé stable
sur une durée de vie plus longue ;

La microencapsulation permet le transtertmasse entre lintérieur et I'extérieur d’'une
capsule via le contréle des propriétés physiquebigtiques de la membrane. Il y a deux types de
processus différent :

Soit la diffusion a travers la membrane qui perdetontroler la délivrance continue des
principes encapsulées (figure 05 a) par exempte ardbme encapsulé qui fonctionne beaucoup
plus longtemps qu’un arébme libre ;

Soit par éclatement de la membrane (figure O5tExeample est le dentifrice encapsulé qui
s’éclate sous condition de frottement mécaniquia eosse a dents.

® & o @

(a) Diffusion a traverse la membrane. (b) Eclatement de la membrane.

Figure 05 : Deuxprincipes de la délivrance des substances encagssulé

BIESEL et LECLERC (2009).
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1.1.6.Microencapsulation des ar6mes

Les composés d’'ardmes de par leurs prggrighysicochimiques sont aussi des molécules
instables et sensibles dont l'utilisation direct&t difficile en aromatisation. Une étape de
formulation est souvent nécessaire
absorbantes et ou émulsifiantes de macromolécubes piéger ou enrober des composeés
sensibles dans une microcapsule, est une techeotteyiplus en plus utilisée et qui répond a
plusieurs attentes (MADENE, 2006). L'illustrationchematique de différents procede
d’encapsulation des composés aromatiques représantéa figure 06.

Poids moléculaire

Conformation

Groupements
chimiques

Etat physique

Conditions de I'environnement

Durée de vie

'encapsulatigui utilise les propriétés filmogenes,

-Co-cristallisation
-Inclusion moléculaire

-Polvmérisation

Matériaux N
, : Aromes
d’encapsulatio
v Poids moléculaire
Emulsion Volatilité relative
Rat|9 ardme-polymere Polarité
d’encapsulatio
Groupements
chimiques
Procédés Procédés
chimiques mécaniques
-Coacervation -Atomisation

-Atomisation a froid

-Extrusion

-Séchage en lit fluidisé

\/

(Microcapsules/microsphen

Formes : films, sphéres ou particules

Microparticules irégulieres

Structures : poreuses ou compacts,
vitreuses ou cristallines

A 4

Libération controlée

Figure 06 : lllustration schématique des différents procédéaschpsulation des composés

aromatiques. (MADENE, 2006) I

—
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1.1.6.1. Libération contr6lée des aromes

La libération contrdlée peut étre définit comme uméthode par laquelle un ou plusieurs
principes actifs ou ingrédients se rendent disgerilsur un site a un moment désiré avec une
teneur spécifique (MADENE, 2006). Le mécanismeibiération contrélée du principe actif peut
étre basé sur la fonte, la diffusion, ou la dégiadgtableau ).

Tableau I: Mécanismes de la libération controlée des arqRESHARD et BENOIT, 2000).

Technigue d’encapsulation

Mécanisme de la libération contr6lée

- Coacervation simple

- Coacervation complexe

- Atomisation
- Séchage en lit fluidisé

- Extrusion

Libération prolongée

Libération prolongée (diffusion) et libérati
déclenchée (pH, déshydratation, action mécaniqt
enzymatique, dissolution)

Libération prolongée et libération déclenchée
Libération déclenché (pH ou traitement thermique

Libération prolongée

Dans les mécanismes de libération des moléculegpsulges on distingue :

- Les systémes a libération déclenchée qui somstitués d’'une membrane imperméable
qui peut subir une rupture sous l'effet d'une pi@sgosmotique ou mécanique) ou par fusion

sous l'effet d’'une modification de pH ou de tempéra ;
- Les systemes a libération prolongée aquidsstinguent les uns des autres par les

mécanismes de libération misent en jeu (diffusiasspre, dégradation/dissolution du matériau
enrobant) et par leur structure (microcapsules auwasphere) qui va directement influencer la

cinétique de libération résultante. Les micropatés a libération prolongée sont trés largement
utilisées dans les domaines alimentaires et phautigces.

1.1.7 - Composeés encapsulés dans le domaine alita@ge

Les aliments dans leur récolte, leur traitementest fabrication sont souvent convertis
d'une forme a une autre. Généralement, la conveigiplique la réduction de la taille des

particules ou le séchage des mélanges liquides@ir.

On cite quelques exemples (tableau Il) de compeséapsulés dans le domaine alimentaire
(GERARD et al., 2008). Selon le procédé d'encapisulautilisé, les matrices d’enrobage
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présentent diverses formes (films, spheres, péescurrégulieres) et diverses structures
(poreuses ou compactes, caoutchouteuses ou vireasaorphes ou cristallines). Les
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propriétés physiques des capsules peuvent influéackffusion des arébmes ou des substances
externes (I'oxygeéne, solvant) et la stabilité dedpit alimentaire durant le stockage.

Tableau Il : Quelques exemples de composés encapsulés dameamealimentaire

(GERARDEt al., 2008).

Composés encapsulés

Intéréts de I'encapsulation

Acides gras Oméga3
Ethyl ester, huile de thon,
Huile de poisson, huile de microalgue

-Masquer le go(t ;

-Améliorer la dispersion en milieu aqueux ;
)-Retarder et minimiser les dégradations oxydative

-Permettre une libération controlée.

Antioxydants
(Huile d’ail, polyphénols)

-Permettre une libération prolongée ;
-Diminuer I'évaporation ;

-Réduire I'oxydation ;

-Masquer 'odeur.

Arbmes

-Transformer un liquide en solide ;
-Protéger de I'oxydation et de I'évaporation ;
-Permettre une libération contrélée ;
-Résister a la congélation.

Probiotiques

-Améliorer la viabilité au cours demgedés de

fabrication des produits alimentaires ;
-Améliorer la survie dans le tractus gastro-intesiti

1.1.8. Domaine d'application des tech

niques d’encaplation

Les principales applications de différentes témples d’encapsulation sont
rapportées dans le tableau 11l (MADENE 2006).

S
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Tableau Il : Domaine d’application des différentes méthdes dipsalation dans
I'industrie alimentaire (MADENE 2006).

Techniques Type de capsule Domaine d’application
d’encapsulation

Coacervation Pate/poudre/capsule  Chewinc-gum, biscuiterie
Atomisation Poudre Confiseries, Poudre de lait,
Instantanées
Atomisation a froid Poudre at8lpréparés, glaces.
Extrusion Poudre/granule Boissons Instada, thé,
confiserie.

1.2. Microencapsulation des molécules antioxydtes

Ces derniéres anneées, I'ajout d’antioxydants dlalisientation a suscité un formidable engouement
et le marché des produits alimentaires enrichisrgioxydants a connu une croissance exponentietie.
effet leur action préventive a été corrélée a umgndition du risque de maladies chroniques comme I¢
cancer, les maladies cardiovasculaires et d’antadadies liées au vieillissement. Cependant, debnenx
progrés restent a réaliser dans la conception dedesnde supplémentassions afin de potentialise
pleinement les effets bénéfigues des antioxydah&s microcapsules contenant ses antioxydant
devront résister aux conditions digestives de d$tin et faciliter la mise en ceuvre d’enrichisseimom

produits alimentaires et de mises en formulatio@$S1, 2011).
1.2.1. Les polyphénols des antioxydants modsl

Les polyphénols sont des métabolites secondaiesepts dans toutes les plantes vasculaires,
constituent a partir de molécules simples a daststires complexes. Ces substances naturelles ont
commun la présence d'un ou plusieurs cycles bemzésiportant une ou plusieurs fonctions hydroxyle e
dérivant du métabolisme de poly acétate.
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Un bon nombre de ces molécules possedent untgesitastringent et amer, ce qui limite leur
utilisation dans les aliments ou dans les médicégnenaux. Pour contourner ces inconvénients, le:
systemes de livraison ont été développés, et paumrj I'encapsulation semblent étre une approche
prometteuse (VINCENZO, 2009)

La structure chimique est identique a tous les gigdyols : un ou plusieurs noyaux aromatiques
hydroxylés (figure 07). Les polyphénols sont classé@ différents groupes en fonction du nombre de
noyaux aromatiques qui les composent et des élémentes relient.

OH

Figure 07 : Structure chimique de phénol.

1.2.2. Microencapsulation des composés phénales

Les polyphénols sont parmi les composés actifples puissants synthétisés par les plantes, €
montrent une combinaison unique d'activités chimgjubiologiques et physiologiques. Cependant, leu
stabilité et / ou une solubilité limitée, souventrbinée a une faible biodisponibilité, doivent &&eolus
afin de rendre ces composés plus en mesure dedi&paa demande croissante dans la nutrition &g
(KOLODZIEJCZYK, 2011).

Des reésultats d'études récentes mettant en odingeses techniques d'encapsulation appliquée
aux extraits et / ou des composeés polyphénoligagdahtes ont confirmé que I'encapsulation est ayem
pour éviter le goQt et I'odeur indésirable des cosés phénoliques ; ainsi, étant la meilleure méthmnd
sert pour but d'étendre leur durée de vie (PAdNE., 2014).

Plus réecemment, SANCHEZ et ont travaillé sur un extrait de soja riche en pbBmols est
immobilisé au sein d’'une matrice composée d’amidord’une silice dans le but de réduire la dégradati
des polyphénols encapsulé et protégé son activitéxgdante.

Les Carraghénanes représentent des matériaux sisaéite comme moyen de conservation de
I'activité antioxydante pour I'encapsulation deeds extraits naturels riches en polyphénols (SARZ et
al., 2011).

