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Introduction générale
« Que ton aliment soit ta seule médecine. » Ces paroles d’Hippocrate, le pére de la médecine
occidentale, sont aujourd’hui encore plus vraies que jamais. Chaque jour, la relation entre les aliments
et la santé est renforcée. L'utilisation des aliments a des fins médicinales est a la portée des
consommateurs avec les aliments fonctionnels. Dans les faits, beaucoup d’aliments sont considérés
comme fonctionnels car la science découvre continuellement de nouveaux composés bénéfiques pour

la santé comme les antioxydants, les prébiotiques, les éléments phytochimiques, etc.

Les aliments fonctionnels contiennent des éléments bénéfiques pour la santé autres que les
macronutriments essentiels pour leur apport énergétique. Ces éléments a classer dans les
micronutriments peuvent étre qualifiés de bioactifs. Parmiles composés bioactifs les plus intéressants,
un grand nombre correspond a des molécules hydrophobes telles que les caroténoides, les vitamines
liposolubles, les flavonoides ou méme les acides gras. Ces composés étant hydrophobes, ils sont
caractérisés par une faible solubilité en milieu aqueux. lls ont généralement une faible biodisponibilité
impliquant une absorption minime au niveau du tractus gastro-intestinal. Une trées forte dégradation
au cours des procédés de formulation, de transformation et de conservation alimentaires constitue
encore une restriction a laquelle il faut remédier. Face a ces limites, de nombreuses solutions et
stratégies, notamment d’encapsulation, sont développées pour protéger ces bioactifs, augmenter leur
stabilité, leur efficacité et leur biodisponibilité. Les matrices d’encapsulation de bioactifs sont
nombreuses et diverses et peuvent étre a base de protéines, de lipides, de polysaccharides etc.
Cependant, chaque matrice présente des limites spécifiques. Le choix d’'une matrice appropriée au

bioactif a véhiculer et au produit fini dans laquelle elle sera incorporée s’avére primordial.

Parmi les nombreux systemes d’encapsulation disponibles, les nanoparticules a base de protéines ont
joui d’un intérét considérable ces dernieres années. Les micelles de caséines, protéines majoritaires
du lait, sont considérées comme des vecteurs naturels de composés bioactifs. Les caséines micellaires

sont des particules colloidales d’environ 80 nm de rayon formées par les interactions entre environ
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100 molécules de caséines et 800 nano-agrégats de phosphate de calcium amorphe. Leur structure et
leurs propriétés physicochimiques permettent leur utilisation a des fins d’encapsulation et de
libération contrélée de composés d’intérét dans des applications alimentaires. Leur caractére non
toxique et leur stabilité au cours des procédés de transformation les rendent d’autant plus

intéressantes.

Le premier objectif de cette thése était de mettre en évidence les interactions entre les micelles de
caséine et une molécule hydrophobe modéle représentative des bioactifs, la curcumine. L'étude de ces
interactions dans différentes conditions physicochimiques a permis d’évaluer le potentiel des micelles
de caséines en tant que transporteur de composés hydrophobes en milieux aqueux. Cette premiére
partie traitera également de l'influence de la présence de ce polyphénol sur la structure de la micelle

et sur ses propriétés de gélification acide.

Sachant qu'’il est intéressant d’incorporer des bioactifs dans des produits alimentaires courants, peu
couteux et largement consommés en France tels que des produits laitiers de type yaourt,
I'incorporation de la curcumine dans les yaourts a été étudiée. Dans cette étude, les composantes
biotiques représentées par les bactéries du yaourt et abiotiques du milieu ont été prises en compte
afin d’obtenir une incorporation efficace pour le consommateur. Une fois la curcumine encapsulée
dans les micelles de caséines, son incorporation dans un produit type yaourt doit faire face a la
présence des bactéries lactiques que sont Lactobacillus delbrueckii bulgaricus et Streptococcus
thermophilus. L’étude de I'interaction entre la curcumine et ces bactéries constituait ainsi le deuxiéme

objectif de la thése.

Une fois la curcumine ajoutée au lait, elle risque de subir des altérations suite aux nombreux
traitements de préparation, aux procédés de transformation et aux diverses contraintes que peut
imposer le stockage. Par ailleurs, les protéines laitieres sont souvent utilisées en industrie sous forme
de poudres dans diverses formulations. || semblait ainsi nécessaire de tester si les micelles de caséines

permettent de protéger la curcumine d'un tel procédé. Le troisieme objectif de cette these était la
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production d’une poudre de caséine enrichie en curcumine et la vérification de la préservation de son
activité antioxydante. La conservation des propriétés fonctionnelles des micelles de caséines dopées
et atomisées a également été étudiée, notamment les propriétés de gélification acide. Cette étude
nous a permis de produire une poudre active contenant un bioactif « intégre » et pouvant étre ajouté

aux autres constituants du lait pour produire des produits laitiers de type yaourt a valeur ajoutée.

La présentation de ce travail s’articule en trois chapitres :

Dans un premier chapitre, une synthése bibliographique présentera les bioactifs utilisés dans les
aliments fonctionnels, ainsi que leurs propriétés et leurs limites d’incorporation. L’encapsulation des
bioactifs et les principales matrices utilisées seront proposées. La derniere partie développera
spécifiqguement la matrice choisie dans notre étude : la micelle de caséine d’un point de vue structural
et technofonctionnel. Pour cloturer ce premier chapitre, les différents objectifs de la these seront

présentés.

Le deuxieme chapitre sera consacré a la présentation des outils méthodologiques et matériels utilisés
pour étudier les interactions entre la curcumine, la micelle de caséine et les bactéries lactiques du

yaourt ainsi que pour la production de la poudre de caséine dopée en curcumine.

Le troisieme chapitre présentera les résultats et discussion sous forme des trois publications. La
premiere publication vise a comprendre le comportement des complexes caséines micellaires-

curcumine pendant I'acidification.

Les propriétés de fluorescence des micelles de caséines et de la curcumine ont été utilisées pour
évaluer I'ampleur des interactions entre la curcumine et les caséines micellaires. La structure interne
et la structure globale des micelles de caséines dopées avec la curcumine ont été analysées par
diffusion des rayons-X aux petits angles et par diffusion dynamique de la lumiere. L'influence de la
température et du pH sur la stabilité des complexes caséines micellaires-curcumine et de leurs
propriétés de gélification a été étudiée par spectroscopie de fluorescence et par des mesures de

rhéologie et diffusion multiple de la lumiére.
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Article 1 : Khaniji, A. N. et al. Structure and gelation properties of casein micelles doped with curcumin

under acidic conditions. Food Funct. 6, 3624—-3633 (2015).

La deuxieme publication vise a étudier les interactions curcumine-bactéries lactiques. La microscopie
a épifluorescence a été utilisée pour visualiser qualitativement les interactions entre ces deux
composants. Pour mieux déterminer quantitativement ces interactions, la fluorescence et le quenching
de fluorescence des résidus tryptophane ont permis d’évaluer I'intensité des interactions curcumine-
bactéries lactiques. L’activité antibactérienne de la curcumine a été aussi évaluée. Enfin, les propriétés
de gélification du lait ont été étudiées en présence de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus et
Streptococcus thermophilus par diffusion multiple de la lumiéere et par des mesures rhéologiques afin
d’évaluer les modifications induites dans une matrice complexe protéique par la coexistence des

bactéries et de bioactifs.

Article 2: Khanji, A. N. et al.The study of curcumin interaction with micellar casein and lactic acid

bacteria cell envelope. Soumis a LWT (2017a).

Le troisieme et dernier article est consacré a la production par atomisation d’une poudre de micelles
de caséines dopées en curcumine. La poudre dopée de curcumine a été par la suite caractérisée et
I'influence de I'ajout de la curcumine sur les différentes propriétés physicochimiques de la poudre a
été évaluée. L'activité antioxydante de la curcumine encapsulée a été déterminée. Enfin, I'effet de
I'ajout de curcumine aux micelles de caséines et la production d’une poudre dopée sur les propriétés

technofonctionnelles des micelles ont été étudiés par des mesures rhéologiques.

Article 3 : Khaniji, A. N. et al. Structure, gelation and antioxidant properties of a curcumin-doped casein

micelle powder produced by spray drying. Soumis a Food Chemistry (2017b).

Ce travail s’achevera par une conclusion générale permettant de faire un bilan sur les résultats obtenus

et d’ouvrir sur les nombreuses perspectives que soulévent cette these.
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Chapitre | : Synthese bibliographique

1. Introduction

Dans le passé, les aliments étaient reconnus principalement pour leur apport en substances nutritives
nécessaires au fonctionnement normal du corps. Aujourd’hui, la diversité des aliments mis sur le
marché et les innovations sont davantage voire exclusivement liées aux nouvelles technologies.
L'apparition de nouveaux produits est reliée au concept de la qualité qui englobe plusieurs éléments :

co(it, sens, praticité, santé, sécurité et environnement .

. Evolution de la valeur ajoutée

Convergence Aliment/Alimentation/5anté .
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Figure 1. Evolution de la valeur ajoutée de 'aliment au fil des années 1.

Au cours des deux derniéres décennies, les consommateurs sont passés du simple fait de satisfaire les
besoins nutritionnels a la consommation d’aliments pour le maintien du bien-étre et la réduction des
risques de maladie (Figure 1) 2. Aujourd’hui, il est généralement admis que la consommation de « bons

» aliments augmente la longévité et améliore la qualité de vie.

Le changement d’attitude des consommateurs envers les aliments et la modification des tendances
dans l'approvisionnement alimentaire résultent d’un grand nombre de facteurs, tels que le

vieillissement de la population, I'augmentation des colts des soins de santé, le désir des
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consommateurs d’améliorer leur santé, la sensibilisation et |'évolution des attentes des
consommateurs, les preuves scientifiques que le régime alimentaire modifie la prévalence des
maladies et leur progression, les progres scientifiques et technologiques en alimentation et les

changements de réglementation sur les aliments.

Compte tenu des tendances en matiére de demande des consommateurs, I'industrie alimentaire a mis
sur le marché une nouvelle catégorie de produits que sont les « aliments fonctionnels » 2. A titre de
définition générale, un aliment est « fonctionnel » s’il contient une composante alimentaire qui affecte
une ou plusieurs fonctions précises du corps et qui produit des effets positifs. Cet effet devrait étre

utile au bien-étre et a la santé ou permettre de réduire le risque de maladie 3.

Un aliment fonctionnel peut étre obtenu :

En éliminant I'un des composants d’un aliment, connu ou identifié pour ses effets nocifs sur la

santé des consommateurs (protéines allergéniques, par exemple) ;

e En ajoutant, a des produits alimentaires, une substance, normalement absente de la majorité
de ces aliments, mais dont les effets bénéfiques sur la santé ont été démontrés (antioxydants
non vitaminiques, fructosane prébiotique) ;

e Enaugmentant la concentration d’'un composant naturel dans un produit afin d’atteindre une
concentration susceptible d’induire des effets souhaités (vitamine C) ;

e Enremplagant un composant, notamment un macronutriment, dont la consommation abusive
provoque des effets nocifs (graisses), par un autre, aux effets bénéfiques reconnus (inuline de
la chicorée) ;

e En améliorant ou en modifiant la biodisponibilité des composants alimentaires, généralement

reconnus par leurs effets positifs sur la santé humaine (Tableau 1).
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Tableau 1. Les différentes catégories des aliments fonctionnels *.

Produit non-modifié Aliment qui a, naturellement, une teneur élevée
en éléments nutritifs ;

Produit enrichi Aliment ou la teneur des éléments nutritifs est
augmentée ;

Produit supplémenté Aliment auquel sont ajoutés des éléments
nutritifs qu’il ne contient pas normalement ;

Produit modifié Aliment dont sont remplacés les éléments
existants par des éléments bénéfiques pour la
santé ;

Produit amélioré Aliment brut dont est changée la composition

en éléments nutritifs.

2. Les bioactifs
L'effet santé des aliments fonctionnels est d{i particulierement aux substances biologiquement actives
présentes dans les produits alimentaires. Il s’agit notamment des fibres alimentaires, des minéraux,
des vitamines, des oligo-éléments, des protéines, des peptides, des acides aminés, des acides gras
spécifiques (acides gras polyinsaturés (oméga-6 et oméga-3) et acides gras monoinsaturés (oméga-9)),
des substances phytochimiques, des antioxydants, des probiotiques, etc. Ces substances sont

qualifiées de « bioactifs ».

Certains de ces bioactifs sont déja utilisés en tant qu’additifs alimentaires et ce pour leurs propriétés
colorantes, antioxydantes, texturantes, conservatrices, etc. et non pas pour leurs propriétés
biologiques. Un additif alimentaire est en effet défini en tant que substance qui n’est pas normalement
consommée en tant que denrée alimentaire, ni utilisée normalement comme ingrédient
caractéristique d’'une denrée alimentaire, qu’elle ait ou non une valeur nutritive, et dont I'addition
intentionnelle a une denrée alimentaire dans un but technologique (y compris organoleptique) a une
étape quelconque de la fabrication, de la transformation, de la préparation, du traitement, du

conditionnement, de I'emballage, du transport ou de I'entreposage de ladite denrée entraine, ou peut,
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selon toute vraisemblance, entrainer (directement ou indirectement) son incorporation ou celle de ses

dérivés dans cette denrée ou en affecter d’une autre fagon les caractéristiques °.

Les additifs qui sont déja utilisés en industrie alimentaire que ce soit en tant que colorant, antioxydant
ou conservateur et qui possedent en plus des activités biologiques intéressantes leur permettant d’étre
classés dans le groupe des bioactifs seront notés par la suite selon leur code E et leur dose journaliére

sera précisée.

En général, les bioactifs sont classés en trois catégories :

e Les bioactifs hydrophobes
e Les bioactifs hydrophiles

e Les probiotiques

Incorporer ces bioactifs a activités biologiques intéressantes dans des matrices alimentaires et les

préserver sera bénéfique pour le consommateur.