CHANDRASEKHAR (2010) se sont aussi focalisé surptimisation de [I'extraction des
antioxydants phénoliques avec des micro-ondesta game pomme ainsi que I'encapsulation de l'aitr
dansles cyclo dextrines.
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1.3. Les probiotiques dans l'alimentation
1.3.1. Généralités
1.3.1.1. Définition

Le terme « probiotique » qui signifie « pour la wiex été employé pour la premiére
fois par Lilly et Stillwell dans les années 1969R@YRI et al., 2012). Ce terme a été repris
par I'Organisation mondiale de la santé (OMS) etl'@aganisation des Nations Unies pour
l'alimentation et I'agriculture (FAO) et c'est e@02 que ces organismes parviennent a la
définition suivante : « Les probiotiques sont désraorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont
ingérés en quantité suffisante, exercent un efegébque sur la santé de I'héte » (Food and
Agriculture Organization and World Health Organiaat 2001).

1.3.1.2. Classification des probiotiques

lIs peuvent étre présents ou introduits dans certaaliments (compléments
alimentaires) ou encore dans certains médicamenrts l(actéol contenant des Lactobacillus
LB). Les probiotiques les plus connus sont les éas lactiques L@ctobacillus,
Sreptococcus et Lactococcus) et les Bifidobactéries, largement utilisés darss ylaourts et
autres produits laitiers fermentés (Bile, 2012).

Probiotique s’oppose ainsi a antibiotique. DanBnfiantation on parle donc de probiotiques
en désignant les microorganismes (bactéries, lsyugai sont utilisés depuis une dizaine
d’année dans les produits alimentaires lacto-fetésefiigure 08).

Les bactéries sont sélectionnées et incorporéespentuits alimentaires, toujours
pour leur capacité a modifier les caractéres orggtiques du produit, mais également pour
induire des effets bénéfiques sur la santé humaeg micro-organismes tuées par la chaleur
ne répondent pas a la définition des probiotiqgoe&ame si certains effets thérapeutiques leur
ont été attribués .(Farineau, 2001).

On utilise également le terme de probiotiques esigdént des produits enrichis en
organismes et dont les effets sont supposés bamdegoorps. On peut dans ce cas parler plus
généralement d’alicaments (pour aliment + médicdamentricaments ou nutraceutiques.
D’aprés le Dr Philippe Lagarde, la définition déisaments est la suivante :« Les alicaments
sont un nouveau type d’aliments industriels quiadyvour but de non seulement nourrir le
corps, mais aussi de le soigner » (Gaudreau, 2015).
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Les Lactobacilles Les Bdbactéries Les Levures

Figure 08 : Bactéries les plus utilisées en complément audipt® alimentaires
(FRANCOIS, 2011).

1.3.1.3. Utilisation des probiotiques

Les probiotiques sont utilisés dans I'aliméota pour améliorer la qualité nutritionnelle
de certains produits, notamment dans les laits datés ou yogourts. L'objectif de leur
utilisation et soit pour I'inhibition de la floreagthogéne présente dans le systéme digestif et
enrichir la flore intestinale si importante pourgecessus de la digestion. Ces organismes
sont également utilisés pour des procédés teldagoenservation des aliments, la production
d’alcool et I'amélioration du godt de certains aits (LAFFARGUE, 2014).

1.3.1.4. Les effets des probiotiques dans l'aéentation

Les probiotiques jouent un réle important sur lalgé et la composition de la flore
intestinale. Celle-ci doit notamment jouer un rédcanique sur le transit intestinal et la
fonction digestive, participer a I'élaboration debstances on enzymes indispensables a
I'organisme, participer a I'absorption de minéranikamines, enzymes, médicaments, etc.
Elle doit encore participer au métabolisme et guigbre du cholestérol, lutter contre certains
bacilles ou champignons, participer au bon équlitbes défenses immunitaires. La liste des
bienfaits pourrait étre rallongée pour un bon narde substances (GUARNERal 2011).
Prenons par exemple :

Le Kéfir : une boisson issue de la fermentationiaupar des graines composées de
bactéries et levures actives ancrées dans unecmdtipolysaccharides et de protéines de lait
et dont les applications présumées, avec une mpeofdus ou moins importante sont :
troubles de la vessie, bronchite et asthme, andaression sanguine éleveée, veésicule, jaunisse
et constipation, problémes de nerfs, reins, indestj ulcéres internes, éruptions et eczéma.

La dose ingérée des probiotiques est urtedia important pour obtenir des
concentrations élevées dans différentes partietutie digestif. A titre exemple SAXELIB
al (2000) ont montré que la quantité de®lOFC devait étre consommée pour déterminer
L.rhamnosus G dans les féces.
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1.3.1.5. Microencapsulation des bactéries probiotices

La microencapsulation est une technique promettpase la protection des cellules
bactériennes et plusieurs études ont été menéés Kle protecteur de cette technique contre
des conditions défavorables pour lesquelles lesbigtigues peuvent étre exposés
(BRINQUES, 2011). Parmi ces facteurs néfastes,etmouve les conditions gastriques ainsi
gue le stress encourus lors du procédé de la tranafion des aliments (changement de
température, pH, oxygéne, exposition de longue edumédes températures ambiantes,
entreposage).

Diverses techniques de microencapsulation desleglviables ont été employées
utilisant des polymeres naturels et synthétiquepe@dant, les matériaux et les conditions de
formulation utilisés devraient étre doux et noniqoes. Ceci permettra d'assurer la viabilité
des probiotiques lorsque ces derniers sont despiogs I'administration orale au niveau de
I'intestin (JANKOWSKIet al., 1997). Aussi, le choix de la technique de micoagsulation
est primordial puisqu'il détermine la taille depsales qui seront produites. Ainsi, I'emploi de
microcapsules n'aura pas d'effet sur les propriétéanoleptiques, contrairement a des
capsules plus grosses.

La microencapsulation a permis d'incorporer avercés des bactéries probiotiques
dans divers produits alimentaires tels que les yadgples laits fermentés (SULTAN& al.,
2000), les cremes glacées et le fromage (FORdIE., 2011). Cela peut dépendre de la
capacité des bactéries a résister aux différentedes externes auxquels elles sont exposées,
aussi bien lors de la microencapsulation que ler$ehtreposage du produit (GODWARD,
2003).

1.3.1.6. Importance de I'encapsulation des probiajues

Les probiotiques sont censés exercer un effet lmgreebur la santé. Pour y parvenir,
ils doivent se retrouver vivants au niveau integtapres avoir été consomme. Cela suppose
gu’ils doivent passer la barriere de I'estomac. idareusement, ce passage n’est pas sans
obstacle du fait de I'acidité qui regne dans cettee. Dans la littérature, plusieurs études ont
été consacrées a la viabilité des probiotiques dieuracide. L'estomac étant la premiéere
barriere a franchir avant d’atteindre lintestinélgr, une évaluation de la survie des
probiotiques en conditions gastriques demeure pdrale (LACROIX, 2004).

Ce qu'il faut surtout retenir, c’est la nécessiééprotéger ces probiotiques de l'acidité
gastrique, et I'encapsulation est une alternativemetteuse. Elle est surtout basée sur
I'encapsulation de bactéries probiotiques dansnulsices de biopolyméres - de protéines et
de polysaccharides - que ce soit sous forme deogede particules, par exemple (GUERIN
al., 2003).

La rétention physique des bactéries dans une mattiencapsulation limite leur
exposition directe aux facteurs néfastes de I'emviement comme la lumiere, 'humidité,
'oxygéne et les bas pH. La microencapsulation géinait une réduction de I'exposition a
'oxygene des bactéries, ce qui limiterait la pedie viabilité des souches sensibles a
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'oxygéne (TALWALKA,2004). Ainsi, la microencapsuian a permis de diminuer la perte
de viabilité de six souches de bifidobactéries It entreposage en présence d’oxygene
dans du yogourt. Mr Master et al. (2005) ont aossitré une augmentation de la tolérance a
'oxygéne de bifidobactéries lorsque qu’encapsuldaess des billes de gel. Cependant,
I'efficacité de la microencapsulation pour la patien de bactéries probiotiques dépend du
degré de sensibilité a 'oxygene des bactériesiatideau d’oxygeéne dissous dans le produit
(MANOJLOVIC et al., 2010).

Les techniques de microencapsulation utilisées paurmprotection des cellules
bactériennes ont grandement contribué a I'amélarale la survie de ces microorganismes
dans les produits alimentaires ainsi que durant passage dans le tractus gastro-intestinal.
Le choix du procédé et de la matrice d’enrobager p@unicroencapsulation de bactéries
probiotiques est cependant crucial et doit teningt® de la sensibilité des bactéries a certains
facteurs tels que I'oxygene et/ou l'acidité parrapée, de leur incorporation ou non dans des
aliments ainsi que de leur libération ciblée ou dans I'hnéte (CHAVARREt al., 2012).

Différents procédés de microencapsulation ont wdiisés pour la protection de
bactéries. Il s’agit de I'extrusion, du séchage péwmisation, du refroidissement par
atomisation (spray chilling ou spray cooling), denfobage sur lit fluidisé (spray-coating),
I'émulsion et de I'émulsion avec gélification imer(GONZALEZet al., 2013).

1.3.1.7. Polymeres employés dans la microencaladion des probiotiques

Les matériaux employés comme agents d'encapsuledimprennent les glucides tels
gue cellulose et ses dérivés, les lipides, legpres et les gommes (BERTOLIMIal.,2007).
La sélection du polymeére est une étape préliminajté nécessite une approche
méthodologique rigoureuse, en effet elle détermiafiicacité du dispositif de protection. Le
polymere choisi doit étre stable et protecteur eiliem acide et instable dans un
environnement avec un pH supérieur a 6. Ce pHeegHl minimum trouvé dans la lumiere
intestinale, généralement au début du duodénum.

Il est aussi important que le matériel utilisé pdar microencapsulation des
probiotiques soit biodégradable, biocompatiblejldatent accessible et résistant lors de la
préparation, l'entreposage et le transport du prodans lequel il sera incorporé. Les
propriétés physico-chimiques des polymeres tels dmecomposition chimique, la
morphologie, la résistance mécanique, les test®xdeologie doivent aussi étre considérés.
La capacité de former ou non des gels dépend deeceirs criteres (GBASSI ,2012).

Pour qu'un polymére puisse étre employé dans S$indu alimentaire, il doit
préalablement étre reconnus comme « GRAS » (Génp&atognized As Safe), ce qui inclut
qu'il doit étre sécuritaire et non toxique pouuaitiain. Il ne doit pas aussi nuire a l'apparence,
le godt, la texture ou la durée de conservatioprdduit. Plusieurs études ont été menées sur
les polymeres pour la microencapsulation des ptiopies (RIAZ et MASUD, 2013), ci-
dessous quelques exemples sont couramment utilisés.
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1.3.1.7.1. Alginate

L'alginate est un polysaccharide naturel extrag dégues brunes et de certaines
bactéries tels qu’Azotobacter et plusieurs espabesgenre Pseudomonas (FANG et
al.,2007). C'est un polymere avec des séquencestemarce des résidus d'acide P-D
mannuronique (M) et a-L-guluronique (G) (Figure .0Rplginate a été utilisé avec succes
depuis de nombreuses années, sous forme d'algieagedium, dans l'industrie alimentaire
comme agent épaississant, agent gélifiant et @ossme stabilisateur colloidale. Il est bon
marché, non-toxique et biocompatible (SINGH, 2007).

Figure 09 : Structure chimique d’alginate (GEORGE, 2006).

Une caractéristique importante de l'alginate e&t fiume des billes par gélification
ionotropique avec des cations divalents tels qu&+Cau des cations multivalents
(RANTAMAKI, 2010). La liaison de cations divalentdépend de la composition et
l'arrangement des blocs de résidus. Ainsi, lessbieG possedent des sites préférentiels d

e

liaison pour les cations divalents et la gélifioatiest rendu possible par des échanges d'ions

sodium d'acides guluroniques avec les cations elinsl Les ions liés vont interagir avec

d'autres groupements guluroniques et I'empilementes groupements forme un gel dont la

structure est caractéristique d'une boite A cewfufiei 10). Le gel formé est soluble a un pH
neutre ou supérieur mais insoluble a un pH plugABRAHAM, 2006).

La capacité de réticulation de l'alginate, la disison et la biodégradation du systeme
sous des conditions physiologiques normales lupentis d'étre utilisé comme matrice pour
le piégeage et/ou la livraison d'une variété dégmes et de cellules (SINGH, 2007).
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Figure 10 : Formation de la boite a ceuf (ABRAHAM, 2006).

1.3.1.7.2. Chitosane

Le chitosan est un polysaccharide cationique obtenpartir de la déacétylation
partielle de la chitine, le principal constituant shjuelette des crustacés. C'est un copolymere
comprenant la N-acétyi-D-glucosamine et la D-glacome (Figure 11) (Yoksaet al.,
2010). Ce polysaccharide est un bon marché, postereellentes propriétés adhésives des
cellules (biocompatible), en plus d'étre solublasdbeau dans des conditions acides (pH< 6)
(SANKALIA etal., 2007).

La nature polycationigue du chitosane permet lamétion de complexes
polyélectrolytes avec l'alginate ou en présencpalgmeres polyanioniques. Le chitosane est
souvent utilisé en combinaison avec l'alginate cemevétement afin de modifier la vitesse
de diffusion des substances encapsulées ou emtgadditif pour la modification de la
structure des billes (LEE al., 2004).

L'interaction électrostatique des groupes carbgugls de l'alginate avec les groupes
amines du chitosane résultent en la formation tesbou de films beaucoup plus résistants
permettant une meilleure rétention des cellulesgsudées (ZHU, 2002).

CH,OH CH,OH CH,OH
o l—o O sty
NG Ol K. oH O, OH
NH, i NH, |n NH,

Figure 11 : Structure chimique du chitosane (ISLAdal., 2010).
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Conclusion

De nos jours, de nombreuses méthodes d'encapsulsgéioréalisent dans le but
d'élaborer de nouveaux procédés pour la préparatomouvelles particules a bases de
nouveaux polymeres et de nouvelles technologies.

Le véritable enjeu dans l'industrie alimentaire deins I'élaboration de produits
fonctionnels est d’obtenir une encapsulation eficdes ingrédients a forte valeur ajoutée,
tels que les antioxydants arbmes et les vitamiRkesieurs recherches ont été effectuées dans
le domaine de I'encapsulation de molécules et lesllactives incorporés dans des matrices
alimentaires.

Les techniques biotechnologiques d’encapsulatimuvent une évolution vers
l'utilisation de nouveaux supports et I'élaboratid@ nouvelles techniques plus douces donc
plus adaptées aux contraintes dues a la natursutdesances actives.

Le choix d'une méthode d'encapsulation appropriépemd des propriétés des
composés ou cellules concernées, du degré deitgtabil ou viabilité exigée pendant
I'élaboration des produits et stockage, des prtdsiédes ingrédients alimentaires, des
propriétés spécifiques requises pour une libératanirdlée, de la quantité du produit dans la
matrice d’encapsulation et du codt de productiam.eHEet, chaque procédé d'encapsulation,
généralement développé pour remédier un problemieyleer, présente des avantages et des
inconvénients.

Une meilleure compréhension des technologies dfndation permet de répondre
aux exigences requises sur un produit, telles gaeptopriétés souhaitables, la commodité
d’emploi, 'amélioration de la durée de conservatit le contréle du mécanisme de libération
des principes actifs. Le plus important dans ldeecthe et développement est de trouver un
compromis entre les contraintes et les conditiodsistrielles, pour permettre une production
a grande échelle du produit fini.
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Partie expérimentale

La partie expérimentale de cette étude a étéséelau niveau du laboratoire de
recherche de Biochimie Analytigue et Biotechnolsgiee
MAMMERI de TIZI OUZOU. Au cours de notre stage pgake, nous avons effectué une

'université MOULOUD

évaluation physicochimique afin de s’assurer dqualité de quelques produits alimentaires
commercialisés et cela par le dosage de difféarametres physicochimiques.

1.Matériels et méthodes
1.1. Matériel
1.1.1. Appareillage et verrerie

Le tableau 05 regroupe I'ensemble Appareillageggtries utilisées durant

notre stage.

Tableau V : Appareillage et verrerie utilisés au cours deesgagtique.

Verrerie

Appareillage

-Tubes a essai ;

-Béchers (50, 100, 250, 500 et 1000ml) ;
-pipettes graduées (1 ml, 5ml et 10ml) ;
-Fioles a jauger (10, 25, 50, 100, 250 et
500ml) ;

-Eprouvettes (50 et 250 ml), burettes (100n
-seringue d’Hamilton ;

-Colonne de chromatographie (20X1Cm) ;
plaque en verre d’'électrophorése (10 X 8 X
0,75Cm, 12 X 8 X 0,75 Cm).

-Unité d’électrophorése sur mini cuves ;

-Verticales comprenant : cuves
d’électrophorese ;

-Générateur de courant ;

-Plagues en verre et en hydroxyde d’'alumi
Y30 x 8 cm) ;

-Des espaseurs, peigne ;

-Unité de chromatographie liquide basse
pression comprenant : une colonne
chromatographique contenant le gel
(dimension 1.6 x 30 cm) ;

- Un détecteur UV, une pompe péristaltique ;
- Un collecteur et un enregistreur graphique ;

-Centrifugeuse réfrigérée, max 2000 x g
(SIGMA) ;

-Agitateurs variés (de tubes, a plateau, a
barreaux magnétiques chauffant et non
chauffant...) ;

-Pompe pour le dégazage.

1.1.2-Autres matériels

Bavettes, gants, spatules, coupelles, pissettesscharreaux magnétiques,
barre a aiment, poires, portoirs, micropipettesZ@0ul), (100-1000ul), papier Ph, pince.
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1.1.3- Matériel biologique (Echantillons utilisés)

Le tableau suivant regroupe I'ensemble des échamgibe jus, de laits des matiéres
grasses utilisées dans le cadre de cette étudegtatsl).

Tableau VI : Echantillons utilisés

Jus Lait Corps gras
- Jus lactée -Lait de vache - Huile d'olive
- Jus Orangé 01 -Lait UHT -Huile de tournesol

-Jus a base de fruit | -Lait de sachet
-Jus enrichis en
vitamine
-JusOrange 02

1.1.4. Produits chimiques et réactifs

-Dosage de la vitamine C 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIP), bicarbordgesodium
(Na2CO03), acide ascorbique, acide acétique glacial.