Quelques exemples de ces bioactifs classés en fonction de leurs caractéres hydrophiles ou
hydrophobes sont listés dans le tableau 2 avec une indication sur les sources alimentaires et les

activités biologiques associées a ces molécules.
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Bioactifs Sources alimentaires Activités biologiques Références
Bioactifs hydrophobes
Les catéchines, - Fruits : pommes, raisins, cerises. Importante activités antioxydantes, antibactériennes, 6
épicatéchines, - Légumes : feves, haricots verts. antifongiques, anti-inflammatoires et anticancéreuses.
épicatéchines gallate. - Thé vert.
La curcumine - Rhizomes d'une plante appelée Curcuma longa. Importantes propriétés antioxydantes, 7-13
- Présente dans les épices du curry et dans la antimicrobiennes, anti-cancéreuses, anti-inflammatoires
moutarde, les produits laitiers (dans le yaourt en et cicatrisantes.
tant que colorant) et les boites de conserve de
poissons en tant que colorant.
La quercétine - Fruits : pommes - Importantes activités anticancéreuses surtout le cancer 14-17
- Légumes : oignons du pancréas
- La liveche - Protection cardiovasculaire :
- Les thés * Inhibition de I'agrégation plaquettaire (athérosclérose)
- Les vins rouges * Diminution des troubles coronariens et des accidents
- Les capres vasculaires cérébraux
Le Resvératrol - La vigne - Importante activité antioxydante 18-20
- Le raisin - Inhibition des maladies coronaires cardiovasculaires et
- 'arachide inhibition de I'agrégation plaquettaire
- Le pistachier - Activité anticancéreuse, en particulier contre le cancer
du colon
- Réduction du poids et de I'obésité en augmentant la
sensation de satiété
Le lycopéne - Fruits : tomate, melon, papaye, - Activité antioxydante 21,22
pamplemousse rose, goyave. - Induction de I'apoptose dans les cellules cancéreuses
et inhibition de leur prolifération
La lutéine - Légumes : mais, carotte, épinards, oseilles - Atténuation des dommages rénaux induits par le 23

- Jaune d’ceuf

diabete
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Les acides gras - Huile de lin - Réduction des maladies cardiovasculaires. 24,25
polyinsaturés - Huile d’olive - Prévention contre le cancer du sein et de la prostate.
- Huile d'origine marine - Activités anticancéreuses, anti-stress et thérapeutiques
pour les diabetes de type l et Il
Le B-caroténe ou - Fruits : mangues, abricots - Inhibition des maladies cardiovasculaires, des maladies 26
vitamine A - Légumes : carottes, légumes vert, patates douces, oculaires, des cancers et diverses autres maladies
persil chroniques
a-tocophérol ou - Huiles végétales - Inhibition de 'oxydation des lipides en tant que 27
vitamine E piégeur de radicaux libres
Vitamine D - Lait, Beurre - Activité neuro-immuno modulatrice 28,29
- Poissons gras (espadon, saumon, truite) - Effet sur la différenciation et la fonction des cellules du
- Foie de veau/volaille systeme immunitaire.
- Amélioration de la masse et des performances
musculaires.
Bioactifs hydrophiles
Les anthocyanes - Fruits : myrtille, mdre, cerise, raisin noir et orange - Activité antioxydante 30,31
sanguine - Prévention des risques cardiovasculaires
Vitamine C - Les agrumes : orange, pamplemousse, mandarine - Activité antioxydante importante 32,33
- Fruits frais ; goyave mangue, papaye, kiwi, fraise, - Inhibition de la formation des composés cancérigénes
ananas - Biosynthése de la carnitine et de la noradrénaline
- Légumes : chou, brocoli, poivron vert ou rouge, - Stimulation de la synthése du collagene
pois vert cru. - Modulation des systemes de neurotransmetteurs du
cerveau

- Amélioration de I'immunité contre les maladies
- Réduction des risques de développement de cancer
des maladies cardiaques et de la cataracte
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Acides caféique et - Plantes : sauge et menthe - Propriétés antivirales, anti-inflammatoires et anti- 34
chlorogénique - Café carcinogenes importantes
Les probiotiques
Bifidobacterium, Pas de source alimentaire mais incorporés dans de - Réle thérapeutique de modulation de I'immunité, 35-37
Lactobacillus nombreux aliments tels que les yaourts, les céréales réduction du taux de cholestérol, amélioration de la
etc. tolérance au lactose et inhibition des risques de

développement de cancer

Tableau 2. Exemples de quelques additifs naturels, leurs sources alimentaires et leurs activités biologiques
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Comme il a déja été précisé dans le tableau 2, des activités biologiques intéressantes et nombreuses
sont associées aux bioactifs alimentaires naturels. Cependant, afin de bénéficier de ces activités, il est
nécessaire que le bioactif soit préservé apres les étapes de transformation liées a la préparation de
I"aliment, a son conditionnement, a son stockage ou méme a son ingestion par le consommateur. Selon
leur structure et leur solubilité dans I'eau, les bioactifs peuvent étre classés en hydrophobes et

hydrophiles. Les probiotiques constituent a eux seuls un groupe a part.

2.1. Les bioactifs hydrophobes

2.1.1. Les polyphénols

L'appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de plus de
8000 molécules, divisé en une dizaine de classes chimiques dont un point est commun : la présence
dans leur structure d'au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d'un nombre
variable de fonctions hydroxyles (OH) 3% |l existe de nombreuses classes de polyphénols

phloroglucinols, quinones, stilbénoides, coumarines, anthocyanes, tanins, flavonoides, acides-
phénols,...). Ces structures peuvent également étre acylées, glycosylées, ce qui donne une grande
variété de structures et de polarités. Cependant, une grande majorité des composés phénoliques

présentent une trés faible ou aucune solubilité dans I'eau.

2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes partageant tous une méme structure de
base formée par deux cycles aromatiques désignés par A et B reliés par trois carbones : C6-C3-C6,

chaine souvent fermée en un hétérocycle oxygéné hexa- ou pentagonal *° (Figure 2).

12
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Figure 2. Structure de base des flavonoides “°.

On les classe en fonction du degré d’oxydation du noyau pyranique central. On les distingue aussi par
le nombre et la position des groupements hydroxyles, par I'existence ou non de substituants sur la
génine *. Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possédent le
méme élément structural de base. lls peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré
d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B relié a I’hétérocycle C dans les positions 2 ou 3

(Figure 3) :

Dans la position 2 : le flavonoide est appelé flavane.

e Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme isoflavane.

e Sila position 4 du flavane porte un groupement carbonyle, la molécule est appelée flavanone.

e Sila liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est en plus insaturée, le composé est
nommé flavone.

e Si le squelette précédent est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il est

désigné par le nom de flavonol %2,

13
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Flavane Isoflavane

Flavanone

Flavonol

Figure 3. Structures des différentes classes de flavonoides .

i) Les catéchines
La catéchine est un composé de la famille des flavonoides de la sous-classe des flavanols. Elle est aussi
connue sous le nom de catéchol. La catéchine, I'épicatéchine et I'épicatéchine gallate sont les plus
connus et les plus présents en tant que polyphénols dans le thé vert ®. Elles subissent la dégradation
et I'épimerisation une fois exposée a des températures élevées, a des fluctuations de pH, et a la

présence d’oxygéne et de lumiére les rendant moins biodisponibles *** (Figure 4).
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(-)-Epi-form (2R, 3R)

-)-Epicatechin: R1=R2=H]
-Epigallocatechin: R1=0H, R2=H
-Epicatechin gallate: R1=H, R2-X

(
(
(
(-)-Epigallocatechin gallate” R1=0OH, R2=X

=)
-)
-)

OH
OH

OH
OH
(+)-form (2R, 38)

(+)-Catechin: R1=H
{+)-Gallocatechin: R1=0H

Synthése bibliographique

OH
OH
. 0 OH
o« — 6 yon
OH

(-)-form (25, 3R)
(-)3-Catechin: R1=R2=H
(-}-Cialiocatechin: R1=0H, R2=H

(-)-Catechin gallate: R1-11, R2=X
(-)3-Gallocatechin gallate: RI=0H, R2=X

OH
OH

OH
OH

(+)-Epi-form (28, 38)

{=)-Epicatechin

Figure 4. Structures chimiques des catéchines et de leurs épiméres .

ii) La quercétine

La quercétine, également appelée 3,3', 4', 5'-7-pentahydroxyflavone, appartient a la famille des

flavonoides sous la classe des flavonols ¢ (Figure 5).

Figure 5. Structure chimique de la quercétine +’.
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Elle se dégrade sous traitement thermique, a I’exposition a 'oxygéne et a la lumiére . De plus, elle est
peu soluble dans I'eau et possede une stabilité médiocre durant les procédés de fabrication la rendant

difficile a incorporer dans les produits alimentaires .

2.1.3. Les non flavonoides
i) Lacurcumine
La curcumine, également connue sous le nom de 1, 7-bis (4-hydroxy-3-méthoxyphényl) -1,6-
heptadiéne-3, 5-dione, est un polyphénol présent dans les rhizomes d'une plante appelée Curcuma
longa (Figure 6). De par sa couleur jaune orangée, la curcumine a été traditionnellement utilisée dans

les aliments en tant que colorant naturel E 100 .

HO OH

CH,0 S S XN OCH;

Figure 6. Structure chimique de la curcumine *°.

La dose journaliére de curcumine en tant qu’additif colorant est de 0 a 3 mg/ kg de masse corporelle
par jour selon le réglement UE 231/2012 et de la JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
additives) et sa concentration maximale dans les aliments de type potage est de 50 mg/ kg d’aliments
5, Elle peut étre utilisée seule ou avec d'autres colorants notamment dans les matiéres grasses,
fromages fondus, produits a tartiner, viandes et produits de la péche préparés, saucisses, boissons
alcoolisées ainsi que divers produits agroalimentaires tels que des plats préparés et confiseries 1.
Cependant, sa nature lipophile conduit a une faible biodisponibilité une fois ingérée 274, De plus, la
curcumine est aussi dégradée a pH basique et neutre, a de hautes températures, a I'exposition a la
lumiére, aux enzymes et a I"oxygéne >>°° Les différentes voies de dégradation de la curcumine sont

représentées dans les (Figures 7-8) ainsi que les principaux produits de dégradation dans le tableau 3.
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Réduction des doubles liaisons Clivage de la chaine carbonée
e.g. hexahydrocurcumine e.g. vanilline, acide férulique
OH O

=@ @0
J J YR
HO OH
S / HaCO \COH
OH O HoU\J

™ . =F i| = OCH;

HO Curcumine ~*"0H

HACO

Conjugaison avecl’acide

- If Oxydation
g!ucurontqu_e ] @ @ e.g. bicyclopentadione
e.g. curcumine glucuronide

OH O ~OH
HaCO AN AZ OCH3 o
| e 5 Hﬂcoﬁo Z OCH3
o
HO v COoMH HO ~ X
HO o
HO OH
OH

Figure 7. Les différentes voies de dégradation de la curcumine : (a) réduction (b) conjugaison (c) oxydation (d)

Auto-

Produit principal
oxdyationt P P

Composé et structure

o0 ~
HCO Sy A OCH, (Y
M Rapide | MO~ 0 oo,
HO . oM - - 7
Curcumine (minutes) HO 7N .
HO W

Bicyclbpentadione

EOH

OH O

OCH
N /ﬁ : Lente HiCO._s OTO
HO A om heures/jours) HOQ Q
HO ]

Deméthoxycurcumine (DMC) X e
Deméthoxycyclopentadione
OH O [§) OH
AN A ’ Sta!)le, o C{@
0 nécessite une
HO Z ™ OH oxydation
. . . chimique ou HO 0
Bisdeméthoxycurcumine (BDMC) enzymatique) Bisdeméthoxyspiroepoxide
TG OCH;
HLCO SN = OCH,4 O
O O Lentt.a HCO. - o\\,o OCH,
HACO ou |(heures/jours) |
ok o IS
4'-0-méthylcurcumine o
méthylbicyclopentadione
OH 0
H4CO. . OCH
© ® NN O | stabte ND

HLCO OCH,

4'-4"”-0-diméthylcurcumine

Tableau 3. Les structures de la curcumine, de ces analogues et des composés dérivés de I'auto-oxydation °’.
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OH
OCH,;
OH" | Radical \(11{'
O ‘ o
: HO
Y
HO Produits de condensation OH
OCH; OCH; 0
Feruloylméthane Acide férulique
H,CO oH
OH"
\ O OH
CHO 0 HO
2 /”\ Acide vannillique
HO
OCH;
Vanilline Acétone Trans-6-{4'-hydroxy-3"-methoxyphenyl)-2,4-dioxo-5-hexenol

Figure 8. Les différents produits de dégradation et d’autoxydation de la curcumine dans un milieu alcalin °%.

ii) Le resvératrol
Le resvératrol (trans-resvératrol; trans-3,5, 4’-trihydroxystilbeene) est une phytoalexine
polyphénolique naturelle (Figure 9), synthétisée par une grande variété d'espéces végétales telles que
la vigne, I'arachide, le pistachier en réponse aux situations de stress telles que les infections
microbiennes, |'application de produits chimiques, l'irradiation aux UV, les changements de

température, les dangers mécaniques et |'exposition a I'ozone ou aux ions métalliques >°.

OH

HO N

OH

Figure 9. Structure chimique du trans-resvératrol .

Le resvératrol pourrait aussi étre dégradé une fois exposé a de hautes températures, a des fluctuations

de pH, aux rayons UV et a certaines enzymes 5753, Cette dégradation est traduite par une isomérisation
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du trans - resvératrol en cis- resvératrol. Ce dernier n’est pas aussi efficace en tant qu’anti-

inflammatoire et antioxydant ® (Figure 10).

OH HO

= Epimérisation

>

trans-resveratrol cis-resveratrol

OH HO

Figure 10. Epimérisation du trans-resvératrol en cis-resvératrol .

iii) Le lycopene
Le lycopéne (¥, W-carotene), caroténoide le plus abondant dans les tomates, est utilisé comme
colorant E160d, seul ou en association avec d'autres colorants dans I'alimentation transformée (Figure
11). Les produits affectés sont, entre autres, des fromages ou leurs croutes comestibles, produits de
boulangerie fine, viandes et poissons traités, assaisonnements et condiments, soupes, sauces, et divers
produits agroalimentaires comme les confiseries, les boissons et produits laitiers aromatisés, les glaces,
ainsi que diverses boissons alcoolisées *. Sa dose journaliére arrive jusqu’a a 0,5 mg / Kg de masse

corporelle par jour .

Figure 11. Structure chimique du lycopéne °°.

Cependant, en raison de la présence de doubles liaisons conjuguées dans la structure moléculaire, le
lycopéne est sensible aux oxydants, a la lumiéere et a la chaleur, et peut étre facilement détérioré une

fois exposé a ces facteurs ®” (Figure 12).
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S e N DT TR RIS =
Isomérisation Thermique Photo-induite
Dégradation All-trans All-trans, 13-cis, 15-cis, 7-cis
Formation 13-cis 5-cis

9-cis 9-cis

15-cis

Figure 12. Les différentes voies et produits de dégradation du lycopéne .
iv) La lutéine
La lutéine est un caroténoide présent dans les fruits et légumes (Figure 13). La lutéine E161b est
un additif colorant utilisé seul ou en association avec d'autres colorants dans les fromages, les
confitures, les pates a tartiner, certains poissons et produits de la péche transformés, etc. Comme
I'ensemble des colorants, il est également utilisé dans de nombreux produits agroalimentaires,
confiseries et boissons gazeuses, par exemple. |l est vraisemblablement trés utilisé dans

I'alimentation des volailles, pour la coloration de leur chair et du jaune d'ceuf.

OH

T N T T T Ny T Ny

Figure 13. Structure chimique de de la lutéine .

Cependant, son application dans les aliments est limitée par son instabilité en présence d'oxygene,
de lumiere et de hautes températures lors de son extraction due a sa structure a huit doubles

liaisons conjuguées (Figure 14).
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l.u(?()ll
+ 0,

LutOO-LutO0’

7

Dégradation
Auto-oxydation

+ 0,

Lut*+ ‘0,

Figure 14. Les différentes voies de dégradation de la lutéine lors de son extraction .

2.1.4. Les acides gras polyinsaturés

L'ajout des acides gras polyinsaturés (AGPI), connu sous le nom d’oméga-3 et oméga-6, aux aliments a
connu une augmentation spectaculaire dans le marché ces derniéres années. En effet, la
consommation des aliments fonctionnels qui en contiennent ne cesse d’augmenter due aux diverses

activités biologiques qu’ils engendrent sur la santé du consommateur .