-Détermination des indices d’iode et d'acidité empois d’amidon, éthanol, lugol, potasse

(KOH), phéenolphtaléine, thiosulfate de sodium (N2@8) ;
-Dosage des glucidesAcide 3,5 dinitrosalycilique (DNS) ;

-Dosage des protéines Na2CO3anhydre 2% dans NaOH, 0,1 M, CuS0O4, 5H2C%0,5
tartrate de Na et K, 1%, BSA (Albumine Sérique B&ij réactif de Folin — ciocalteu ;

-Hydrolyse acide des sucresH2S04 (72%, V/V), solution d’ammoniaque ;

-Chromatographie de perméation sur gel de SEPHACRYLS200 :gel de séphacryl S200,
tampon tris-HCI 0,02M, pH 8,4, bleu de dextran ;

-L’hydrolyse enzymatique des protéines du lait pata papaine :Tampon tris- HCI, 0,5 M,
pH 6,4, la papaine.
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1.2. Méthodes expérimentales
1.2.1. Méthodes physicochimiques
1.2.1.1. Mesure du pH

Apres immersion de I'électrode dansles différectsaétillons du jus, La valeur du pH
est lue directement sur le pH metre.

1.2.1.2. Détermination de la teneur en vitamine Cde un jus d’orange

Les fruits contiennent de nombreuses moléculesspmtisables a I'organisme humain,
notamment des sucres, des acides aminés et dasngta La vitamine C, appelée également
acide ascorbique (figure 12) de formulgHgOs. Sa masse molaire moléculaire est M=176
g /mol. Elle est hydrosoluble, naturelle, est patterement concentrée dans les agrumes et
les kiwis (BORTH, 2009). La vitamine C est aussamntn oxygéne utilisé comme additif
alimentaire dans des boissons sous le code E 300.

Iii H
H / mg— o
B —0_0 _\( ______
T - G e
sonc / \
énol -=-”-__ _H —0O 0 H -

Figure 12 : Structure chimique de la vitamine C

Le dosage de la vitamine C est effectué par titmiméll est basé sur la réduction par
I'acide ascorbique d’'un colorant : le 2-6-dichldnepolindophenol (2-6-DPIP) qui est rouge
en milieu acide et bleu en milieu neutre. Les cboé utilisées sont celles recommandées
par AUDIGIE et al (1978) (Annexe 01). La solution 8-6-DPIP est étalonnée par I'emploi
d’une solution d’acide ascorbique de concentrationnue. La réaction d’oxydation de cette

Vitamine est décrite comme suit (figurel3) :
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OH 2HY, 2¢ OH
o_ o /‘ O o
OH L OH
OH OH O O
Acide L-ascorbigue Acide L-déshydroascorbique

ou vitamine C

Figure 13 : Réaction de I'oxydation de la vitamine C (AUDIG#Eal.,1978)

1.2.1.3. Détermination des indices d’iode et d’atité d’'une matiere grasse
1.2.1.3.1. Détermination d’'indiced’acidité d’'une mé&éere grasse

Une huile de table est essentiellement constitude mhélange de triesters. Cependant une
quantité faible et variable d'acides gras librasveat étre présente.On appelle indice d'acide
d'une huile, la masse en mg d'’hydroxyde de potas@iDOH) nécessaire au dosage de tous
les acides libres (AGL) présents dans 1 g de datie (KANDJI ,2001) Le protocole
expérimental est mentionné en annexe 02. L'équatiola réaction est la suivante :

R-COOH +KOH s R-COOK +EO

Acide gras + potasse Sel + Eau

1.2.1.3.2. Détermination d’indice d’iode d’une matre grasse
Principe du titrage

Les composeés présentant une ou plusieurs doublsseris sont susceptibles d’entrer en jeu
dans une réaction d’addition avec le diiode pamgte. L'indice d'iode nous renseigne sur le
nombre de doubles liaisons des chaines hydrocagsodés substances qui composent un
corps gras, acides gras libres, lipides dont legyterides et celles de l'insaponifiable.
L'indice d’iode est le degré d’insaturation variedans le méme sens. Le protocole
expérimental est résumé en annexe 03.

La fixation des molécules d’'iode sur les instaoradi des acides gras se représente par la
réaction suivante :

R-CH=CH-R'+ h ———» R-CHI-CHIR’

L’iode (lp) est introduit en exces est alors titré par unetism de thiosulfate de sodium
(Na:SG;s, 0.1N) selon la réaction suivante :
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b+2504 +—— 21+ S04

1.2.1.4. Dosage des glucides (sucres réducteurgy pa méthode utilisant I'acide 3-5
dinitrosalycilique (DNS)

Les méthodes réductimétriques sont fondées sumlegr réducteur des oses et
osides, pouvoir lier a la présence d’'une fonctiémiacétalique libre. Ce pouvoir réducteur
s’'exprime en milieu basique et a chaud. L'oxydatides sucres réducteurs dans ces
conditions est une réaction complexe et non stagatraque:

Sucres réducteurs===» Produits d’oxydation + n e

L’'acide 3,5 dinitrosalyciliqueréagit avec les osexlucteurs et autre molécules
réductrices pour former l'acide 3-amino-5-nitrosdigque qui absorbe fortement la lumiere a
540 nm. Dans cette réaction (figure 14), la couldrida solution passe du jaune-orange au
rouge.Durant notre étude On utilise les proprié&eRictrices du glucose (annexe 04). Les
densités optiques (DO) obtenues permettent derdigter les concentrations des échantillons
analysés en se référant a une courbe d’étalonn@yéigurels).

O

0
O,N on I H N on

+3 R H+HO —s +3 R OH

NO, NO,

Acide 3,5dinitrosalycilique I'acide 3-amino-5-nigalicylique

Figure 14 :Réaction chimique du DNS sur les sucres réduct@w®IGIE et al., 1978).
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Figure 15 : Courbe étalon du dosage des sucres réducteulis p@thode au DNS, réalisée
avec du glucose comme standard.

1.2.1.5. Dosage des protéines : méthode de BRADFDIgt al. (1976)

Le taux des protéines dans le lait et dans sedrdiffes fractions est dosé par 'emploi
de la méthode colorimétrigue de BRADFORD et al @92n utilisant I'albumine sérique
bovine comme protéine de référence. Cette méthetibasée sur I'adsorption du colorant
bleu de Coomassie (figure 16) G250 sur les proséatecette complexation provoque un
transfert de son pic d'adsorption qui passe duga@ugbleu. Elle se fait principalement par
des liens ioniques avec des acides aminés basiqugs his, et lys) et des interactions
hydrophobes (acides aminés hydrophobes).

C'est une méthode trés sensible (2-5 pug de predéetetrés rapide. Elle est aussi assez
résistante a la plupart des interférents qui ntiada plupart des autres méthodes. Seuls les

détergents et autres surfactants, comme le Tritde dodécylsulfate de Na (SDS), et des

bases fortes interferent fortement avec cette ndéthidéanmoins c'est une méthode sensible,

tres simple et relativement fiable, peu couteusadae 05).
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E. Jaspard (2012)
Figurel6: Structure de bleu de coomasie (JASPARD etCdl2p

Ainsi les DO obtenues a cette longueur d'onde pteme de déterminer les
concentrations des échantillons analysés en seanéfé une courbe d’étalonnage DO = f(C)
(figure 17).

0,7 A
y=3,1577x

R2=0,9773

595 nm)
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\ 4

. [BSA] (mg/ml)
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

o

Figure 17 :Courbe étalon de dosage des protéines par la neette@BRADFORD et
al (1976), réalisée avec le Sérum Albumine BovB®A) comme protéine de référence.




Partie expérimentale

1.2.2. Méthodes chromatographiques
1.2.2.1. La dialyse des protéines sériques desd&ass du lait de vache

Cette étape permet de débarrasser les échantilemmolécules dont la taille est inférieure a
8000 Da (lactose, sels minéraux, composés azotaspnatéiques).Les échantillons des
protéines sériques et de caséines obtenues stygédiaontre de I'eau distillée pendant 48 a
72 heures a +4°C et sous agitation douce, enarttlides membranes de dialyse avec un seuil
de coupure de 8000 Da. L'eau de contre dialysehesigée 2 fois par jour.

1.2.2.2. Congélation et lyophilisation

Apres dialyse, les solutions de protéines obtersogs étalées en fines couches dans des
coupelles, congelées a -18°C pendant 72 heures,lymphilisées. Les protéines sont ainsi
récupéreées sous forme de poudre et conservéeglaimsin dessiccateur (annexe 06).

1.2.2.3. Chromatographie de perméation sur gel deERPHACRYL S200

La chromatographie de filtration sur gel permetsdparer des molécules selon leur taille et
leur forme moléculaire, elle peut étre grossiéranuemparée a un tamis. Cette méthode
utilise une phase stationnaire composée de bille®uses de dimensions précises et
uniformes dans lesquelles les molécules de dimessappropriées peuvent s’'insérer et étre
retenues un certain temps. Les molécules de graaillie passent quant a elles entre les
sphéres et sont rapidement €luées de la colonnéapatase mobile.Les conditions de la

chromatographie sont modifiées et ajustées audipes étudiées.La séparation est effectuée
sur une colonne de dimensions : 30 x 1,5 cm (fig8ne

Phase stationnaire utilisée c'est le Sephacryd0Sgoly allyle dextrane- CO-N- -
méthyléne bisacrylamide) qui est composé d’acryd@n@t d’'un agent de pontage : leNN-
meéthyléne bisacrylamide. Ce gel présente un tauxétieulation élevé et une grande
résistance aux contraintes mécaniques. Le seaibdgure du Sephacryl S 200 est de 5 a 250
kDa(annexe06).
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Figure 18 : Photographie d’une unité de chromatographie baession .
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Figure 19 : Elution des protéines a travers le gel de Séph&@§0

1.2.3 . Hydrolyse enzymatique des protéines lyoplsées du lait de vache : les caséines et
les protéines sériques par la trypsine

La trypsine (MM 23,3 kDa) est une protéase a s¢egtle est la principale enzyme digestive
intestinale responsable de I'hydrolyse des praséatienentaires (figure 20). L'application de
la trypsine dans l'industrie alimentaire est limit& cause du godt trés amer qu’elle entraine
(Rao et al., 1998). Annexe 07
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Figure 20: mécanisme d’action de la trypsine (JASPARD,2008).

1.2.3. Méthodes électrophorétiques
1.2.3.1. Définition et principe général

L’électrophorése est une méthode d’analyse bagda snigration différentielle
de particules chargées sous l'effet d'un champtiége. Les protéines du fait de leur
caractere amphotére peuvent se comporter commani@ss ou des cations et se déplacer de
ce fait soit vers I'anode ou la cathode. Selondaaractéristiques physico-chimiques, elles se
matérialiseront sur l'electrophorégramme par deadbs de migration plus ou moins
distinctes.

1.2.3.2. Electrophorése sur gel de polyacrylamid®AGE)
1.2.3.2.1. Conditions générales

La PAGE, est la technique la plus utilisée en raides avantages qui sont offerts par les
propriétés du gel qui sont la transparence, laodhmtibilité élevée et une meilleure
résolution liée a sa porosité.

La propriété de tamis des gels de polyacrylamiddiéss a leur structure particuliére, qui est
celle d’'un réseau tridimensionnel de fibres et deep résultant du greffage d’unités de N,
N-méthylene-bisacrylamide (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-C®+ECH2) bi fonctionnels sur
des chaines de polyacrylamide (CH2=CH-CO-NH2) ajes(Annexe 08).La
polymérisation est catalysée par un générateuradeaux libres composé de persulfate
d’ammonium (NH4)2S208 et de N, N, N, N- tetramédmgdiamine (TEMED).

1.2.3.2.2- Méthode d’électrophorese




Partie expérimentale

Le gel est préparé en mélangeant les solutiongydewide et de bis acrylamide avec une
solution tampon, I'ensemble est dégazé puis adudlifodes agents initiateurs (persulfate
d’ammonium et de TEMED).

Le mélange est immédiatement coulé entre 2 plagnegerre et en alumine) séparées par des
espaceurs et enfin un peigne y est introduit peemetla formation des puits apres
polymérisation du gel.

Les échantillons a analyser sont dissous a raisdha 2 mg/ml dans un tampon approprié et
additionnés du bleu de bromophenol qui est un aidio coloré qui détermine le front de
migration des protéines et permet de repérer laldiiélectrophorése.Les échantillons ainsi
préparés sont déposés a raison de 10 a 20 ul Hagse puits apres avoir monté sur l'unité
d’électrophorese les 2 plaques renfermant le gedraplis les cuves inferieures et supérieures
de tampon d’électrode. L'unité est alors mise seusion, courant et voltage constant : 20
mA, 250V

1.2.3.3. En conditions non dissociantes et non déneantes (PAGE- native)

La PAGE native est réalisée selon la méthode dd.HHR (1976), adaptée a un systeme de
mini cuves HOEFFER au niveau du laboratoire LABABgc un gel de polyacrylamide de
porosité (T=12% ; C=2,7%).

Le tampon de gel est constitué de Tris 0,75 M, fH IBe tampon d’électrode contient du Tris
5 mM, glycine 77 mM, pH 8,3. Les échantillons sdigsous dans le tampon d’échantillon
composé du tampon de gel (1/10 v/v), de I'eau Itsti(7/10 v/v) et du glycérol 10% (v/v)
(annexe 09).Les échantillons sont déposés a raisdtD a 15 ul dans chaque puits, a l'aide
d’'une seringue Hamilton aprés avoir monté l'unitéctophorétique et remplir les cuves
supérieures et inférieures de tampon d'électrodenité est mise sous tension/courant et
voltages constants : 20mA, 250V (figure 21).
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Figure 21 : Dép6t des échantillons en électrophorese.
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Figure 22 : Photographie d’'une unité d’électrophorése (HOEFEHER6E0) A : générateur de
courant ; B : cuve de migration

1.2.3.4 . En présence du SDS et dei2VIE (PAGE-SDS)
1.2.3.4 .1. Principe

Un échantillon protéique est chauffé a 100°C peh8amin, en présence d’un
détergent anionique le SDS (10% p/v) (figure 23)’'ah agent réducteur chargé de rompre
les liaisons disulfures, le ME (4% v/v). La plupart des polypeptides sont damscas
dissociés, ce qui permet la fixation du SDS sur zemes hydrophobes des chaines
peptidiques, les polypeptides acquierent alorsfarte charge négative et ne seront séparés
que suivant leur taille dans un gel de porosité@mee (annexe 09).

| Sodium dodecylsulfate | $

H,C \/\/\/\/\/\/0 _% —O) N’
| |l

non polire (hydrophobe)
charge négative

Figure 23: Structure du dodecyl sulfate de sodium (SDS).

1.2.3.5. Révélation des bandes de migration élegprhorétique

A la fin de la migration, le gel est démoulé poubis les opérations successives suivantes
(figure 10).

Fixation : réalisée par immersion du gel dans une solutiacidé trichloracétique (TCA)
12% (p/v) pendant 45min ;

Coloration : le gel estimmergé 2 a 4 h dans une solution teaton contenant du bleu de
commassie 0.2 % (P/V) dissous dans une solutiostitoée du mélange eau distillée (1
volume), méthanol (1 volume) et TCA 2% (P/V) ;

Décoloration : réalisée par immersion du gel dans le mélangértedbanol/acide acétique)
dans les proportions respectives 3.12/1.5/0.37 fMYMAnnexe 10)
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2.2- Résultats et discussion

2.2.1-Qualité physicochimique
2.2.1.1-Mesure de pH

Les valeurs de pH mesurées pour les difféerentsnéilibas de jus commercialisés sont
différentes avec des pH de l'ordre de 3.16 ; 3396, respectivement pour le jus orange 01,
jus orange 02, jus enrichit en vitamine et jus aadmfruit (tableau 07).

2.2.1.2- Teneur en vitamine C dans un jus

Le dosage de la vitamine C est effectudgaéthode de titrimétries, cette derniére est
basée sur les propriétés réductrices de I'acidsdobique. Le réactif de titrage le plus utilisé
est le dichloro-2,6 phénol indophénol (TILIMANS,3. Ce réactif est un oxydant idéal en
raison de sa seélectivité pour l'acide ascorbique gjoxyde facilement en sa présence.
D’autres réactifs ont été proposés, mais ils negment pas une meilleure spécificité que le
DCPIP, il s'agit par exemple de l'iode (RAO et PRX3 1976) et le dihaloiodate de
potassium (SKURDIN, 1980).

Au cours de cette étudel’acide ascorbique s’oxyekxr de DCPIP qui est étalonné a
'aide d'une solution d’acide ascorbique pure denaamtration connue (C1=0.4g/l). Le
tableau07 résume les résultats obtenus.

Tableau VIl : LespH et les teneurs en vitamine C (g/l) enregistians différents jus de
fruits commercialisés.

Types d’échantillons

Parameétre Jus lacté | Jus orange Jus Jus Jus
Mesuré 01 enrichit en Orange

vitamine 2
pH mesure 4.18 3.16 3.29 3.36 3
Teneur en vitamine C| 0.34 0.32 0.28 0.24 0.38
(9/1)

On remarque que la teneur en vitamine C est varidbhs les jus commercialisés.
D’apréesTREMOLIRES et al (1984)la vitamine C est mieeonservée en milieu acide (pH
bas). Cela pourrait étre di a la présence de omtsers dans ce dernier qui a permis de
protéger et ralentir 'oxydation de la vitamine C.

Les jus orange 01, jus enrichit en vitamine etgusase de fruit sont moins riches en
vitamine C avec des teneurs de 0,32 ; 0,28 etd@|2éspectivement.
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La variation de la quantité en vitamine C pourréite liee a plusieurs types
d’adjonction de cette derniére, soit par la resttoin (compensation), I'enrichissement (E300
et ces dérivés) et la préservation.

La teneur en acide ascorbique peut étre influepageplusieurs facteurs tels que la
variété du fruit, le stade de maturation, les coonls de culture, le temps, la température de
stockage et la méthode d’extraction.

La perte en vitamine C est liée a la perméabikt&@mballage vis-a-vis de 'oxygene et
de la lumiere. Donc la nature de I'emballage es$ importante pour les jus de fruit. A
température ambiante, la pénétration de 1 mg demggorrespond a la perte de 11 mg de la
Vit C d’'un jus (BOURGEOIS, 2003).

2.2.1.3. Détermination des indices d’iode et d’adigt d’'une matiére grasse
2.2.1.3.1. Indice d’'acidité

Les huiles alimentaires occupent une place imptetadans les habitudes
alimentaires. Leur contrdle devient alors une alesahécessité pour garantir la sécurité
alimentaire et protéger les consommateurs auxessti@s a une éventuelle contamination ou
fraude.

L’huile d’olive est tres appréciée par sa qualitéldgique et nutritionnelle. Elle
nécessite donc une analyse qui permettra de Isetlaslon les criteres de qualité données par
les normes internationales.