Parmi ces lipides, I’huile de lin présente une source trés riche en acides gras polyinsaturés comme
I'acide a-linoléique. Cependant, son utilisation dans les aliments a systeme aqueux est limitée par sa
nature hydrophobe et sa sensibilité a la peroxydation (Figure 15). En s’oxydant, les carbones C9 et C12
de I'acide linolénique (C18:2) génerent quatre isoméres hydroperoxydes ou HPOD diénes conjugués.
La formation de ces composés s’initie par I'abstraction du radical hydrogéne sur le carbone en position
A11 et se poursuit par la production d'un radical alkyle qui réagit avec I'oxygene en positions C-9 et C-
13 pour produire un mélange de deux HPOD diénes conjugués (Figure 15). Ces derniers contenus dans
les produits alimentaires sont absorbés par I'intestin gréle au cours de la digestion et sont reconnus
comme cytotoxiques, en particulier par leurs effets déléteres au niveau sanguin, et leurs propriétés

pro-inflammatoires 7°.
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1300H ¢9.111-C18:2 900H t10,c12-C18:2

Figure 15. Peroxydation de I'acide linoléique : zoom sur le carbone en position 11 72,

De méme, I’huile d’olive contient beaucoup de triglycérides composés principalement d’acide oléique
et de peu d’acides gras saturés. La perte des nutriments et de la flaveur résulte de I'oxydation, de la
conversion des acides gras insaturés en saturés et de la production de produits détériorants tel que les

dérivés réactifs de I’'oxygeéne 7.

Sachant que les acides gras polyinsaturés ne peuvent étre produits par le corps humain, leur

consommation doit se faire via I’alimentation.

2.1.5. Les vitamines liposolubles
i) Le B-caroténe ou Vitamine A
Le B-caroténe (E160a) présente une couleur intense rouge / orange / jaune et peut étre utilisée en tant
gue colorant naturel dans les aliments. Le béta-carotene E160a est ajouté notamment dans les
fromages, matieres grasses, beurres, fruits (rouges) et légumes en conserves, confitures, potages,
céréales pour petits déjeuners, saucisses, produits de la péche traités, ainsi qu'une quantité
impressionnante de produits agroalimentaires tels que les plats préparés, confiseries, glaces, boissons

gazeuses °1. Sa dose journaliére peut atteinde 5 mg/ kg de masse corporelle par jour.

22



Synthése bibliographique

Figure 16. Structure chimique du 8-caroténe

Cependant, cette longue molécule (Figure 16) est hydrophobe et sa température de fusion est tres
élevée, ce qui conduit a une trés faible solubilité dans I'eau et a une solubilité limitée dans I'huile a
température ambiante 7%, Plusieurs mécanismes sont liés a I’oxydation des caroténoides en général et
du B-caroténe en particulier (Figures 17-18). Ainsi, le B- caroténe est difficile a incorporer dans de
nombreux aliments, et tend a avoir une biodisponibilité orale faible et variable. De plus, le B-caroténe

est une molécule polyinsaturée qui est tres sensible a la dégradation chimique pendant la production

75,76

alimentaire, le transport et le stockage

IARARARARANN X Cis-beta-carotenes

all-trans-beta-carotene

Carbon-peroxy] triplet biradical Carbon-peroxyl triplet biradical

Betacarlenc \ / ch curolene

P P PR
S"l S"l

Endoperoxides

o
>~ -~ ~ NS 4
Y S X ~ ST + CarQe

5,6-Epoxide 15,15"-Epoxide
2° Reactions

Carbonyl Compounds, Carbon Dioxide, Carboxylic Acids

Figure 17. Les différentes voies d’oxydation du B-caroténe 7>.
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Acide Transfert d’électrons )
Carli® (Métal) Transfert d’électrons
E (Radical)
A Care* Care*
A
\ ; ROO
Fe*
> AH e g (j
[/ ROO*
Photodégradation Fe* 'i:k‘(‘)((’;'{- Abstraction d’hydrogéne
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Auto-oxydation Dégradation thermique

Figure 18. Les différents mécanismes d’oxydation des caroténoides tels que le 8-caroténe, la lutéine et le lycopéne
73

ii) Vitamine E ou a-tocophérol
La vitamine E est une vitamine liposoluble recouvrant un ensemble de huit molécules organiques,
guatre tocophérols et quatre tocotriénols. La forme biologiquement la plus active est I'a-tocophérol,
la plus abondante dans I'alimentation étant le y-tocophérol. Ces molécules sont présentes en grande
guantité dans les huiles végétales. Elles agissent essentiellement comme antioxydants contre les
dérivés réactifs de I'oxygene produits notamment par |'oxydation des acides gras. Cela lui permet
d’étre utilisé en tant qu’additif alimentaire (E306, E307) 7. Sa dose journaliére peut atteindre 0,15
mg/kg de masse corporelle par jour. Il peut étre ajouté dans les matiéres grasses et huiles (sauf huiles
vierges et huiles d'olive non raffinées), les préparations pour nourrissons et enfants en bas age, et

quantum satis dans la fabrication d'enzymes et de nutriments >,
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Figure 19. Structure chimique de I'a-tocophérol 7%.

Cependant, la structure chimique de ces vitamines composée de doubles liaisons conjuguées (Figure
19) les rend trés sensible a I'oxygéne, a la lumiére et a la température °. En effet, les huit stéréo-
isomeéres qui constituent I’alpha-tocophérol subissent I'oxydation (exposition a la lumiere, I'oxygéne,

etc.) conduisant a la dégradation des sites actifs RRR et rendant donc la vitamine E inactive.

iii) Vitamine D
Le terme de « vitamine D » recouvre deux composés (Figure 20). L’ergocalciférol, ou vitamine D2, est
présent dans I'alimentation d’origine végétale. Le cholécalciférol, ou vitamine D3, est produit par la

peau sous l'action des rayons ultraviolets mais on le trouve également dans les aliments d’origine

animale.

Vitamine D2 Vitamine D3
(Ergocalciferol) (Cholecalciferol)

Figure 20. Structures chimiques des vitamines D2 et D3 %°.
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La vitamine D est une vitamine liposoluble qui joue un réle important dans la santé surtout au niveau
osseux. Chez les nourrissons, une carence grave en vitamine D provoque le rachitisme 8%, D'autre part,
|'apport excessif en vitamine D est associé au risque d’hypercalcémie ou d'hypercalciurie et de
problémes rénaux 82. En outre, les compléments alimentaires et diététiques sont considérés aussi
comme source de vitamine D. Puisqu'il est généralement conseillé de protéger les jeunes enfants
contre la lumiére directe du soleil pour prévenir le cancer de la peau, la majorité compte sur les
aliments et les suppléments diététiques pour se procurer la dose de vitamine D nécessaire pour leur

corps . Toutefois, son application est limitée par une faible solubilité dans I'eau.

2.2. Les bioactifs hydrophiles

2.2.1. Les anthocyanes

Les anthocyanes naturelles sont des pigments végétaux nuancés du rose au pourpre, elles sont
présentes dans une variété de fruits et légumes, des feuilles et des racines 3° (Figure 21). On identifie
aujourd'hui prés de 600 anthocyanes. D'origine naturelle (pigment végétal), I'additif colorant composé
d’anthocyanes est régulierement présenté comme sans danger, voire bénéfique vu ses propriétés
entre autres antioxydantes. Leur fort pouvoir colorant, leur solubilité en milieu aqueux et leur absence
de toxicité font des anthocyanosides des colorants naturels utilisés pour remplacer les colorants

synthétiques dans l'industrie agroalimentaire 8,

B
Rd-. N =
e T o \\"‘\““‘& ,’/
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-
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R3~ 8 T TN T 3 g
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Figure 21. Structure chimique d’un anthocyane 3.
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Cependant, il ne faut pas le confondre avec I'additif industriel E163 qui provient de I'extraction des
restes de raisins noirs et de fruits rouges. L'extraction est réalisée a I'aide de principes actifs douteux
comme le méthanol ou I'eau sulfitée, ou plus srs comme I'éthanol ou I'anhydride carbonique. Pour

ce, sa dose journaliére est limitée a 2.5 mg/kg de masse corporelle par jour L,

Les anthocyanes sont sensibles et dégradées a des pH acides et en présence d’oxygéne 38 (Figure 22).
Les traitements thermiques, une exposition aux rayons UV ou l'utilisation d'enzymes induisent
également la dégradation des anthocyanines. Aprés digestion, les anthocyanines sont absorbées au
niveau de l'estomac et de l'intestin. Toutefois, les conditions dans le tractus gastro-intestinal
déclenchent la dégradation de ces composés, ce qui expligue pourquoi la biodisponibilité des

anthocyanines est trés faible .
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Figure 22. La dégradation d’un anthocyane & pH = 3,5 %.

2.2.2. Les vitamines hydrosolubles

i) La vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique (AA) est une vitamine hydrosoluble sensible a la chaleur et a la

lumiere jouant un réle important dans le métabolisme de I'étre humain et de nombreux autres
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mammiféres. La vitamine C ou acide L-ascorbique est utilisé aussi comme additif alimentaire noté E300

(Figure 23).

CH,0H

HO

HO OH

Figure 23. Structure chimique de I’acide L-ascorbique .

En France, le besoin a été fixé chez I’homme a 90 mg par jour et la référence nutritionnelle pour la
population & 110 mg par jour, ce qui rejoint les chiffres proposés par I'EFSA (2001) . Chez la femme,
I’'EFSA a proposé un besoin et une référence pour la population plus faible (95 mg/j), considérant que
le plateau de concentration plasmatique était obtenu pour un apport légerement plus faible que chez
I'homme. En 2013, I'EFSA confirme sa position publiée en 2006 et estime que les données sont

insuffisantes pour proposer une limite de sécurité pour la vitamine C *°,

Sachant que le corps humain est incapable de la synthétiser ni de la stocker, les quantités appropriées
doivent étre fournies régulierement dans le régime alimentaire. Les fruits frais et surtout les agrumes
et les légumes a feuilles vertes sont de bonnes sources d’AA °1. Cependant, ce dernier se détériore
lorsqu'il est exposé a I'humidité, a I'oxygene, a la lumiére et a des fluctuations de pH. En raison de son
instabilité, la perte d’AA dans les fruits et |égumes est accélérée apres la récolte, aux températures de
stockage et pendant les opérations de transformation ultérieures 2. L'oxydation est le principal facteur
responsable de la perte d’AA conduisant a la formation de I'acide déhydroascorbique, qui est encore
biodisponible. Une oxydation supplémentaire conduit a I'acide dicétogulonique et entraine une perte

compléte de la bioactivité (Figure 24).
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Figure 24. L’oxydation de I'acide ascorbique et ses dérivés de dégradation *.

ii) Les acides caféiques et chlorogéniques

Les polyphénols les plus connus dans le café sont les acides phénoliques et principalement I’acide
caféique (Figure 25). C'est un dérivé de I'acide cinnamique qui a une structure trés proche de I'acide

férulique.

0
HO—C—C H

OH

Figure 25. Structure chimique de I'acide caféique %
En général, il est présent sous forme estérifiée, principalement avec I'acide quinique avec lequel il

forme I'acide chlorogénique (Figure 26).
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OH

Figure 26. Structure chimique de I’acide chlorogénique %*.

Cependant, l'acide chlorogénique présente une instabilité face a de hautes températures et
s’épimerise. Il se dégrade ainsi en entrainant les acides caféique et quinique avec lui pour former des
mélanoides . De plus, une forte torréfaction induit aussi la production de composés carcinogénes et

a une perte de composés bioactifs qui sont fortement oxydés en présence de lumiére et d’oxygéne .

2.3. Les probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants (bactéries ou levures) qui, ajoutés comme
compléments a certains produits alimentaires comme les yaourts ou les céréales, ont un effet
bénéfique sur la santé de I'hdte ¥. Les bactéries lactiques sont parmi les principaux probiotiques. Leur
nom vient du fait qu'elles ont la faculté de produire de l'acide lactique. Elles comprennent,

notamment :

e Les lactobacilles (bactéries du genre Lactobacillus)
e Les bifidobactéries (bactéries du genre Bifidus)

e Les streptocoques (bactéries du genre Streptococcus).

Ces bactéries servent généralement a la production du yaourt (Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus
thermophilus), de choucroute, de légumes lactofermentés ou encore de salami (Lactobacillus

plantarum, extrait du levain a pain classique).

Les probiotiques sont administrés par voie orale et sont disponibles dans les produits alimentaires
(yaourt) ou sous forme de capsules, sachets ou comprimés. Une fois ingérés, ils doivent survivre dans

diverses conditions suite a leur passage dans le tractus gastro-intestinal (Gl) telles qu’un pH acide, un
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milieu riche en protéases et en sels biliaires %8, De plus, certaines bactéries probiotiques sont sensibles
a I'oxygéne et exigent des nutriments spécifiques pour croitre %°. Les Bifidobacterium qui sont les plus
utilisés dans les produits fonctionnels, sont notamment sensibles a I’environnement acide stomacal
100,101~ Ajnsi, le probléme principal de I'incorporation des probiotiques dans les aliments est de
conserver ces cellules vivantes pendant les étapes de préparation, de stockage, de consommation et

une fois ingérées dans le corps humain afin d’arriver vivantes et efficaces jusqu’aux sites cibles %,

3. U'encapsulation : Définition et matrices

3.1. Définition

L’encapsulation, dont le développement a débuté il y a environ 60 ans, regroupe l'ensemble des
technologies permettant I'enrobage ou le piégeage de principes actifs sous forme solide, liquide, ou
gazeuse au sein de particules individualisées dites membranes ou matrices et dont la taille s'échelonne

entre quelques nanométres et quelgques millimétres 12,
L'encapsulation d'un principe actif répond a quatre grands objectifs pouvant étre combinés :

e |'immobilisation (e.g. les enzymes mis en ceuvre dans le cadre de procédés de bioconversion
en continu ou en batch)

e |a protection ou la stabilisation vis-a-vis de I’environnement (e.g. les antioxydants tels que la
curcumine contre I'oxydation, les bactéries probiotiques dans le milieu gastrique)

o lalibération contrélée ou retardée sur le site d'action (e.g. vitamines, arémes, bioactifs a visée
thérapeutique)

e la modification des propriétés structurales, organoleptiques et fonctionnelles (e.g. masquage
d'odeurs et de go(t, amélioration des propriétés d'écoulement ou de réhydratation d'une

poudre)

Afin de pouvoir répondre a ces objectifs, cing criteres sont importants pour un systeme

d’encapsulation efficace a visée alimentaire 1 ;
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e Le systeme doit étre formulé en utilisant le plus possible des méthodes en accord avec les
principes de la chimie verte c’est-a-dire principalement sans solvants organiques toxiques tels
que I'eau, les acides organiques, I'acétate, le lactate, I’éthanol %4,

e Le systeme doit pouvoir incorporer des composés bioactifs dans des matrices alimentaires
présentant une stabilité physico-chimique élevée et avoir un impact minimal sur les propriétés
organoleptiques du produit final 1%,

e Le systeme doit étre capable de protéger les composés encapsulés de l'interaction avec
d'autres ingrédients alimentaires et de la dégradation due a la lumiére, a la température ou au
pH 103,

e Le systeme doit maximiser I'absorption des composés encapsulés lors de la consommation et

103,104.

assurer une libération contrélée en réponse a un stimulus environnemental spécifique

e Le systéme doit étre adaptable & une production au niveau industriel 105106,

Chaque composant posséde ses propres caractéristiques qui doivent étre prises en compte lors du
design d’un nouveau systeme d’encapsulation. Par exemple, les composés phénoliques présentent une
importante activité antioxydante. Cependant, ils sont trés faiblement biodisponibles une fois ingérés
puisqu’ils se transforment en métabolites méthylés, sulfatés et glucuronés '%. La micro ou nano
encapsulation s’avére étre une bonne solution afin d’augmenter leur absorption au niveau des cellules
épithéliales %819, Plus précisément, McClements en 2014 démontre que la microencapsulation du
resvératrol augmente sa biodisponibilité quand il est encapsulé dans des liposomes ou dans des

systémes a base de biopolymeéres a base de polysaccharides tels que le chitosane ou la pectine 1%,

La stabilité et le relargage du bioactif sont également des propriétés importantes des micro- ou nano-
vecteurs ; elles sont dépendantes de la nature et de la composition de la matrice. Ces composants
peuvent étre des ingrédients non laitiers tels que les sucres, les cyclodextrines, les maltodextrines,
I'amidon natif ou modifié, les gommes, les protéines végétales ou marines, les protéines animales

(gélatine), les systemes a base de lipides (huiles, beurres, phospholipides) ou des ingrédients laitiers
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tels que les caséines sous forme monomérique, micellaire ou sous forme de caséinates, les protéines
sériques comme la B-lactoglobuline et I'a-lactalbumine, et enfin la matiére grasse laitiere anhydre ou

MGLA.