L'huile de tournesol est appréciée pour son éqaildm acides gras, elle contient 12
% seulement d'acides gras saturés et beaucouplafagias mono ou polyinsaturés, acide
oléigue, acide palmitique et surtout acide linal&gqui est un acide gras essentiel. D'aprés
les nutritionnistes, cette huile a d'excellenteslitgs diététiques, par exemple pour combattre
le diabéte. C'est également une bonne source ataini E.

Selon les échantillons analysés, une grande \amide I'acidité libre est observée.
L’huile d’olive a un indice d’acide plus élevé qst de I'ordre de 1,44 mg de KOH/g d’huile
par rapport a I'huile de tournesol qui a un indie0,7 mg de KOH/ 1g d’huile. Un tableau
récapitulatif de I'acidité et la comparaison quelite des échantillons d’huile d'olive et de
tournesol analysés.

Selon KANDJI (2001), une huile de bonne qualité goésenter une acidité nulle ou
faible, on ne saurait tolérer que celle-ci dépakséo en acide oléique, correspondant a un
indice d'acide d'environ 4 mg d'hydroxyde de patzas3sKOH/g.

L’acidité élevée peut étre attribuée aux pratigieebnologiques lors du processus de
trituration et également au temps de séjour dee®lavant la trituration. Les acides gras
libres résultent de l'action des lipases sur leglyterides, ou de toute autre activité
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hydrolytique de ces triglycérides pouvant se pragavant, pendant ou apreés la trituration des
olives. Cependant, un niveau élevé d'acidité pénat €galement attribué a I'état de maturité
avancé du fruit et/ou au stockage prolongé et ipaakcavant trituration. Les olives peuvent

subir dans ce cas des lésions qui peuvent engedésecontaminations de I'huile et donner

des huiles avec une forte acidité et des caractégasoleptiques altérés.

L’indice d’acidité est un indicateur qui permet viduer la durée de conservation
d’'une huile et son altération, consécutive a de vaigutraitements ou a une mauvaise
conservation (WOLFF, 1991). Ce parametre d'aciditépour longtemps, été considérée
comme un critere principal de qualité et de normm@rmerciale d’huile d’olive. Actuellement
d’autres criteres de qualité physico-chimiques mcipalement organoleptiques, lui sont
associes.

L’analyse des résultats indique que l'huile de mesol et d'olive possédent des
indices d’acidité faible ce qui les fait des huitesmisommables et de bonne qualité rejoignant
ce qui est indiqué par KANDJI en 2001.

2.2.1.3.2. L'indice d’iode

L'indice diode permet de renseigner sur le degiésdturation globale des huiles.
L’huile d'olive et de tournesol ont révélés desited d’'iode trés faible, de 4,57 et 4,06
respectivement (tableau V) ces derniers ne sont@apatibles avec les normes fixées par le
codex alimentarius (2013) et qui doivent étre cagsgpentre 75 — 94 d’l/100g pour I'huile
d’olive et de 118- 141 d’l/100.g pour I'huile deutoesol. Les résultats obtenus dans notre
étude pourraient étre expliqué par I'hydrolyse tiligbycérides.

L’indice d’'iode de ces huiles diminue au cours @ednservation. Cette diminution est
probablement due a une oxydation (CRAPISd&Eal., 1999) ou a une décomposition
progressive des acides gras insaturés. Ou biedrbiggnation des acides gras insaturés par la
fixation des molécules d’hydrogenes sur les douldésons.
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Tableau VIII : Indice d’iode et d’acidité de 'huile d’olive de tournesol.

Types D’échantillons

Huile d’olive Huile de tournesol
Parameétres
Mesuré
L'indice d'acidité 1.44 0.71
mg de KOH/g de matiére grasse
L’indice d’iode 4.57 4.06

g d’'iode /100g de matiere grasse

2.2.1.4. Teneur en glucides dans un jus de fruit @hode utilisant le DNS)

Les résultats obtenus ne répandent pas aux norfE©OR (1986) indiquées pour la
concentration des jus en sucres réducteurs, efieertt étre comprises dans lintervalle 40-
100 g/l.

La teneur en sucres réducteurs est présentée practese et le glucose. Au regard de
'histogramme (figure 24), nous constatons que tBHérents jus représentent des
concentrations variables en sucres réducteurs.

La qualité d’'un jus de fruit dépend en premier liEula qualité de la matiére premiere,
car certaines variétés sont aptes a données dgubodonc la maturité doit étre suffisante
(CHEFTEL, 1982). En effet lors de la maturité desité le taux de sucres augmente
(MOUFIDA et MARZOUK, 2003).
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Figure 24 : Teneur en glucides dans différents jus de fruit.

2.2.1.5. Teneur en protéines

Les protéines du lactosérum constituent la fractioluble des protéines du lait. Elles

représentent 15 a 28% des protéines du lait deeveich7% des matieres azotées. Bien qu’en
faible quantité dans le sérum, ou elles ne reptésenu'environ 13 pour cent de sa matiere

seéche, leur extraction présente beaucoup d'intérétraison de leur grande valeur

nutritionnelle et notamment de leur utilisation gibte dans les domaines diététiques et

thérapeutiques (DEBRY, 2001).

La concentration en protéines sériques du laitatde obtenue dans notre étude est de

49/l (tableau VI), cette concentration est procloelée trouvés par ROLLERd al (1956) qui

varie entre 5,5-6,5 g/l...

La valeur obtenue concernant les protéines totalaitide vache est de I'ordre de 35g/I
cette concentration est relativement la méme oletggam BELHADI (2010) et par ALIASt

al (2008) qui est de 34 g/l. La teneur en protéirmssde lait dépend selon POUGHEON et
GOURSAUD (2001) du génotype de la femelle laitigece, espéce), de I'age, la saison, le

stade de lactation et I'alimentation.

L’analyse des résultats figurant dans le tablegunithtre que les teneurs en protéines

sont relativement similaires entre les laits conuiadisés 29, 27 g/l pour lait UHT et lait de

sachet respectivement).
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De méme, cette teneur révele une grande différanee celle enregistrée pour le lait de
vache (35 g/l). Cela peut étre explique par uneatigation des protéines lors de traitement
thermique au cours de processus de production.

Tableau IX : Concentration en protéines totales et protéinegues des échantillons dosés
par la méthode de BRADFORDal.

Echantillons Lait de vache | Lait UHT Lait de Sachet

Types de protéines

Protéines totales (g/l) 35 29 27

Protéines sériques (g/l) 4 3.4 3.2

2.2.2. Méthodes chromatographiques

2.2.2.1. Purification des protéines par chromatognahie de perméation sur gel de
Séphacryl S200

Vu le grand intérét que présentent les protéinemctosérum sur le plan fonctionnel et
biologique, la mise en ceuvre de méthodes facilgseetcouteuses pour leur isolement et
purification est toujours un objectif analytiquei guiscite de l'intérét. Pour cela, plusieurs
protocoles d’isolement ont été développés initimemsur les protéines sériques bovines
avant d'étre appliqués sur d’autres laits de d#ffiées especes.

A coté des meéthodes de fractionnement classiquidisant le plus souvent la
précipitation des protéines par les sels qui absatit généralement a des niveaux de pureté
faibles, les méthodes chromatographiques sont imdiguées pour lisolement et la
purification des protéines que ce soit en basse ltaute pression.

Dans ce cadre, nous avons essayé de fractionngrdisnes sériques du lait de vache,
en utilisant la chromatographie de perméation sph8cryl S200. Aprés plusieurs essais
d’optimisation des parametres de séparation, le®imes ont été éluées comme indiqué dans
le chromatogramme (figure 25) caractérisé par Bappn de trois piques d’absorption,
d’intensité et de volume différent, notés F1, FE&tCes derniéres ont été contrdlées par une
PAGE native. Le débit utilisé est de 28ml/h. 'é&datdu bleu de dextrane a donné un volume
mort VO= 7ml.
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Figure 25 : chromatogramme des protéines sériques du laiadeevsur Séphacryl
S200; F1, F2, F3 : les fractions €éluées respautve a : 11, 21, 51 ml d’éluant.

2.2.3. Méthodes électrophorétiques

2.2.3. Méthodes électrophorétiques

Plus généralement, cette chromatographie a éiééatide facon avantageuse pour le

fractionnement des protéines sériques du lait desiglrs espéces. Ainsi, FELIPE et

ANDREW (1997) ont appliqué le Superdex en FPLC s@parer les séroprotéines du lait de
vache, de brebis et de chevre aboutissant a usddrene séparation defleLg et de lo-La.

YOSHIDA (1990), en utilisant le Sephacryl S200,emu 5 pics principaux sur le lait bovin
qui ont été par la suite purifiés par d’autres rnédds. NEYESTANI et al (2003) de leur cote,
ont utilisé le Sephadex G50 pour l'isolement dela bovine aprés avoir précipité les

globulines au sulfate d’ammonium a un seuil de 50%.

Il ressort de ces résultats que le procédé de atdpautilisé sur les protéines sérique du
lait de vache est intéressant. Cependant, la dépades protéines sériques avec une purete

plus élevée impose le recoure a dautres méthodesmatographiques plus fines

(chromatographie d’affinité, HPLC...).

2.2.3.1. Controles électrophorétiques des protéineseriques du lait de vache en

PAGE-native

L’électrophorése en PAGE-native permet de gardeptetéines dans leur état natif, ce
qui fait de la PAGE-native une technique résolutdtebien adaptée a la séparation des
protéines sériques du lait bovin (MATI, 1992). lmelécules sont séparées selon leurs poids
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moléculaire ainsi que leur charge (WITT#Gal., 2007) et apparaissent sous forme de bande
de migration variant par leur position et leur irgie.