3.2. Les matrices d’encapsulation

3.2.1. Les matrices d’origine non laitiere
3.2.1.1. Les émulsions
i) Définition
Une émulsion est, selon la définition courante, une dispersion d’un liquide en fines gouttelettes dans

un autre liquide, les deux liquides étant non miscibles ! :

- le liquide sous forme de gouttelettes est qualifié de phase dispersée, phase discontinue ou

phase interne ;

I'autre liquide est appelé phase dispersante, phase continue ou phase externe.

L'une des deux phases est hydrophobe ou lipophile et est qualifiée couramment de phase huileuse

(mais elle n’est pas forcément lipidique). L’autre est hydrophile ou phase aqueuse.

La phase lipophile, comporte des huiles, des cires et des graisses (respectivement liquides, solides ou
semi-solides a température ambiante) d’origine végétale ou animale. Des substances synthétiques
dérivées ou non de substances naturelles sont aussi utilisées. La phase huileuse d’'une émulsion est
généralement composée d’'un mélange d’ingrédients. Le tableau 4 donne quelques exemples

d’ingrédients de la phase huileuse.

Tableau 4. Exemples des ingrédients naturels d’origines animale ou végétale de la phase huileuse %2

Origine Cires Graisses Huiles
Animale Cire d’abeille Lanoline Huile de baleine, foie
Blanc de baleine de requin, téte de
saumon
Végétale Cire de Carnauba Beurre de cacao Huile d’arachide,
Beurre de karité d’olive, d’amande, de
soja...
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La phase aqueuse ou phase hydrophile contient I'’eau et divers composants hydrosolubles (solutés) ou
dispersés tels que les hydrocolloides. Les solutés de la phase aqueuse sont de nature diverse : ions

minéraux, acides, bases, vitamines, glucides, etc.

i) Les divers types d’émulsions

Selon la taille des gouttelettes, les émulsions peuvent étre classées en macroémulsion (1 a 10 um),

mini-émulsion et nano-émulsion selon la taille des particules de la phase dispersée (0,1 a 1 um).

e Les émulsions simples
Une émulsion simple est une émulsion composée d'une phase hydrophile, d'une phase lipophile et

d'un émulsifiant. Les différents types d’émulsions simples sont représentés dans le tableau 5.

Tableau 5. Les différents types d’émulsion simple.

Sens de I'émulsion Phase Phase Représentation
dispersée dispersante

Emulsion Huile
dans Eau =
émulsion directe

Lipophile Hydrophile

L'huile est dispersée —
en gouttelettes

L'eau forme la phase
continue

Emulsion Eau
dans huile =

Hydrophile Lipophile Leau est dispersée ——>gy o [ ]

émulsion inverse en gouttelettes
Lhuile forme la R
phase continue
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e Les émulsions multiples
Il s’agit d’émulsions ou de dispersions d’'une émulsion dans une phase dispersante. Les émulsions
doubles représentées dans le tableau 6 correspondent au cas le plus simple des émulsions multiples

mais qui sont les plus utilisés en tant que matrices d’encapsulation '3 (Tableau 6).

Tableau 6. Les deux types d’émulsions doubles.

Sens de Emulsion Phase Représentation
émulsion ispersée ispersante
I I d d t

Dispersion d’une
émulsion directe
dans une phase directe Hydrophile

aqueuse

Dispersion d’une

émulsion inverse
dans une phase inverse Lipophile @ @

huileuse @

L’encapsulation des bioactifs dans les émulsions permet de surmonter les problemes liés a leur faible
solubilité et biodisponibilité dans les solutions aqueuses mais aussi a leur instabilité face a I'oxydation.
La concentration en curcumine en phase aqueuse alors qu'elle est encapsulée dans une émulsion a
ainsi été augmentée de prés de 10 000 fois a 2.93 + 0.09 mg.mL? par rapport a sa concentration en
phase aqueuse qui est de 1.003 x 10 3+ 3.84x 10 *mg.mL? 1%, Des émulsions solides dont la phase
hydrophobe est composée de lipides solides a température ambiante (beurres) sont également
utilisées en tant que matrices d'encapsulation. Les nanoparticules solides a base de lipides ou SLN

(Solid Lipid Nanoparticles) permettent aussi d'augmenter la biodisponibilité de bioactifs 1*°. Des études
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ont aussi démontré que I'encapsulation de polyphénols, extraits de marc de raisin, par des émulsions
doubles huile/eau/huile composées d’huile de palme et d’eau a permis d’éviter la dégradation de ces
polyphénols . Les émulsions sont aussi utilisées afin de protéger les biocomposés sensibles a
I’oxydation pendant la période de stockage et d’optimiser la durée de relargage. Le relargage des
polyphénols encapsulés par ces émulsions doubles a été prolongé par exemple de 15 jours

supplémentaires 17 dans des conditions de stockage a pH acides.

3.2.1.2. Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules sphériques formées par des bicouches lipidiques concentriques,
emprisonnant entre elles des compartiments aqueux 8. Ils peuvent étre obtenus a partir d'une grande
variété de lipides ampbhiphiles, dont les plus couramment utilisés sont les phospholipides '8, Basé sur

la taille et le nombre de bicouches, les liposomes peuvent étre classés comme suit 18;

e Les liposomes multilamellaires ou MLV (multilamellar vesicle) (composés de plusieurs
bicouches) ;

e Les petits liposomes unilamellaires ou SUV (small unilamellar vesicle) (taille < 0,1 um) ;

e Les gros liposomes unilamellaires ou LUV (large unilamellar vesicle) (taille > 0,1 um) ;

e Lesliposomes unilamellaires géants ou GUV (giant unilamellar vesicle) (taille > 0,5 um).

Les liposomes ont connu trois générations durant leur évolution en vecteurs furtifs et

spécifiques (Figure 27).

Figure 27. Les trois générations de liposomes. A. Premiére génération. B. Deuxieme génération pour un ciblage
passif. C. Troisiéme génération avec des ligands pour un ciblage actif (entourés en rouge) 1%°.
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Les liposomes permettent de transporter des bioactifs hydrophiles et lipophiles grace a leur noyau
aqueux et a leur bicouche phospholipidique. Ces bioactifs sont protégés face aux diverses conditions
du milieu (pH, température, présence d’oxygéne, force ionique) 8, Le relargage du bioactif peut étre
retardé en ajoutant du cholestérol qui améliore la rigidité de la structure et la résistance du systeme
liposomal a la dégradation in vivo ou in vitro : le bioactif est protégé contre la digestion stomacale et
est fortement absorbé au niveau gastro-intestinal ce qui implique I'amélioration de sa biodisponibilité
120 En effet, la biodisponibilité de la curcumine et son absorption au niveau intestinal ont été
améliorées suite a son encapsulation dans des liposomes a base de lécithine commerciale 21, D’autre
part, la stabilité du resvératrol encapsulé dans un liposome a base de phosphatidylcholine de soja, de
cholestérol et d’'un co-émulsifiant, est plus importante comparée a celle du resvératrol natif ou sous
forme libre non encapsulée 22123, Les liposomes permettent aussi la protection des enzymes
protéolytiques dans la production fromageére 124126 : |es enzymes encapsulées permettent de produire

un fromage a texture et saveur optimales et en moins de temps. Les liposomes permettent aussi de

protéger la vitamine C de la température de pasteurisation une fois incorporée dans le lait 1%,

3.2.1.3. Les systemes d’encapsulation a base de polysaccharides

i) L’amidon
L’amidon, glucide de réserve, est constitué de 98-99 % de D-glucose et d’une fraction non glucidique
constituée essentiellement de protéines, de lipides, et de matiére minérale (phosphore en particulier).
Elle est composée principalement de 70-80 % d’amylopectine (Figure 28) et de 20-30 % d’amylose

(Figure 29).
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Figure 28. Structure chimique de I'amylopectine
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Figure 29. Structure chimique d’amylose

L'amidon (principalement I'amylose) a la capacité grace a sa structure en hélice d’encapsuler des
biomolécules et ce par inclusion 1230, Cette encapsulation permet a I'amidon de mais d’effectuer un
relargage contr6lé des bioactifs tels que les acides gras (oméga 3), I'acide a-linoléique etc 129131,
L'amidon est en général utilisé dans les matrices d’encapsulation mixte. L'incorporation de I'amidon
dans les billes d’alginate améliore la sphéricité, la densité, la rigidité et la qualité de ces billes. En effet,
les microgranules d’amidon ont la capacité de renforcer le réseau hydrogel et de remplir les cavités du
réseau interstitiel 132. Ces hydrogels renforcés par 'amidon permettent un relargage contrélé et une

meilleure protection de I'activité antioxydante des polyphénols extraits d’llex paraguariensis 33

Les amidons modifiés E 1400 >, sont des amidons indigénes qui ont été changés soit chimiquement
soit physiquement afin d'améliorer leurs propriétés fonctionnelles (viscosité, apparence et
morphologie, résistance aux enzymes, etc.) pour un usage spécifique. Les modifications chimiques

peuvent se faire par réduction ou augmentation de la masse molaire et ce par hydrolyse ou
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désesterification, par stabilisation en greffant des groupements chimiques a la place des fonctions
hydroxyles, et par fonctionnalisation en greffant des groupements hydrophobes 28, Les modifications
physiques, elles, font suite a une induction de réarrangements moléculaires ou suite a la cristallisation
de I'amidon dans des conditions environnementales d’humidité relative et de température entre les
températures de transition vitreuse et les températures de fusion : ce sont I'annealing et le Heat
Moisture Treatment (HMT) 1%, Suite a ces traitements thermiques, les amidons présentent des
températures de gélatinisation plus élevées (2 a 5 °C par rapport a I'amidon natif) et un gonflement
moins important. Des amidons modifiés résistants a I'alpha- amylase sont utilisés dans les formulations
alimentaires diététiques telles que les cookies ou les muffins. De plus, les amidons modifiés ont servi

135

de matrice d’encapsulation d’ardmes tels que I'oléorésine 3%, le cumin 1% et les ardmes de poulet réti

(benzaldehyde, dimethyl trisulfide, acide 2-mercaptopropionic et benzothiazole) *3¢.

i) Les cyclodextrines

Les cyclodextrines (CD) sont des molécules-cage ou cages moléculaires d’origine naturelle qui
permettent d’encapsuler diverses molécules **’. Ce sont des oligoméres cycligues composés de n
chaines de glucopyranose liés en a-(1,4). Trois familles sont principalement utilisées ou étudiées les a-

, B- et y-cyclodextrines formées respectivement de 6, 7 et 8 chaines C¢H100s 13 (Figure 30).
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Figure 30. Les structures des trois familles principales de cyclodextrines classées selon le nombre d’unités de
glucose présentes : a-, 8- y- CDs (avec 6, 7, 8 unités de glucose respectivement) 1%.

Les cyclodextrines possédent une structure en tronc de cone, délimitant une cavité en leur centre.
Cette cavité présente un environnement carboné apolaire et plutét hydrophobe (squelette carboné et
oxygene en liaison éther), capable d'accueillir des molécules peu hydrosolubles, tandis que I'extérieur
du tore présente de nombreux groupements hydroxyles, conduisant a une bonne solubilité (mais
fortement variable selon les dérivés) des cyclodextrines en milieu aqueux. Grace a cette cavité apolaire,
les cyclodextrines sont capables de former des complexes d'inclusion en milieu agqueux avec une
grande variété de molécules-incorporées hydrophobes 1%°, Une ou plusieurs molécules peuvent étre
encapsulées dans une, deux ou trois cyclodextrines. La formation de complexe suppose une bonne
adéquation entre la taille de la molécule a incorporer et celle de la cyclodextrine. Les liaisons
hydrogene et de Van der Waals ainsi que les interactions hydrophobes facilitent la formation de
complexes stables entre les molécules peu hydrophiles et la cavité hydrophobe apolaire de la CD 4%,
L'intérieur de la cavité apporte un microenvironnement lipophile dans lequel peuvent se placer des
molécules non polaires. L'industrie agroalimentaire se sert communément (et depuis plus de 20 ans au

Japon) des cyclodextrines en tant que matrices d’encapsulation. Des CD ont été utilisées comme agents
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d'encapsulation a diverses fins telles que la stabilisation d'ardmes #2143, de |'acide docosahexaénoique
(DHA), des vitamines *** mais aussi pour la stabilisation des émulsions telles que la mayonnaise ou la
margarine en tant qu’additif émulsifiant noté E459. Ne présentant pas d'effets secondaires, |’ utilisation
des CD en tant qu’additif se fait en quantum satis. Les CD sont aussi utilisées comme exhausteur de
go(t en permettant un ajout facile en leur sein de composés gustatifs ou pour fixer des molécules trop

145,146

volatiles et prolonger par exemple la durée de perception des arobmes des chewing-gums.

150 151

L'inclusion des polyphénols tels que le resvératrol 7714 |a quercétine *°, 'hespérétine ! et la
curcumine 2 dans les CD leur permet d'atteindre des concentrations plus élevées dans les solutions
aqueuses et protége leur activité antioxydante de I'oxydation. Les CD permettent aussi d’encapsuler
les acides caféiques afin d’améliorer la concentration en phase aqueuse de ces derniers, leur
photostabilité et de réduire leur dégradation 1*3, Les CD peuvent constituer avec les SLN des matrices

d’encapsulation mixtes permettant par exemple d’améliorer la stabilité et la résistance de la curcumine

face a I'oxydation!?®,

Les cyclodextrines peuvent étre modifiées afin d’améliorer leurs propriétés physicochimiques
(augmenter leur solubilité dans un solvant donné) et/ou le pouvoir de complexation de leur cavité avec
une molécule hote. C'est également un moyen de créer des molécules originales avec des fonctions
spécifiques, trouvant des applications variées au-dela des frontiéres de la chimie classique (une activité

catalytique de type enzymatique, des propriétés de vectorisation, etc.) (Figure 31).
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Figure 31. Présentation générale des modifications sélectives des CDs %4,

Les facteurs qui influencent les modifications sélectives d’une CD sont liés a sa nature structurelle, les
principaux étant la nucléophilie des groupements hydroxyles et la capacité de la cyclodextrine a former
des complexes d’inclusion avec les réactifs et les solvants utilisés '**. En effet, les cyclodextrines
possedent trois types de groupes hydroxyles situés sur les positions 2, 3 et 6 des unités glucoses. Les
hydroxyles en position 6 sont les hydroxyles primaires, ce sont les plus nucléophiles et les plus
accessibles, ceux en position 2 sont les plus acides et ceux en position 3 sont les plus inaccessibles et
donc les moins réactifs. La structure des CDs est, en partie, rigidifiée par les liaisons hydrogenes
intramoléculaires établis entre les groupes hydroxyles en position 2 et 3 des unités glucose adjacentes.
La présence de nombreux hydroxyles et leurs différences de réactivité offrent de nombreuses

possibilités de réaction. En effet, il existe des réactions de per-substitutions, de mono-substitutions, et

de poly-substitutions, qui peuvent modifier un, deux ou trois hydroxyles .

iii) Les alginates
Les alginates sont des polysaccharides obtenus a partir d'une famille d'algues brunes : les laminaires

ou les fucus. Ce sont des polymeres formés de deux monomeéres liés ensemble : le mannuronate ou
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acide mannuronique dont certains sont acétylés et le guluronate ou acide guluronique. La liaison

osidique est en B (12>4) (Figure 32).

COo-

oH OH OH OH
HO HO

B-D-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)

Figure 32. Les structures chimiques des monomeéres d’acides uroniques (M) et (G) formant I'alginate copolymére
@ blocs composé de régions homopolymériques M et G >,

La proportion et la distribution de ces deux monomeres sont déterminantes sur les propriétés
physiques et chimiques de I'alginate **°. La composition chimique de I'alginate varie selon les diverses
especes d'algues, les différentes parties de la méme plante et fluctue avec les changements
saisonniers. Néanmoins par sélection de matieres premieres aux différentes propriétés, il est possible
de fabriquer une variété d'alginate aux caractéristiques constantes >, Les alginates peuvent former
des gels durs et thermostables utilisés comme additifs alimentaires (E400 a E405) permettant la
reconstruction des aliments (enveloppe du saucisson, jambon, cordons bleus, poisson pané, etc.). lls
donnent une texture onctueuse a nombre d'aliments tels que les crémes glacées °. Les alginates sont
utilisés comme épaississants, gélifiants, émulsifiants et stabilisants de produits industriels les plus
variés depuis les gelées alimentaires, les desserts lactés gélifiés etc. Les billes d'alginates sont
également utilisées en tant que matrices pour encapsuler des médicaments ou des substances
biologiques fragiles (enzymes, microorganismes, cellules animales ou humaines) %8, En effet,

I’encapsulation des probiotiques dans les billes d’alginate permet d’augmenter leur viabilité 197162 Elle
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permet aussi un relargage contrdlé des polyphénols telle que la curcumine %3, Généralement les billes
d’alginates sont associées au calcium, au chitosane et forme des matrices mixtes plus résistantes 133164

aux contraintes mécaniques .

Les alginates de sodium se dissolvent dans I'eau en formant des solutions colloidales visqueuses a
comportement pseudoélastique et ce pour de faibles concentrations. L'addition progressive de cations
divalents (Ca%* par exemple) provoque la formation d’un gel élastique, non thermoréversible: les
segments guluroniques a conformation plissée retiennent les ions calcium par coordination, en
coopérant avec une chaine paralléle. Les ions calcium s’associent préférentiellement aux fragments

poly-guluronate plutdt qu’aux fragments poly-mannuronate (Figure 33) 16,

OH

OH 0o

Figure 33. Liaisons covalentes des ions calcium avec les résidus poly-G des polyméres d'alginate .

En effet, les blocs poly-guluronate, en raison de leur conformation spatiale, permettent une chélation
plus énergétique des ions. Ces derniers sont retenus dans une « cage » et interagissent avec les
fonctions carboxylates et les atomes d’oxygene des fonctions hydroxyles. Les ions calcium sont
beaucoup mieux retenus que par de simples liaisons ioniques. Cet enchainement régulier de type «
egg box » (Figure 34) se reproduit périodiquement : il se forme un réseau tridimensionnel a zones

organisées reliées par les segments poly-M ou poly-(M-G).
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Figure 34. Rétention du calcium par un réseau tridimensionnel de segments poly-M ou poly-G définissant une
structure de type « egg-box » 1,

La structure du polymeére est donc I'élément déterminant du comportement rhéologique des gels
d’acide alginique : la proportion des blocs poly-G et leur longueur conditionnent la formation et la force

des gels obtenus en présence de calcium 7,

iv) Le chitosane
Le chitosane, est un copolymere linéaire flexible de 2-acétamido-2-déoxy-B-D-glucopyranose et 2-
amino-2-déoxy-B-D-glucopyranose liés en B (1-4) (Figure 35). C'est un polysaccharide tel que la

cellulose.

NH: NH:

1 HO—, / >

CH:OH

~ N

168

Figure 35. Structure chimique du chitosane

Cette macromolécule est obtenue par N-déacétylation d’un des polymeéres naturels les plus abondants,

la chitine, extraite des carapaces de crustacés tels que les crabes et les crevettes '%°. Le pKa du
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chitosane est approximativement 6,3. Ainsi, lorsque le degré d’acétylation ou DDA est peu élevé c’est-
a-dire lorsque les groupements amine sont en petite quantité, le chitosane est peu soluble. En général,
on utilise du chitosane avec un DDA supérieur a 70 % pour avoir une grande partie soluble ¥°. Il est
utilisé dans les produits diététiques et est connu au Japon pour sa remarquable capacité a développer
un gel protecteur dans I'estomac. Les hydrogels de chitosane peuvent se former par liaisons covalentes

171 Le chitosane peut étre réticulé par exemple en augmentant la concentration du

ou ioniques
polymeére. Il y a alors formation de liaisons hydrophobes dues aux groupements acétamide conduisant
a la formation d’un gel réversible. Les propriétés physiques et chimiques des gels de chitosane sont
modulables. Elles peuvent étre contrdlées en particulier par le degré de désacétylation Y2173, I'acide

174

utilisé pour dissoudre le polymére *’* ou par I'ajout de POE (poly(oxyéthyléne) pour former des réseaux

semi-interpénétrés de chitosane/POE 7>,

De plus, le chitosane a des affinités chimiques avec les lipides, avec lesquels il interagit spontanément.
Etant un polysaccharide cationique, il interagit avec des polyméres chargés négativement, des
macromolécules et des polyanions dans un milieu aqueux. Grace a ces propriétés d’interactions et a sa
capacité a former des gels, le chitosane est fréquemment utilisé comme matrice d’encapsulation pour
des relargages contrdlés de bioactifs 747, Il permet d’améliorer la solubilité de la lutéine 78 et

t 172 ou les catéchines extraits du

d’inhiber I'oxydation des antioxydants présents dans le thé ver
Gambier 8, || peut étre aussi associé a d’autres polysaccharides tels que I'alginate 1% et "'amidon

181 ou méme a des protéines tels que les protéines sériques comme la B-lactoglobuline * ou les caséines

sous forme de caséinate 2 pour former des matrices d’encapsulation mixtes plus efficaces.

v) La pectine
Les pectines sont des polysaccharides complexes qui peuvent étre extraits de la paroi primaire des
dicotylédones et en particulier des parois végétales de nombreux fruits et légumes par de I’eau chaude,
des acides dilués ou des chélateurs de calcium. Elles sont présentes dans la lamelle moyenne et la paroi

primaire des cellules végétales. Ce sont des polysaccharides caractérisés par un squelette d’acide a-D-
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183 1e modéle

généralement accepté décrit les pectines comme un enchainement de deux structures majoritaires,

présentant une chaine principale homogalacturonique (zone lisse nommée HG) et une chaine

rhamnogalacturonique (zone hérisséenommée RG) présentant des ramifications 84 (Figure 36).

N
/ Zone lisse

7’9\/\\ 7/(% )

Zone hérissée

Figure 36. Structure schématique d'une molécule de pectine 1%°.

Les pectines sont capables de former des gels par différents mécanismes quel que soit leur degré de

méthylation :

Les pectines hautement méthylées (HM) sont capables de former un gel dans les conditions
de faible activité de I'eau, typiquement obtenues par de fortes concentrations de sucre (par
exemple le saccharose) et a pH acide (entre 2,2 et 2,8). Le mécanisme de gélification dans ce
cas correspond a la formation d’interactions hydrophobes entre les groupements méthyles et
de liaisons hydrogenes entre les groupements carboxyliques des résidus d’acide galaturonique
non estérifiés et les alcools secondaires %, Les sucres limitent Iactivité de I'eau ce qui favorise
les interactions pectines-pectines par rapport aux interactions pectines-eau *¥’,

Les pectines faiblement méthylées (LM) sont capables de former un gel en présence de cations
multivalents et plus particuliérement avec le calcium (Ca?*). Ce mécanisme de gélification est
basé sur les interactions entre les cations et les groupements carboxyliques déprotonés des
acides galacturoniques. Cette association forme un gel de type «boite a oeuf» des liaisons de
Van der Waals, des liaisons hydrogénes et des liaisons électrostatiques . La capacité des

pectines LM a s’associer avec le calcium dépend du degré de méthylation mais aussi de la
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distribution des acides galacturoniques non-estérifiés. Apres dé-estérification des pectines de
fagon enzymatique (formation de blocs), la formation de liaisons avec le calcium est plus élevée

qu’aprés dé-estérification chimique (aléatoire) 1819,

Ces gels de pectine ont servi de matrice d’encapsulation pour les anthocyanes les protégeant de
I’'oxydation 192, |’encapsulation et le piégeage de la thiamine par un complexe WPI-pectine est aussi
efficace surtout dans les conditions acides empéchant ainsi la dégradation 1°3. Les probiotiques et plus
précisément Lactobacillus acidophilus encapsulés par revétement sur lit fluidisé composé de pectine

ont vu leur viabilité augmenté jusqu’a 90 jours de stockage a 7 °C %4,

Al'instar de plusieurs additifs alimentaires aux noms « empruntés », il ne faut pas confondre la pectine
E440 avec la pectine naturelle, que I'on trouve par exemple en abondance dans la pelure blanche des
oranges et autres agrumes °. La pectine E440 reste une production de l'alimentation transformée avec
son lot de résidus chimiques. Elle est souvent utilisée pour épaissir les confitures et les gelées, et est
extraite de marc de pommes desséchées, d'écorces séchées (tous deux résidus de la fabrication du jus
de fruit ou du cidre) ou de mésocarpes d'agrumes, par addition chaude ou d'acide dilué. L'additif est
listé au Codex alimentarius sous Pectines 440 comme émulsifiant, gélifiant et stabilisant; il peut selon
sa vision étre ajouté a une large gamme d'aliments sans limite de dosage autre que celle estimée

nécessaire par le producteur (norme GSFA) °.

vi) La gomme arabique

La gomme arabique est un exsudat de seve descendante solidifié, produit naturellement ou a la suite
d’une incision, sur le tronc et au pied d'arbres de la famille des acacias. Comestible, elle est récoltée
principalement en Afrique saharienne (Maghreb, Mali, Sénégal, Tchad, Egypte, Soudan, etc.). D’un
point de vue biochimique, c’est un polysaccharide acide fortement ramifié qui se présente sous la
forme de mélanges de sels de potassium, de magnésium et de calcium. Les éléments monomeres de
I'acide libre (acide arabique) sont le D-galactose, le L-arabinose, le L-rhamnose et l'acide D-

glucuronique. La gomme arabique se compose de trois fractions de polysaccharides de structures
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différentes et d’une fraction protéique. Elle est constituée d’un assemblage de blocs
polysaccharidiques autour de la chaine peptidique qui donne une structure dite « wattle-blossom » et
qui confére a la gomme un caractere amphiphile favorisant son adsorption a I'interface air-eau ou

huile-eau (Figure 37).

Figure 37. Représentation schématique du modele « wattle blossom ». GA (a) en solution, (b) adsorbée a
Vinterface huile-eau. C : blocs polysaccharidiques, P : chaine polypeptidique *°.

Les propriétés de la gomme arabique sont principalement utilisées dans I'industrie agroalimentaire 1%,
Elle fixe I’eau sans augmenter la viscosité et est donc utilisée en confiserie mais aussi pour gommer les
dragées et éviter la sortie de I’huile d’amande. De plus, elle a deux fonctions importantes : elle inhibe
la cristallisation du sucre dans les produits qui en contiennent en grande quantité et elle agit en tant
qu'émulsifiant 19719 | La gomme arabique se combine & d’autres polysaccharides ou a des protéines
pour former des matrices mixtes. En effet, une combinaison ternaire de maltodextrines, gomme
arabique et d’amidon modifié a permis d’augmenter la stabilité de la curcumine '*° et de I'acide

ascorbique 2%

une fois encapsulés. Elle peut étre aussi associée a des protéines laitieres tels que la B-
lactoglobuline afin d’obtenir des émulsions et méme des coacervats plus stables et une résistance
accrue face a des conditions de pH acides et de milieux fortement salins 2°+2°2, Elle peut faire aussi
partie d’'une matrice qui comporte de la B-lactoglobuline ainsi que de la gomme de xanthane afin
d’obtenir des émulsions plus stables 2%, Finalement, son association avec des isolats de protéines de

soja et du sucrose améliore le taux d’encapsulation de I'huile essentielle d’orange en tant qu’aréme et

protége ce dernier de I'oxydation lors des étapes de production et de stockage 2%,
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3.2.1.4. Les systemes a base de levure

La premiére étude concernant |'application potentielle de levure comme matrice d'encapsulation de
petits composants lipophiles date des années 70 2%. Depuis, de nombreuses recherches ont montré
qu'il est possible d'utiliser les levures comme capsules afin de stabiliser les molécules bioactives
pendant le stockage sous une humidité relative élevée ou dans des conditions de température élevée
206210 Sgccharomyces cerevisiae est la levure la plus utilisée pour I'encapsulation de bioactifs surtout
dans le domaine alimentaire. La structure de cette matrice permet I'encapsulation des biomolécules
211 En effet, en premier, les levures subissent I"autolyse (NaCl 5%, agent de plasmolyse) pour étre
vidées de leur contenu puis les bioactifs sont incorporés 2%, La perméabilité des levures augmente avec
la température et la pression aprés lyophilisation. Cela permet donc I'encapsulation des antioxydants
hydrophiles, des acides chlorogéniques, du resvératrol afin d’améliorer leur stabilité face aux
conditions de température et de pression importantes 206212213 Ainsi, puisque les levures sont
thermorésistantes (jusqu’a 250 °C) 2%, elles protégent les composés surtout antioxydants et volatils de
I'oxydation et de I'évaporation %214, Des études ont démontré que le relargage des biomolécules
encapsulées dans les levures se fait suivant I'activité d’eau libre du milieu. Quand I’activité d’eau libre
est élevée, le relargage des bioactifs encapsulés est favorisé 24, Dans le cas de certains arémes, le
relargage est déclenché lorsque I'activité d’eau libre dans le milieu est de 0,7. Au-dessus de cette
valeur, le composé reste encapsulé. Cela permet donc de qualifier les levures en tant que matrice a

relargage contrélé 2%°,

3.2.1.5. Les protéines non laitieres

i) Lazéine
La zéine est une classe de protéine prolamine du grain de mais. Elle est en général produite sous forme
de poudre a partir du gluten de mais 2. C’est I'une des protéines végétales les plus étudiées qui a un

217 La zéine s’auto-assemble en

grand nombre d'applications industrielles et alimentaires
microspheres pour former des structures d'enveloppe et de noyau, potentiellement utiles dans un

systéme d'encapsulation et de relargage contrdlé 28, Les nanoparticules de zéine sont également
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considérées comme matrices d’encapsulation de bioactifs 21°. L’encapsulation de lysozyme et de nisine
par la zéine par atomisation est efficace pour la mise en place de systemes de relargage a libération
contrélée et prolongée 229221, | 3 zéine pourrait aussi s’associer au chitosane pour former des matrices
mixtes. Ces dernieres sont efficaces pour I’encapsulation d’ingrédients hydrophiles ayant une
importante activité biologique. En effet, le relargage de ces bioactifs a partir des nanoparticules de
chitosane est fortement amélioré lorsque la zéine y est associée 22223, |3 zéine en tant que particules
colloidales stabilisées par les caséines constitue une matrice de protection pour la curcumine contre
I’'oxydation 2%, ’encapsulation de I'oléorésine de tomate par la zéine a permis de protéger le lycopéne

et de le libérer au niveau stomacal pour y étre relargué 2%,

ii) Protéine de soja
Les protéines de soja texturées (PST) ou protéines végétales texturées (PVT) sont des protéines
alimentaires fabriquées a partir de farine de soja déshuilée. Depuis quelques dizaines d’années,
I’extrait protéique de soja produit a partir de cette farine est largement utilisé comme additif dans

I’alimentation humaine, notamment dans les régimes végétariens 22°,

Les isolats de soja (SPI) sont utilisés en tant que matrices d’encapsulation de bioactifs. En effet,
I’encapsulation de la curcumine par les SPlI a amélioré sa concentration en phase aqueuse, sa
biodisponibilité et sa stabilité pendant le stockage ??’. Cette stabilité a aussi été observée lors de
I’encapsulation de Bifidobacterium. En effet, les SPI protegent ces probiotiques et augmente leur
viabilité 228, La matrice a base de protéines de soja permet aussi d’améliorer la stabilité des acides
chlorogéniques du café : les interactions hydrophobes et électrostatiques entre protéine et polyphénol
résisteraient a la digestion protéolytique ?%°. Les SPI peuvent étre aussi associés a des polysaccharides
pour former des matrices d’encapsulation mixtes. L’encapsulation de I'huile essentielle d’orange par
les SPI associés a la gomme arabique par coacervation protége I'aréme de la dégradation en présence
d’oxygéne, de lumiére et & haute température pendant les étapes de préparation et de stockage 2%.