Comme il est apparu sur le profil électrophorétigmentionner dans la (figure 26), a
par la chromatographie de perméation sur gel da&ép S200.

Dans ces conditions, les protéines sériques duéaiache migrent en quatre bandes
correspondant dans I'ordre croissant de leur méhgliectrophorétiqueaux immunoglobulines
(Ig = 250 000Da), le sérum albumine bovine (BSA4=060Da), I'alpha-lactalbumine{La =
18 000Da) et a la fin de migration la béta-lactbglone @-Lg = 16 000Da).

Les Ig ont une mobilité tres faible sur le gel dgnation, cela dépend de leur PM tres
élevé qui ne leur permet pas de migrer plus ldiorsague laB-Lg représente la principale
protéine du lactosérum du lait (bovin, ovin et @a@pavec un taux de 55 % des protéines
sériques du lait de vache a le niveau de migraégus loin (DEBRY, 2001). Alors queof
lactalbumine est la protéine du lactosérum dudag camélidés (CANTISANEt al., 1990),
des rongeures (VILOTTE, 1992) et du lait de 'hom{BRIGNON et al., 1990).

La fraction F1 récupérée a révélé quatre bandeprogines représentant ainsi les
protéines majeures du lait. Par contre la F2 m&lééque la migration de trois bandes trés
fines et beaucoup moins intenses : les Ig, la BSALg, pour ce qui concerne la fraction F3
récupéré lors de I'élution, le profil électrophagées n'a donné aucune bande cela pourrait
étre da a la faible concentration en protéinesien bn a récupéreé les impuretés.
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F1 F2 F3

Figure 26: Electrophorégramme des fractions récupéréesaparrbmatographie de
perméation (PAGE-native) ; gela T =12 %, C =%,7

2.2.3.2. Isolement et caractérisation électrophoriéues des caseéines et protéines sériques
lyophilisées du lait de vache en PAGE-SDS

On a obtenu des hydrolysats a différents tempsuakiation notés en minutes comme
suit : TO’, T'15, T'30, T'45, T'60 et T'120.

Selon les méthodes classiques c’est possible plEreséles protéines sériques et les
caséines par électrophorese sur gel de polyacrgamnec la présence de 2-mercaptoéthanol
comme agent réducteur, Cet agent agit en dénatleargrotéines par destruction de leur
structures tridimensionnelle natives, en rompastilesons hydrogénes et les ponts disulfures
ce qui permet de réduire les interactions entréiférentes sous unités.

L’analyse du profil électrophorétique obtenu en FASDS pour les protéines sériques
(figure 27)a révélé I'existence de bandes somhieteases au niveau de I'échantillon témoin
(TN)et &T’0 correspondant akLac, lap-Lg et la BSA.
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On remarque que pour les échantillons a T 15 étl&D trois protéinesrésistent a
'action de I'enzyme. A partir de T 45'd’incubationa BSA est hydrolysée en deux
polypeptides qui apparaissent en deux bandes bmaré&es. La bande correspondantef& la
Lg devient plus fine ce qui traduit son hydrolyse.

La a-La semble étre résistante a l'action de la trypsinéme apres 120 minutes
d’incubation, puisque la bande correspondante sta méme intensité. Ceci pourrait étre
dda la structure globulaire compacte de la protinerend le site de coupure de la trypsine
inaccessible. La R-Lg est plus sensible par rapparta, du fait de sa structure globulaire
moins compacte. Le site de coupure par la trypsstele ce fait plus accessible (LUNGAI,
1991).

La bande correspondante a I'lg n’est pas apparugvaau des différents puits du fait
guon n'a pas donné le temps nécessaire pour quie ggosse protéine puisse
migrer.L’analyse du profil électrophorétique obtearuPAGE-SDS pour les caséines n'a pas
été révélé, cela pourrait étre di soit au gelsdtijiil y a eu des contaminations lors de son
coulage, ou bien lors de sa polymérisation ouenadeecontamination des échantillons lors
de leur dépét.

TN T0 T15 T30 T45 T60  T'120

Figure 27: Electrophorégramme des hydrolysats (protéinegsesilyophilisées du lait de vache) en
PAGE-SDS ; gel de concentration (T= 4% et C= 2.7%96é) de séparation (T= 17% et C= 2.7%)




Partie expéerimentale

Conclusion

L’évaluation des parametres physicochimiques dedyits alimentaires constitue une
étape importante pour le contrle de la qualitécds derniers. Les méthodes d’analyse
classiques permettent de définir la compositiomdwoduit alimentaire pour élaborer une
stratégie d’analyse et de contréle appropriée delpnoduit en présence.

A cbté des dosages physicochimiques qui figuremtpdes méthodes les plus
répandues (dosage de la vitamine C, dosage desdegucdosage des protéines et
détermination de I'indice d’iode et d’acide), d'eag méthodes prennent 'ampleur. Ainsi les
méthodes chromatographiques et électrophorétiquas egemples, constituent d’autres
stratégies pour la mise en ceuvre d’'un protocoleodédle.
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Annexes

Annexes
Annexe 01 : Dosage de la vitamine C dans un jus fweit par la méthode au 2-6-DPIP

Préparation des solutions
» Solution de 2,6 dichlorophénol (DCPIP) a 0.5¢g/I :

Dissoudre 0.5 g du 2,6 dichlorophénol indophénolOglg de bicarbonate de sodium
(NACO3) dans 300 ml d’eau distillee chaude ;
Refroidir et compléter & 1000 ml avec de I'eauiliiést

» Solution d’acide ascorbique
Dissoudre 0.4g d’acide ascorbique pur dans 200 ealuddistillée. Ajuster le volume a un 1
litre.

Etalonnage de la solution d’acide ascorbique

Prendre 5ml de cette solution dans un bécher, ejduinl d’acide acétique glacial et doser
par le DCPIP jusqu’apparition d’'une couleur roske pérsistante ;

Lire le volume sur la burette, soit V1 (ml).

Mode opératoire

Dans un bécher, introduire :

-2 ml de solution a doser ;

-ajouter 1 ml d’acide acétique glacial, mélanger ;

-titrer avec la solution du 2-6-DPIP jusqu’a I'apiian d’'une coloration rose pale persistante.
-lire le volume sur la burette (chute de la bupetoit V2 (ml).

Expression des résultats

La teneur en vitamine C en g/l, est donnée pagl&ion suivante :
C1vi=C2v2
Ou: C1: concentration en acide ascorbique de la soldialon.
C2 : concentration en vitamine C dans les diffésgus
V1 : chute de burette mesurée dans le cas dedtsoktalon

V2 : chute de burette dans le cas du jus.
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Annexe 02 : Détermination d’indice d’acidité d’'unematiére grasse

Peser 2.5g de matiere grasse (huile d’olive eehigl tournesol) dans un erlenmeyer puis les
dissoudre dans 5ml d’éthanol ;

Titrer immeédiatement avec de la potasse alcool{QuEN) en présence de quelque goutte de
phénolphtaléine jusqu’a I'apparition d’une colooatirose-péale persistante.

la=V.N.56.1/m

Expression des résultats

Soit V = Volume de Potasse en ml

Soit N = Normalité de la solution de Potasse

Soit m = masse de la prise d'essai de la matiessgren (g)
56.1 : masse molaire de KOH

Annexe 03 : Détermination d’indiced’iode d’'une matiere grasse

Pour déterminer la quantité d’'iode fixée, on pracada préparation de deux tubes, un tube
témoin qui contient du lugol seul et un autre coatg un échantillon d’huile et du lugol.

La titration se fait par une solution de thiosudfalie sodium (Na2®s, 0.1N), et déterminer
les volumes de thiosulfate nécessaire pour leggtdes deux tubes.

-préparation du tube témoin : introduire dans un tube a essai 5 ml de lugol elgques
gouttes d’amidon(le mélange est bleu). Détermieevdlume V1 de thiosulfate de sodium
nécessaire pour neutraliser I'iode contenu dansble témoin.

-préparation du tube échantillon :introduire dans un tube a essai 0,5 ml d’huilecaenl
d’hexane ou cyclohexane, mettre sous agitation gr@r@imin, puis ajouter 5 ml du lugol puis
chauffer pendant 5min (bien homogénéiser le longclauffage). Apres refroidissement,
ajouter quelques gouttes d’empois d’amidon (méldotge) puis verser le thiosulfate goutte a
goutte en agitant, jusqu’a décoloration. Détermlrerolume V2 nécessaire pour neutraliser
l'iode contenu dans I'échantillon.

Expression des résultats

Il est calculé par I'équation suivante (ANONYME,81) ;
li (g/100g) = (Vb —V).0,01269.100/P

Vo volume (ml) pour doser le témoin

V : volume du thiosulfate (ml) pour dose I'échdbotil
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P : poids de la matiére grasse.