L’encapsulation de I'a-tocophérol par les extraits de soja augmente la stabilité du bioactif en présence
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d’oxygéne, d’irradiation UV et de la chaleur 2. Enfin, I’encapsulation de I'acide ascorbique permet
d’augmenter la stabilité vis-a-vis de la dégradation du principe actif pendant le stockage, de moduler
les propriétés de libération en fonction des conditions opératoires et de masquer son go(t acide dans

les préparations 2%,

iii) Protéine de pois
Les protéines de pois sont extraites des graines ou elles sont présentes a des taux variant de 20 % a 30
%. Elles sont principalement constituées de globulines (65-80 %) et de deux fractions minoritaires, les
albumines et les glutélines. Les globulines sont constituées de trois protéines différentes — légumine,

231

viciline et conviciline 29, Les extraits protéiques de pois possédent des propriétés gélifiantes et

interfaciales %

2, Cependant, dans les études traitant de microencapsulation, ces derniéres sont
généralement associées a des polysaccharides 2327, En effet, les interactions
polysaccharides/protéines permettent I'amélioration de certaines propriétés fonctionnelles, telles
que les propriétés moussantes et émulsifiantes, sans modification chimique ou enzymatique 28,
Elles permettent également de créer une émulsion stable et donc d’avoir une meilleure distribution de
taille des particules et une efficacité du procédé améliorée. L'utilisation du mélange

protéine/polysaccharide augmente la solubilité totale de la matiére enrobante grace a la solubilité

élevée des sucres.

iv) La gélatine
La gélatine est une protéine d’origine animale, obtenue par hydrolyse partielle du collagéne contenu

dans les os et la peau des animaux (Figure 38). Elle est constituée de 84 a 90 % de protéines et de 1 %

environ de sels minéraux, le reste étant de I’eau 23°.
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Figure 38. Structure de la gélatine -Ala-Gly-Pro-Arg-Gy-Glu-4Hyp-Gly-Pro- 2.

La gélatine est vitreuse, fragile, légérement jaunatre ou blanchatre et quasiment sans go(t et sans
odeur. Elle est obtenue par I'ébullition prolongée de tissus conjonctifs (peaux) ou d'os d'animaux
(principalement porc, beeuf, poisson) 2. Elle est fournie sous différentes formes : gros granulés,
poudre fine ou feuilles. Elle est classée parmi les additifs alimentaires en tant que stabilisant, gélifiant,
émulsifiant, épaississant et support d'additifs et est notée E428 °. Elle est présente dans des produits
comme les confiseries, les cremes glacées, les confitures, les yaourts, la margarine et les gdteaux et est
également utilisée dans les produits allégés pour simuler la sensation de gras en bouche et créer de la
texture sans ajouter de calories. Elle est présentée comme non toxique et est consommeée en quantum
satis °. La gélatine s’utilise dans des doses qui varient entre 5 et 12 % du produit final. La gélatine est
utilisée pour stabiliser les mousses de produits laitiers 22, Elle permet d'augmenter la concentration
du B-caroténe dans I'eau, ce qui permet également d'obtenir une couleur jaune pour de nombreuses
boissons 241, ’encapsulation de la curcumine par la gélatine permet d’augmenter sa concentration
dans I'eau et son activité antimicrobienne contre L. monocytogenes, S. enterica, S. aureus, et E. coli.

De plus, I'encapsulation préserve I'activité antioxydante de la curcumine qui ne I'est pas lorsqu’elle est

libre sous forme de poudre commerciale 2*3,

3.2.2. Les matrices laitiéres

3.2.2.1. Les protéines laitieres

En France, les protéines du lait constituent une part importante de I'alimentation humaine. Leur haute

qualité nutritionnelle repose sur leur forte digestibilité et une composition particulierement bien
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équilibrée en résidus d'acides aminés indispensables #*4. La concentration en protéines du lait varie

suivant différents facteurs d'origine physiologique, génétique ou alimentaire.

Le lait contient en moyenne 30 a 35 g/L de protéines. Celles-ci se répartissent en deux catégories : les
caséines et les protéines solubles ou sériques qui représentent respectivement environ 80 % et 20 %

des protéines du lait de vache 2%,

Les protéines laitieres sont des matrices efficaces d’encapsulation de bioactifs. En effet, elles
possédent généralement une bonne solubilité (protéines sériques) ou dispersibilité (caséines) dans les
solutions aqueuses, des propriétés émulsifiantes, de viscosité et la capacité a former des gels et des
films 2%, En outre, les propriétés fonctionnelles des protéines laitiéres peuvent étre modifiées ou
améliorées par des procédés appropriés élargissant ainsi leurs domaines d’application surtout en tant

que matrices d’encapsulation 2%,

i) Les caséines

Les caséines sont caractérisées par la présence de groupements phosphates estérifiés essentiellement
sur les résidus sérine et permettant la fixation du calcium. Elles partagent certaines propriétés comme
la richesse en acides aminés de type Glu, Leu, Pro et Ser, une insolubilité et une dénaturation a pH 4,6,
la présence de résidus hydrophobes tels que les résidus proline ainsi que la faible proportion de

structures ordonnées qui leur confére une certaine résistance a la chaleur 24:2%8, |

organisation des
acides aminés polaires et apolaires donne aux caséines leur caractére amphiphile. La faible présence
de structure secondaire et I'absence d’une structure tertiaire permanente et bien définie conférent
aux caséines une conformation flexible et désordonnée qui peut s’adapter aux changements de
conditions de leur environnement et apporter une certaine plasticité 2*°. Ces protéines sont d’une
grande importance en technologie laitiere et sont en grande partie responsables des propriétés
technologiques du lait. Les quatre fractions caséiques naturellement présentes dans le lait sont les
caséines a1, As2, B et kK a un ratio massique respectivement de 4 :1:4 :1. Les quatre caséines sont

amphiphiles #°; leur poids moléculaire est compris entre 19 et 25 kDa et leur point isoélectrique (pl)
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est compris entre 4,6 et 4,8. La richesse de la structure en proline les rend plus ouvertes et accessibles
au clivage protéolytique. Cette caractéristique ainsi que la liaison avec le calcium soluble par ponts
phosphates permettent aux caséines d’étre considérées comme matrice d’encapsulation de bioactif a
excellente efficacité de relargage au niveau stomacal 2. En effet, les caséines peuvent former des
matrices d’encapsulation sous forme monomérique, sous forme de caséinates ou sous forme de
micelle de caséines. Dans cette partie, plusieurs exemples d’encapsulation de monomeres caséiques
et de caséinates seront détaillés. La micelle de caséine sera présentée plus en détail dans une section

spécifique.

e Llacaséine o
La fraction la plus abondante des caséines est la caséine a1 qui représente 40 % de la totalité des
caséines. Elle comporte 199 acides aminés pour une masse moléculaire de 23 kDa et est constituée de
deux régions hydrophobes séparant une région hydrophile composée de 8 résidus sérine phosphorylés
(Figure 39).

a-s1 Casein
(Bovine)

7 Phosphoserines

F PP P
NI |
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Peptide

Antioxidant
Peptide

Figure 39. Structure de la caséine a-S1 %>,

Sa richesse en proline lui confére un caractere hydrophobe important contribuant a son auto-
assemblage et lui permettant d’interagir avec des bioactifs hydrophobes tels que la curcumine,
augmentant ainsi la stabilité du polyphénol 23, En outre, elle protége les bioactifs thermosensibles a
I’exposition aux températures élevées 2>*. Elle peut également interagir avec d’autres polyphénols tels

que la génistéine de soja et le resvératrol 2>°.

e lacaséine
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La caséine B comporte 209 acides aminés pour une masse moléculaire moyenne de 24 kDa. Elle se
caractérise par une région N-terminale hydrophile fortement chargée contenant 5 résidus de sérine
phosphorylés et une partie C-terminale hydrophobe riche en proline. Avec 35 résidus proline, elle
présente I’hydrophobicité la plus élevée. Elle posséde deux résidus de tryptophane permettant

I'interaction avec les bioactifs hydrophobes et plus précisément les polyphénols (Figure 40).

p-Casein
(Bovine)
5 Phosphoserines His in A1 and Pro in A2
PP
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Peptide Peptide

Figure 40. Structure de la caséine 8 2>,

La caséine B interagit avec la curcumine, le resvératrol et la génistéine de soja et les stabilise mieux
que la caséine a 2*°, Des études ont démontré que la caséine B interagit aussi avec la vitamine D via
des interactions hydrophobes 2%, D’autre part, les caséines en général, et les caséines B en particulier,
permettent de stabiliser des émulsions dues a leurs activités de surface élevée. Leur hydrophobie
facilite leur adsorption a l'interface eau/huile pendant I'émulsification. Ainsi, les gouttelettes sont
stabilisées, la floculation et la coalescence sont évitées 2’. Une nanoémulsion basée sur la caséine B,
en présence de lactose et le tréhalose a montré une stabilité accrue et une viscosité plus élevée avec
I’augmentation de la concentration en caséine B dans I"émulsion %8, D’autre part, la caséine B peut
former des films protéiques rigides a résistance élevée. Ces films présentent une faible perméabilité a
I’eau, une haute résistance a la traction. Ces propriétés leur conferent la capacité d’interagir avec des
molécules hydrophobes. La caséine B peut aussi se présenter sous forme de micelle due a ses
propriétés d’auto assemblage 2*°. Des études ont démontré que la caséine B (de lait de chamelle) auto-
organisée sous forme micellaire possedent d’excellentes propriétés de protection et de transport de

26

la curcumine 2%°. Elle améliore aussi la biodisponibilité des molécules hydrophobes telle que le

célécoxib ! (anti-inflammatoire non stéroidien). Finalement, la caséine B et les
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caséinophosphopeptides (CPP) peuvent interagir avec le fer afin d’améliorer sa digestion et son

absorption au niveau gastro-intestinal 22,

e Llacaséinek
La caséine Kk constitue environ 11% des caséines. Elle comporte 169 acides aminés pour une masse
moléculaire moyenne de 19 kDa. Il est possible de distinguer une partie N-terminale hydrophobe et
une partie C-terminale hydrophile. La molécule contient 20 résidus proline situés en majorité dans la

premiere partie ainsi que deux résidus cystéine pouvant donner un pont disulfure (Figure 41).
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Figure 41. Structure de la caséine k ?*°.

La partie hydrophile contient un seul site de phosphorylation, ce qui explique la trés faible sensibilité
au calcium et la capacité a stabiliser les autres caséines. La caséine k a la capacité de s’associer en
micelles et se distingue par la présence de résidus glycosylés, liés au niveau des 6 résidus thréonine
situés dans la partie C- terminale de la protéine. Cette zone forme une chevelure hydrophile, chargée
négativement, jouant un réle primordial dans la stabilité de la micelle de caséine. Cette stabilité peut
s’expliquer par les forces de répulsion électrostatique et stérique induites par les chaines caséiques
ainsi que par la présence d’une couche d’hydratation en interaction avec I'enveloppe « chevelue ». La
caséine k a une grande sensibilité a I'action de la chymosine au niveau de la liaison Phe105-Met106
conduisant a la libération d’un fragment hydrophile chargé négativement appelé caséinomacropeptide

(CMP) et de la fraction résiduelle hydrophobe appelé paracaséine k 23,
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e Les caséinates
Les caséinates, eux, sont obtenus a partir d’une solution basique de caséines. Le caractere amphiphile,
leur excellente solubilité dans I'eau, et les propriétés émulsifiantes des caséinates leur offrent des
avantages physiques et fonctionnels caractéristiques, nécessaires a I’encapsulation de bioactifs %4, En
effet, les caséinates de sodium interagissent avec la vitamine D via des interactions hydrophobes .
De plus, les caséinates sont utilisés dans les émulsions directes en tant qu’agent de stabilisation et
d’encapsulation %27  ||s permettent la protection de I’huile de poisson contre I'oxydation 267:2%8, ||s
peuvent s’associer aux oligosaccharides tel que les fructo-oligosaccharides par conjugaison et former
une véritable matrice d’encapsulation de probiotiques tels que les Bifidobacterium et les Lactobacillus

I 269,270. ”

casei afin de les protéger de la digestion gastrique et de les relarguer au niveau intestina s

peuvent aussi étre conjugués au dextrane pour encapsuler le B-caroténe afin de le protéger de

1

I'oxydation en présence de FeCls #%. Ils peuvent étre associés a la pectine pour former des

272 Les caséinates peuvent former avec la gomme arabique ou

nanocapsules résistantes au pH acide
avec le chitosane des matrices d’encapsulation 2273, Avec la gomme arabique, ils protégent I’huile
essentielle d’orange encapsulée de I'oxydation 274, Ils sont aussi utilisés pour protéger des composés
volatils tels que des arémes. lls forment avec le carboxymethylcellulose un coacervat permettant de

protéger le B-pinéne 27,

ii) Les protéines sériques
Les protéines du lactosérum ou protéines sériques représentent 20 % des protéines totales du lait 2%°,
Elles sont présentes dans la phase aqueuse du lait sous forme globulaire, et sont particulierement
sensibles au traitement thermique. Les protéines majeures du lactosérum tant d’un point de vue

guantitatif que technologique comprennent deux protéines : la B-lactoglobuline et I'a-lactalbumine.

Ces deux protéines peuvent étre considérées comme matrices d’encapsulation a elles seules ou
associées aux autres protéines du lait, au lactose et a la matiére grasse laitiere et se présentent alors

sous forme de concentrés WPC, d’isolats WPl ou d’hydrolysats WPH.
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La B-lactoglobuline est une protéine globulaire comprenant 162 acides aminés et dont la masse
moléculaire avoisine les 18 KDa (Figure 42). En fonction du pH, de la température, de la concentration
ou encore de la force ionique du milieu, elle peut exister sous différents états oligomériques allant du
dimére au pH naturel du lait & 'octamére 25277, Au voisinage de son point isoélectrique estimé a pH
5,2 elle est trés peu soluble dans I'eau 278, Par contre, sa solubilité augmente de facon importante avec
la concentration saline du milieu. Sa structuration est importante du fait de I'empilement de feuillets
B et d’une structure tres compacte de type B-a-B bloquée par deux ponts disulfures. 45% des acides
aminés sont impliqués dans les calices B et 15% dans les hélices a 27°. Cette structuration conduit a une

structure tertiaire extrémement compacte.