Puis, on détermine le nombre d’instauration dassmatieres grasse, donnée par I'équation
suivante :

ni=li.m/Ml ,.100

nl : nombre d’insaturation m : masse du cgmas  MJ : masse molaire de 'iode

Annexe 04 : Dosage des glucides, méthode utilisdiaicide 3,5 dinitrosalycilique (DNS)
Réaliser une courbe d’étalonnage avec une solai&ne du glucose a 1g/l

Préparer les dilutions nécessaires pour les édloast{10™, 10% 107, et 107

Tableau : Gamme étalon

N’ de tube 01 02 03 04 05 06
Solution de glucose (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Eau distillée (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Réactif DNS (ml) 2 2 2 2 2 2

Protocole expérimental

-Préparation des différentes dilutions de I'écHiamti;

-Mettre 1 ml de la solution a doser (ou des diffées dilutions) dans un tube a essai ;
-Ajouter 2 ml de réactif (3,5DNS) ;

-Chauffer au bain-marie bouillante pendant 5 mn ;

-Refroidir par écoulement d’eau sous le robinet ;

-Ajouter 7 ml d’eau distillée et homogénéiser ;

-Laisser reposer 15 mn a température ambiante ;

-Faire la lecture a 530 nm contre le blanc.
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Expression des résultats

Une courbe est tracée DO=f (concentration en gkjcduis la quantité de sucres réducteurs

présente dans les jus est déterminée

Tableau :les densités optiques obtenues lors du dosageidessgar la méthode utilisant le

DNS
Les concentrations e0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
glucose (g/l)
Les densités optiques (nm) 0 0.088 0,284 0,508 50,6[70,881

Annexe 05 : Détermination de la teneur en protéinegar la méthode de BRADFORDet

al (1976)
1. Préparation des solutions
-solution NaCl 0.15 M ;

-solution de BSA 0.1mg/ml.

2. Préparation de la gamme d’étalonnage d’albumine

A partir d’'une solution mere de sérum albumine bhevi0.1 mg/ml), préparer les solutions

filles suivantes :

Tableau : ensemble des solutions préparées

Solution mére (BSA) (ml)

0

0,1

0,5

1

15

NaCl (0.15 M) (ml)

2

1,9

15

1

0,5

Réactif de BRADFORD (ml)

1 dans tous les tubes

-laisser 5 minutes a température ambiante ;

-lire I'absorbance a 595 nm.
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Tableau : les densités optiques obtenues lors du dosageraigsnes par la méthode de
BRADFORDet al (1976).

Solution mére [BSA] (mg/ml) | O 0,01 0,05 0,1 0,15 0,2

Les densités optiques (nm) 0 0,099 0,195 0,296 0,472 0,63

Annexe 06 :Chromatographie de perméation sur gel de SEPHACRYLS200

-préparation du tampon Tris-HCI 0,02 M avec pH 8,4 dont la masse molaire dIris
MM=121,14 moles, pour 0,02 M peser 2,429
-ajuster le volume a 1 litre dans une fiole jaugée.

-préparation de la colonne :

-La colonne a été préparée avec un grand soingssurer un compactage homogéene du gel.
Le gel de Séphacryl S200 (environ 5g) est mis eraod du tampon de départ (Tris-HCI 0,02
M, pH 8,4) avec I'azide de sodium pour éviter teutentamination.il est ensuite dégazer sous
vide, puis coulé dans la colonne ( 30x 1cm) en smde fois d’une fagon réguliére, apres
stabilisation de cette derniere et stabilisatioréhit a 28ml/h ;

-Le volume mort \§= 7 ml est estimer avec le bleu de dextran a lzeamation de 1mg/ml
qui posséde une masse moléculaire el et de ce fait n’est pas retenu dans le get don
sortira au premier ;

-Le volume nécessaire pour I'élution du bleu detdaxcorrespond au volume du liquide
qui se trouve entre les interstices ;

-Les protéines sériques bovines lyophilisées (h@Y sont solubilisées dans 5 ml de tampon
Tris-HCI (0,02 M ; pH 8,4), déposées en haut deolanne et éluées dans ces conditions a un
débit constant ;

-Des fractions de 1 ml sont recueillies aprés nmeesler I'absorbance a une longueur d’onde
A=280 nm.

-Les fractions sont collectées et les DO correspotes ont été enregistrées pour effectuer un
contrble électrophorétique.
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Tableau : les densités optiques des fractions élgpar chromatographie de
permeation sur gel de SEPHACRYL S200 (protéines sifues).
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Annexe 07 : Hydrolyse enzymatique des protéines dait de vache (caséines et protéines
lyophilisées) par la trypsine

Préparation des solutions
-tampon Tris-HCI| 0,8 M ; pH 8,0
-pour 0,89/100ml, pour 5ml peser 0.04g dissoudrescbml de I'eau distillée, controlé le pH
jusqu'a 8,0 par la solution de HCIAN ;
-pour I'enzyme : prendre 0,4 ml d’enzyme (la try@ipour 0,04 g de protéines lyophilisées.
-tampon d’échantillon :

Solution(C)...ov v 500 pl
Eau distillée..........ccccoviiii s 250pul
SDS (10%0.. e 250pl
2-mercaptoéthanol.................. ;... 50ul

Annexe 08 : Electrophorese en conditions non dissantes et non dénaturantes (PAGE
native)

» Préparation des solutions

» Solution d’Acrylamide (A)
Acrylamide.......cooviiiii 369
Bisacrylamide...........c.ccooviiii i 19
Eaudistillée..........cooooii i 100ml
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 Tampon de gel (B)
Eaudistillée ... 100ml
Ajuster a pH 8,9 avec de HCI 4N

* Tampon d’électrode

GIYCINE... i 14,49
Eaudistillée..........ccoooii i 200m|

e« Tampon d’échantillon (les fractions récupérées parla chromatographie de
perméation sur gel de Séphacryl S200 des protéingériques du lait de vache)

Tampondegel (B)......ccoovvvvvivevneineennn. a2 200pl

Eau distillée..........ccoovii i, 700pl

Glyceérol 50%..........ccceevvivieiiiiiiiis i 200pl

Bleu de bromophénol..................ccoeeviie i, une téte d’aiguille

Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 1nekdampon

Préparation du gel : T=12% et C= 2,7%(pour une plaque)

SOIULION (A). e 3,25ml
Solution (B)....ovvvvvieiii i en 2. oM
Eaudistillée..........cooooiiii 1,68ml
Dégazer le mélange (maximum 2min)
TEMED......coioiiiiiiii e 2. 20
Solution de persulfate d'ammonium10%.......... W75

Couler et mettre le peigne immédiatement
Dépobt d’échantillon : 10 & 20ul
Mise sous tension : 20mA, 25V

Annexe 09 : Electrophorese en conditions dissocia# et dénaturantes, en présence de
SDS et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

» Solution d’Acrylamide (A) :
Comme celle déja préparer pour la PAGE native
v' Tampon de gel de séparation
Eaudistillée ..o 50ml
Ajuster a pH 8, 8 avec de HCI 4N
v" Tampon de gel de concentration (Solution C)
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Eaudistillée.........ccooiii 50ml
Ajuster a pH 6, 8 avec de HCI 4N

* Tampon d’électrode

GIYCINE... i, 14,49
SDS 10%0.uuuiiiiiieiee e 0,59
Baudistillée..........coviiiiiii e, 500ml

e Tampon d’échantillon (les hydrolysats récupérer parl’hydrolyse enzymatique des
protéines sériques et caseéines du lait de vache)

SOIUtION (C).vneee it 500pul
Eau distillée..........ccooiii 250l
SDS 10%0..cciiieeiiiiiiiee e 250ul
2-mercaptoéthanal... T 10 7]

-Dissoudre 1mg de protelnes Iyophlllsees dans 8@ute tampon

-chauffage a 100° C pendant 4a 5 min puis refraidirs un bain d’eau froide.

-ajouter 200ul d’une solution de glycérol 50% (w¥)guelque grain du bleu de bromophenol.
v Solution de persulfate d’ammonium

Persulfate d'ammonium..................cooe v, 0,19

Eau distillée (gSP) ... cvvevvreeieieiie e ieiiennns 1mi
v' Conduite de I'électrophorése

1. Préparation du gel de séparation : T=17% et C=2%(pour une plaque)

SOIULION (A) ., 1,3ml
SOIULION (S) e 2,5ml
Eaudistillée ..........cooeiii i 2,73ml

Dégazer pendant 2 min maximum
SDS 10% ...vvvvveiiiiiiiie e e e 2. 100
TEMED.. I o10] V1
Persulfate d ammonium 10% SUST— X0 [0]VY
Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plagumaiedre hauteur.

2. préparation du gel de concentration : T= 4,8% e€C= 2,7%( pour une plaque)

SOIULION (A) .. 1,3ml
SOIULION (C).vneei i 2,5ml
Eaudistillée..........cooooiiiiiii 5,8ml
Dégazer quelques secondes

Solution de SDS 10%.........ccccovvvvevvvrvrimmmmnmnnn. 100pl
TEMED.. 10 V1
Persulfate d ammonium a 10% ..................... 100ul

-Couler immédiatement sur le gel de séparationedtrenle peigne
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-Un échantillon protéique est chauffer a 100°C pahdbmin en présence d’'un détergent
anionique SDS (10% ) et un agent réducteur chdegéompre les ponts disulfures, le 2-

mercaptoéthanol . La plupart des polypeptides dant ce cas dissociés, ce qui permet la
fixation du SDS sur les zones hydrophobes des ekgmeptidiques, les polypeptides seront
chargés négativement donc ils seront séparés keimntailles.

Dépbt d’échantillon : 10 a 20l

Mise sous tension : 20mA, 25V

Annexe 10 : Révélation des bandes de migration étemphorétiques (native et SDS)
Solution de fixation
TCA o120

Eaudistillée. ..o i 100ml

Solution de coloration

Bleu de Coomassie R250..............................0,5g
Méthanol.............ccoooii i 100ml
Eaudistillée..........ccoovei i 100ml

Solution de décoloration
Acide acétique..........coooi i, 37,5ml
Eaudistillée............cooiiiiii 312,5ml
Méthanol..........cc.ooiiii 150ml