Figure 42. Structure tridimensionnelle de la 8-lactoglobuline 2%°.

De nombreuses études ont permis de définir la B-lactoglobuline comme matrice d’encapsulation de
bioactifs hydrophobes tels que les arémes, les vitamines, les acides gras et les polyphénols. Cette
encapsulation de bioactifs tels que les catéchines 2%! et les acides gras ?#? se produit majoritairement
via des interactions hydrophobes mais aussi via des liaisons hydrogénes. |l a été proposé que cette
liaison hydrophobe s’établit au niveau du calice interne mais aussi au niveau des cavités proches de
I'hélice a et de la surface externe du feuillet B 2%, La B-lactoglobuline permet d'encapsuler 'acide
folique et diminue sa photodégradation suite a I'exposition aux rayons UV de 40 % a 6 % au bout d’une

heure 284, Elle permet aussi d’augmenter la photostabilité et la solubilité du resvératrol % et de I'a-
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tocophérol 286287 E|le améliore la concentration de la curcumine dans I'eau et augmente son temps de
demi- vie 28, Elle limite aussi la dégradation de I’épigallocatéchine gallate (EGCG) lors de la digestion
gastrique pour un relargage ultérieur au niveau intestinal 2. Elle peut étre associée a la pectine et
former des particules permettant une encapsulation efficace et un relargage contrdlé de lipides 22292,

Combinée au chitosane, elle améliore la stabilité colloidale d'émulsions 23

et forme des hydrogels qui
sont considérés comme matrices d’encapsulation efficaces pour le transport de bioactifs 2°*. Elle
encapsule des enzymes telles que I'alcool déshydrogénase par atomisation afin de conserver I'activité

enzymatique 2°°. L’encapsulation des vitamines telles que la vitamine D par la B-lactoglobuline permet

de la stabiliser et d’augmenter sa biodisponibilité surtout une fois incorporée dans des produits laitiers

256

L'a-lactalbumine, elle, est une petite protéine globulaire compacte de 123 acides aminés et d’une
masse moléculaire de 14 KDa (Figure 43). Cette métalloprotéine présente une structure stabilisée par
4 ponts disulfures et un ion calcium 26, Son pH isoélectrique est de 4,8 2°’. Le degré d’organisation de
cette protéine est relativement faible par rapport a celui de la B-lactoglobuline ; seulement 30 % des
acides aminés sont structurés en hélice a et 9 % en feuillets B 2%, Sa structure tertiaire est rigidifiée par
la présence d’un ion calcium au cceur de celle-ci. De plus, cet ion lui confere une meilleure résistance

aux traitements thermiques que la B-lactoglobuline.

Figure 43. Structure tridimensionnelle de I'a- lactalbumine 2°.
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De nombreuses études ont permis de définir I'a-lactalbumine comme matrice d’encapsulation de
bioactifs. Elle peut interagir avec I'acide palmitique et le rétinol 3%, Son hydrolyse enzymatique lui
permet de s’auto-assembler et de former des nanotubes plus rigides que I'a-lactalbumine seule et
résistants aux températures de pasteurisation et de lyophilisation 3°%. En effet, ces nanotubes peuvent
constituer des matrices d’encapsulation et de relargage controlé : les extrémités des nanotubes se
déstabilisent de maniére inversement proportionnelle a la concentration en Ca?* 3%, L'abaissement de
la concentration de Ca?* entraine une fragilisation accrue des nanotubes. En faisant varier simplement

la concentration de Ca?*dans le solvant, il est possible contrdler le relargage du bioactif en question3®,

Sachant que la B-lactoglobuline et I'a-lactalbumine peuvent faire partie aussi des concentrés, d’isolats
et d’hydrolysats de protéines sériques en tant que matrices d’encapsulation, leur réle dans

I’encapsulation de bioactifs est détaillé ci-aprés.

Les protéines de lactosérum sont principalement commercialisées sous trois différentes formes :

- Lesconcentrés ou WPC contenant entre 35 et 80% de matiere azotée totale sur matiére seche;
- Lesisolats ou WPI contenant plus de 90% de matiére azotée totale sur matiere séche;

- Les sérums délactosés contenant entre 24 et 40% de matiére azotée totale sur matiere séche.

Les WPC sont fortement utilisés pour I'encapsulation en industrie alimentaire. En effet,
I’encapsulation de I'a-tocophérol par les WPC améliore sa stabilité pendant le stockage 7. Les WPC
permettent aussi I'encapsulation des huiles essentielles d’origan et des arémes extraits de citronella
et de majoram (Aréme extraite de Majorana hortensis) en stabilisant les émulsions inverses 3% mais
aussi des arémes acides tels que le sumac 3%, Grace a leur capacité a former des hydrogels, ils peuvent
encapsuler des molécules hydrophobes telles que la caféine en la protégeant des procédés de

305 La protection du B-caroténe de I'oxydation est améliorée en

lyophilisation et de séchage
I'encapsulant par les WPC 3%, Ces derniers peuvent former avec les polysaccharides des matrices

d’encapsulation plus efficaces. lls améliorent, en association avec les maltodextrines, la rétention

volatile pendant I'atomisation et le stockage de I'huile essentielle de carvi et, de plus, augmente sa
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307

stabilité face a I'oxydation 3°’. D’autre part, associés au carboxymethylcellulose, ils retardent le

relargage de la caféine dans le yaourt et dans le tractus gastro-intestinal 3%,

Les WPI constituent de véritables matrices d’encapsulation dans l'industrie laitiere. En effet, ils
permettent de protéger les arébmes volatils et d’augmenter leur rétention tel que ’hexanoate d'éthyle
309 |ls protégent aussi les lipides de I'oxydation tels que I'huile d’orange ¥4, I’huile de lin 31, ’huile
d’avocat 3! et I'huile essentielle de gingembre 312, Les WPI maintiennent aussi la stabilité des doubles

émulsions surtout au niveau gastrique et ont montré un relargage controlé efficace des anthocyanines

313315 ’encapsulation de la curcumine par les WPI via des interactions hydrophobes améliore sa

stabilité et protége son activité antioxydante face aux conditions de séchage 3!°. Sachant que la viabilité
des probiotiques est sensible aux différents procédures d’incorporation dans les aliments et de
digestion gastro-intestinale, son encapsulation par les WPI par lyophilisation est trés efficace 313! Ces

isolats de protéines peuvent aussi se présenter sous forme de gels et peuvent encapsuler des

319

anthocyanines 3'° et le rétinol en les protégeant des conditions de séchage3?. Ils améliorent aussi la

321

stabilité du zinc pendant le stockage 3%' et protégent le fer de I'oxydation 322, En outre, les WPI peuvent

s’associer aux polysaccharides tels que la gomme arabique, les maltodextrines, la pectine, le chitosane

afin d’améliorer la stabilité des composés bioactifs volatils surtout lors de I'atomisation et pendant le

307 323,324 325

stockage %/, de protéger les lipides et les polyphénols ** contre I'oxydation, de transporter la

thiamine en la protégeant des procédés de lyophilisation 3, de protéger les anthocyanines contre les

traitements thermiques 3%°,
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En résumé, le tableau 7 présente des exemples de différents bioactifs ainsi que les matrices associées d’origine laitiere ou non laitiere et les techniques

d’encapsulation utilisées.

Tableau 7. Exemples de bioactifs encapsulés dans des matrices laitieres et non laitieres et les techniques d’encapsulation correspondantes.

Bioactifs ou Coeur

Matrices d’origine

Matrices d’origine non

Techniques

Avantages d’encapsulation

Références

laitiere laitiere d’encapsulation
Bioactifs hydrophobes
-Catéchine -B-Lactoglobuline -Gélatine -Coacervation -Stabilité accrue
-Epicatéchine - Monomeére de Caséine -Tween20 -Inversion de phase -Relargage controlé
-Epicatéchine gallate -Huile d’olive -Godt amélioré 289,327-333
-Liposomes
-Emulsions

Curcumine -WPI : isolat de -Amidon modifié -Atomisation -Amélioration de I'activité
protéines sériques -B-cyclodextrines -Lyophilisation anticancéreuse 198, 315, 333~
-B caséine -Gomme arabique -Dispersion ou -Stabilité dans le milieu
-Micelle de caséines - Zéine conjugaison aqueux
-Lipides -Biodisponibilité accrue 337
-Liposomes
-Chitosane
Quercétine WPI : isolat de -Liposomes -Inversion de phase -Relargage controlé -
protéines sériques -Particules nano ou micro -Homogénéisationa  Absorption améliorée due la
solides a base de lipides:  haut pression présence de phospholipides 339-342

SLN ou SLM

-Dispersion ou
conjugaison

dans la formulation
-Augmentation de la
solubilité et de la stabilité

-Activité antioxydante accrue
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Resveratrol -B-Lactoglobuline -B-cyclodextrine -Inclusion -Amélioration de la
-Caséines -Chitosane -Sonication concentration dans I'eau, de 104, 109, 147,
- Liposomes -Homogénéisationa la stabilité, de la
- Emulsions haut pression biodisponibilité et du 254,342-348
-SLN - Dispersion ou relargage contrélé
conjugaison
Lycopéne ND -Cyclodextrines -Lyophilisation - Stabilité contre I'oxydation
-Gomme arabique -Atomisation améliorée
-Sucrose -Dispersion ou - Relargage contré6lé
-Amidon conjugaison 225,350-355
-Zéine
-Gélatine
-Emulsions
Lutéine WPI : isolat de -Chitosane -Homogénéisationa  Amélioration de la stabilité
protéines sériques -SLN haut pression face a I'oxydation, 'humidité 177,355,356

-Dispersion ou
conjugaison

et la température

Huile de mais

B-Lactoglobuline

-Maltodextrine
-Pectine
-K-Carraghénane

Lyophilisation

Amélioration de la stabilité
des émulsions par
lyophilisation

-Lipides enrobés d’un 292

complexe protéine-

polysaccharide
Huile de palme Caséinate de sodium Maltodextrine Atomisation Surface a faible teneur

lipidique 358

Huile de poisson (AGPl -Caseinate de sodium -Alginate -Sonication -Relargage controlé
ou oméga 3 ou 6) et -Monomere de Caséine -Chitosane -Coassemblage -Biodisponibilité améliorée 268,348,359—-
huile de lin -Micelle de caséine -Maltodextrine -Saveur et odeur masquées

-Emulsions 366
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B-carotene

-Caséine
-WPC : concentré de
protéines sériques

-Dextrine
-Zéine
-Protéine de soja

-Séchage a vide
-Electrospraying

-Protection du bioactif contre
les fluctuations de pH,
I’oxydation, la dilution et le
stockage.

-Relargage contrélé

-Activité antioxydante
prolongée

367-374

Vitamine E -B-Lactoglobuline -SLN . —Bolt.tc.>m pp —Anrnehorahon de I'activité 77,286,375-377
-Hydrogels -Emulsions -Gélification antioxydante
-Homogénéisationa  -Stabilité accrue face a
haut pression I’oxydation
Vitamine D -Complexe Caséine- -Maltodextrine Coassemblage Protection du bioactif a pH 378-382
maltodextrine -Emulsions acide
-B-Lactoglobuline
Bioactifs hydrophiles
Riboflavine WPI :isolat de -Alginate Lyophilisation Relargage controlé
protéines sériques -Emulsions 383
Thiamine WPI : isolat de Pectine -Coacervation Amélioration de l'activité de
protéines sériques -Lyophilisation la thiamine pendant le 193
stockage
Vitamine B12 Caséine-Maltodextrine  -Maltodextrine Lyophilisation Efficacité d’encapsulation
conjugué -Double émulsion améliorée 384,385

Lactoferrine

WHPI : isolat de
protéines sériques

-Huile de mais
- Polyglycérol

- Double émulsion -
Lyophilisation

Amélioration de 'activité
antimicrobienne de la 385
lactoferrine

Anthocyanes

WPI (gels) : isolat de
protéines sériques sous
forme de gels

-Maltodextrine
-Gomme arabique
-Pectine

-Alginate

-Atomisation
-Lyophilisation
-Coacervat
-Extrusion

-Augmentation de la durée de
vie du bioactif

-Protection contre |'oxydation
-Relargage controlé

31,86,192,386—
390
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-Protéines de soja

-Emulsions
Vitamine C ou (AA) -WPI : isolat de -Alginate -Atomisation -Protection face a I'oxydation
protéines sériques -Chitosane -Revétement sur lit -Durée de vie et
-Micelle de caséine -Amidon fluidisé biodisponibilité améliorée
-Gomme arabique -Atomisation -Stabilité organoleptique 32
-Liposomes -Immobilisation
-SLN
Acides caféiques et Monomeére de caséine  -B-cyclodextrine -Inclusion -Amélioration de I'activité
chlorogéniques -Maltodextrine -Mini émulsion antioxydante du bioactif
-Gomme arabique accompagnée d'une  -Durée de vie prolongée
-Alginate évaporation de -Relargage controlé 179,229,391—
-Chitosane solvant
-Emulsions 393

Les probiotiques
Bifidobacterium sp. -Caseinate -Huile de canola -Atomisation Amélioration de la viabilité
-Protéines laitiéres -Amidon résistant -Gélification cellulaire pendant les
-Micelle de caséine -Lactose stockages non réfrigérés et in
vitro face aux conditions 269,394-396
gastro-intestinales
Lactobacillus sp. et Monomeére de caséine  Pectine Atomisation Amélioration de la viabilité

Bifidobacterium sp. cellulaire pendant le séchage 194,397
et le stockage
L.casei Caséinate Gomme gellane Gélification induite Protection dans les
par le pH conditions gastriques 270
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Lactobacillus Micelle de caséine Alginate Extrusion Protection dans les
rhamnosus GG Atomisation conditions gastriques 398,399
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Comme il a été décrit précédemment, les matrices d’encapsulation de bioactifs sont nombreuses et
diverses. Cependant, ces matrices, qu’elles soient laitieres ou non, peuvent présenter des limites
d’utilisation que ce soit au niveau technique ou au niveau de leur incorporation dans les produits
alimentaires. Ainsi, le tableau 8 ci-contre résume les différents inconvénients et limites d'utilisation de

chaque matrice d’encapsulation.
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Tableau 8. Limites d’utilisation des diverses matrices d’encapsulation.

Synthése bibliographique

Matrices d’encapsulation Limites d’utilisation Références
Matrices a base de polysaccharides
Polysaccharides - Faible activité de surface impliquant une association essentielle a d’autres ingrédients aux
propriétés d’émulsification importantes tels que des protéines ou des sucres a faible poids 102,400
moléculaire.
- Tendance a la cristallisation de la matrice pouvant induire une lyse cellulaire et donc
influencant la viabilité des probiotiques
Cyclodextrines - Faible solubilité comparativement a celle des autres oligosaccharides : la B-cyclodextrine est
neuf fois moins soluble que les autres cyclodextrines. 401-403
- Co(t élevé de I'utilisation des cyclodextrines.
Maltodextrine - Faible capacité d’émulsification. 404-406
Gomme arabique - Irrégularités de surface des particules de gomme entrainant un probléme d’écoulement 304,407
- Bioactif résiduel en surface et non protégé.
- Encapsulation de certains bioactifs (sumac) non efficace.
Gomme arabique- - Protection contre la dégradation et le brunissement enzymatique non efficace. 408
Maltodextrine
Tréhalose - Sucre a faible poids moléculaire aboutissant a la formation de poudres collantes due a sa 295,409
basse température de transition vitreuse.
- Non efficace en tant que protecteur d’enzyme tel que I’ADH (Alcool désyhdrogénase).
Microgels d’alginate - Barriére non efficace et taux d’encapsulation faible pour les bioactifs hydrophiles.
- Faible stabilité chimique et mécanique (sensible aux changements de pH et a la présence de 113,410
cations mono et divalents).
-Ajout de Ba?* favorisant un crosslinking non homogéne entre les chaines polymériques des
acides manuronique et guluronique.
Chitosane Ca - Alginate -Pas de protection suffisante des probiotiques durant les étapes de préparation. 411

-Faible solubilité du complexe dans les solutions aqueuses limitant son application industrielle.
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Matrices a base de lipides

Emulsions

- Préparation des émulsions a partir d’huiles comestibles problématique due a leur viscosité
élevée.

- Choix délicat des huiles surtout dans le cadre d’une alimentation allégée et saine : les huiles
ne doivent pas contenir un taux élevé de cholestérol et d’acides gras libres. Cependant ce
genre d’huile n’est pas stable a des températures élevées ce qui limite l'utilisation des
émulsions en tant que matrice dans les aliments qui doivent subir de hautes températures lors
des étapes de préparation.

- Instabilité thermodynamique et séparation de phases.

- Application limitée due a la toxicité des surfactants et co-surfactants utilisés pouvant aussi
altérer les propriétés organoleptiques du produit fini.

-Cas oU le bioactif est cristallin : concentration incorporée limitée due a des risques de
précipitation lors du stockage entrainant la perte de protection offerte par cette matrice
d’encapsulation.

-Cout élevé de leur utilisation nécessitant des équipements spéciaux tels que les
homogénéisateurs.

102,103,110,410,412—-

416

Liposomes

-L’incorporation des liposomes dans les aliments limitée par le temps long de préparation et le
co(t élevé de la manufacture.

-L'utilisation de solvants organiques et toxiques souvent nécessaires a leur fabrication mais
indésirables dans les aliments.

-Sensibles une fois ingérés par voie orale aux fluctuations de pH, aux enzymes telles que la bile
et les lipases.

-Taux d’encapsulation du resvératrol par les liposomes faible : le probléeme avec ce systeme est
I'incapacité a localiser le resvératrol (emprisonné dans les bicouches phospholipidiques
pendant les étapes de préparation ?)

- Les liposomes non efficaces si incorporés dans des milieux aqueux dilués.

-Instabilité des liposomes face a I’exposition aux rayons ultra violets.

-L’encapsulation par les liposomes non efficace a de hautes températures par exemple lors de
la stérilisation.

110, 127, 410,417,418

SLN (nanoparticules solides a

base de lipides)

- Non incorporés dans les aliments a forte teneur en eau.
- Barriere non efficace pour les bioactifs hydrophiles.
- Risque d’exclusion du bioactif de la nanoparticule due a la cristallisation de la phase lipidique.

110, 410,419-421
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- Production délicate surtout au niveau de I'étape de refroidissement afin d’éviter la formation
d’agrégats et la perte de bioactifs.

Matrices a base de microorganismes

Levure -Il est nécessaire que le bioactif (< 700 Da)) puisse traverser par diffusion I'enveloppe de 422
Saccharomyces cerevisiae.

Matrices a base de protéines

Protéines sériques - Hydrolyse excessive aboutissant a la formation de peptides aux sites hydrophiles et 102,314,319
hydrophobes mal organisés/distribués conduisant a la perte des propriétés émulsifiantes.
- Leur hydrolyse augmente I'amertume.
- Inacapacité des peptides a former des films cohésifs contrairement aux peptides de taille plus
importante tels que les protéines sériques avant hydrolyse.
- Sensibles aux températures élevées de préparation et donc taux d’encapsulation faible
(anthocyanines).
-Encapsulation de bioactifs volatils faible pour des protéines sériques seules ; complexation
avec des di ou polysaccharides tels que le lactose nécessaire.
-Formation de gels stables nécessitant une association avec des émulsions.

SMP (Skim Milk Powder) Encapsulation de bioactifs volatiles non efficace ne conférant pas une protection contre 307
I’oxydation.
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En s’attardant sur les limites des matrices d’encapsulation listées ci-dessus, nous constatons que les
polysaccharides et les lipides nécessitent des techniques d’encapsulation délicates et complexes pour
pouvoir former une matrice efficace et rigide pouvant étre incorporée dans les aliments. Les protéines,
elles, nécessitent des procédés d’encapsulation plus simples mais les protéines sériques du lait par

exemple sont sensibles a I'hydrolyse enzymatique et aux hautes températures.

La micelle de caséine, naturellement présente sous forme de nanoparticules, qualifiée de GRAS ou
Generally Recognized As Safe est stable thermodynamiquement et est peu polydisperse.
L’encapsulation du bioactif dans la micelle de caséine peut étre tres facilement réalisée par un simple
mélange de la dispersion de micelles de caséines avec une solution contenant la molécule a encapsuler,
comme une solution de curcumine dans I'éthanol par exemple ; contrairement a I’encapsulation par
les polysaccharides nécessitant des techniques d’extraction ou l’encapsulation par les liposomes
nécessitant des techniques d’émulsification et de réduction de taille jusqu’a I’échelle micrométrique.

Pour ce, les propriétés de la micelle de caséine seront détaillées dans la partie qui suit.

4. La micelle de caséine
La fraction protéique majeure du lait est représentée par les micelles de caséine. La micelle de caséine
contient des milliers de monomeres caséiques et des nano-agrégats de phosphate de calcium
assemblés sous forme de particules colloidales thermodynamiquement stables dans un milieu de force

ionique élevé et de pH proche de la neutralité.

4.1. Composition, taille et forme

Les propriétés physico-chimiques des monomeres de caséines (as: ; s> ; B et k) constitutives de la
micelle sont données dans le tableau 9. Il est important de noter que le pH isoélectrique de la micelle
de caséine (pH 4,6) differe des points iso-ioniques des caséines constitutives 43, Ceci traduit
I'importance de la structuration des sous-unités sur le comportement des caséines. La micelle de
caséine contient 92 % de protéines et une fraction minérale de 8 %. Les minéraux sont constitués de

90 % de phosphate de calcium et de 10 % d’ions citrate et magnésium. Leur diametre moyen est
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d’environ 180 nm mais peut varier de 30 & 600 nm %*, Ces variations dépendent de la saison, du stade
de lactation ou encore du traitement subi par le lait mais également des conditions environnementales

physicochimiques %,

Tableau 9. Propriétés physico-chimiques des caséines 42342,

Caséine as; Caséine as; Caséine B Caséine k

Nombre de résid

ombre de resiaus 199 207 209 169
d’acides aminés
Masse moléculaire

N 23612 25228 23980 19 005
(g.mol™?)
pH iso-ionique 6,0 5,3 5,2 5,6
Hydrophobie totale
4,89 4,64 5,58 5,12

(kJ.résidu?)
Nombre de résidus 5 5 1 1

Tryptophane

4.2. Techniques permettant I'étude de la structure micellaire

La structure de la micelle de caséine est trés complexe et n'est pas encore clairement déterminée
malgré de nombreuses études dans la littérature. Quelques techniques spécifiques sont utilisées afin
d'étudier son organisation supramoléculaire et notamment I'arrangement des différentes protéines et
de la fraction minérale au sein de la structure. Les principales sont la microscopie électronique a
transmission ainsi que les méthodes de diffusion de rayonnements aux petits angles (rayons X et

neutrons).

4.2.1. La microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique en transmission (MET ou TEM pour Transmission Electron Microscopy)
permet une analyse morphologique, structurale et chimique d’échantillons solides a I’échelle atomique
427 Cette technique repose sur I'interaction des électrons avec la matiére et la détection des électrons
ayant traversé I"échantillon. Les échantillons étudiés doivent donc étre préalablement amincis afin

d’étre suffisamment transparents pour le passage des électrons %2,
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Une multitude d’informations peuvent étre obtenues par TEM telles que I'épaisseur des couches dans
des empilements complexes, la morphologie de matériaux en coupe, leur structure (amorphe ou
organisée), la nature des défauts cristallins, I'orientation cristalline, la taille des grains pour les
échantillons polycristallins 4*°. Le TEM couplé a une analyse chimique permet d’accéder a la nature des

couches et des interfaces ainsi qu'a la distribution d’un élément dans une couche.

L’échantillon est le siege de différents phénomeénes physiques résultant de I'interaction des électrons
avec la matieére. Comme son nom l'indique, la microscopie électronique a transmission est basée sur
la détection des électrons ayant traversé I'échantillon (électrons transmis et diffusés). Un diaphragme
placé a la sortie de I'échantillon, appelé diaphragme objectif ou de contraste, permet de sélectionner
le faisceau transmis (champ clair ou bright field) ou un faisceau diffracté selon une direction
particuliere (champ sombre ou dark field). Un ensemble de lentilles magnétiques (de diffraction,
intermédiaire et de projection finale), constituant le systéme de projection, permet ensuite de
transférer I'image de I'échantillon (ou le diagramme de diffraction) vers I'écran d’observation %,
L’acquisition d’images numériques est réalisée par une caméra CCD placée sous I'écran d’observation.
En interagissant avec I'’échantillon, une partie des électrons perd de I'énergie. Cette perte d’énergie
peut étre exploitée pour réaliser des analyses chimiques, par spectrométrie de perte d’énergie (EELS)

par exemple.

4.2.2. Diffusion de rayonnements aux petits angles

Les techniques de diffusion de rayonnements, qui peuvent étre des rayons X, des neutrons ou de la
lumiere, sont basées sur une déviation d'un faisceau incident par un échantillon et permettent de
recueillir des informations structurales sur un échantillon. Cette diffusion, qui est qualifiée d'élastique
car sans perte d'énergie et sans modification de la longueur d'onde du rayonnement, peut étre intense
(diffusion cohérente) dans le cas d'un échantillon présentant une structure organisée de maniere
périodique sur de grandes distances (échantillons cristallins). Dans ce cas, le terme diffraction de

rayonnement est utilisé et est un cas spécifique du phénomene de diffusion. Dans le cas d'échantillons
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présentant une structure locale non répétée, il est également possible d'obtenir des informations sur

|'organisation de cette structure par simple diffusion.

i) Rappel sur la diffraction de Bragg

Le phénomeéne de diffraction d'un rayonnement par un cristal parfait conduit a I'apparition de pics de
forte intensité (pics de Bragg) détectés a des angles de plusieurs dizaines de degrés par rapport au
trajet définit par le faisceau incident %, La relation entre I'angle de diffraction 20 et des distances de

répétition caractéristiques de I'organisation périodique de I'échantillon est donnée par la loi de Bragg :

2dsinB=nA équation 1

avec 0 le demi-angle de diffraction, d la distance de répétition entre deux plans atomiques diffractant
le rayonnement de longueur d’onde A de I'ordre de I’Angstrom et n I'ordre de diffraction. Cette loi
indique simplement que plus les plans d’atomes diffusants sont proches (d petit) et plus le signal
diffusé/diffracté est émis a des grands angles (sin 6 grand donc 0 grand) par rapport au faisceau

incident.

ii) Principes de diffusion de rayonnements aux petits angles (SAS — Small Angle
Scattering)

La diffraction de rayonnement est généralement utilisée afin de caractériser une structure cristalline
définie par un arrangement périodique des atomes d'un cristal avec des distances de répétitions de
I'ordre de I'Angstrom donc en enregistrant le signal de diffraction a des grands angles. Il est également
possible de détecter le signal émis a des angles beaucoup plus faibles et qui émerge de I’échantillon
pratiguement dans |'axe du faisceau incident. Ces signaux proviennent du fait de I'organisation de
I'échantillon a des échelles beaucoup plus grandes que celles séparant les atomes et les plans
atomiques consécutifs. A des angles de diffusion si faibles, le signal enregistré provient de
I’organisation des atomes et des molécules sondée sur des échelles allant du nanometre a la centaine
de nanométres 31, L'étude de la structure de cristaux liquides formés par des tensioactifs dans I'eau,

de bicouches de phospholipides ou d'argile par exemples, matériaux structurés a I'échelle de quelques
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nanometres, nécessite donc de travailler en configuration "petits angles" afin de détecter les signaux

relatifs a I'organisation de I'échantillon.

Le phénomene de diffraction correspond en fait a un phénomeéne de diffusion cohérente dans lequel
une partie importante du faisceau est déviée par I'échantillon selon certains angles définis conduisant
a l'apparition de pics de diffraction ou pics de Bragg. Un échantillon cristallin, donc présentant une
organisation périodique de la matiere, conduit a des diffractogrammes faits de différents pics dont les
positions et intensités relatives permettent de déterminer la structure cristalline de I'échantillon. A
I'opposé, un échantillon non cristallin, mais pouvant présenter une certaine structure a I'échelle locale
(ne se répétant pas sur de grandes distances comme un cristal), ne permet pas |'obtention d'un signal
de diffraction mais seulement d'un signal de diffusion a partir duquel il est néanmoins possible
d'obtenir des informations structurales. Ainsi la diffusion de rayonnement, phénomeéne de déviation
du rayonnement mais non cohérente, donc moins intense que la diffraction, permet également de
caractériser de maniere structurale un échantillon non cristallin mais présentant une certaine structure

tel que des micelles de tensioactifs, des nanoparticules, des polyméres, etc.

L'intensité diffusée est ainsi collectée en fonction de I'angle de diffusion 8. Néanmoins, dans le cas de
la diffusion de rayonnement aux petits angles, I'intensité est généralement représentée en fonction du
vecteur d'onde g (équation 2) qui permet d'accéder directement aux distances de répétitions

correspondantes (équation 3) indépendamment de la longueur d'onde du rayonnement utilisé.

4T

q=- Sing (équation 2) ; q=2n/d (équation 3)

ou O est le demi-angle de diffusion et A la longueur d’onde du faisceau incident et d la distance
correspondante. L’intensité diffusée I(q) est généralement mesurée a des angles faibles permettant
d’étudier des tailles caractéristiques allant des distances cristallographiques (quelques Angstroms) a

des distances colloidales (0,1 micron).
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L'intensité diffusée par des particules dispersées dans une phase continue telle que des micelles de

caséines dans I'eau est donnée par I'équation suivante :
I(q) = Ap® ¢y VP, S, (équation 4)

ol Ap? est défini comme le terme de contraste entre la phase dispersée et la phase continue dont les
valeurs dépendent du rayonnement utilis¢, ¢y, est la fraction volumique des particules et I, le volume
d’une particule seche. P, est appelé facteur de forme et ne dépend que de la géométrie d'une particule
isolée (sphere, cylindre, disque, etc). S, est appelé facteur de structure et décrit les interactions entre
les particules. Le facteur de structure est ainsi égal a 1 pour de faibles fractions volumiques lorsque les
particules n'interagissent pas entre elles a cause d'une dilution importante et n'influence ainsi pas

l'intensité diffusée.

D'apreés I'équation 3, plus la longueur d'onde du rayonnement utilisé est grande, plus le vecteur d'onde
correspondant est petit, donc plus les distances caractéristiques sont grandes (équation 4). Ainsi, la
diffusion de la lumiére (400 < A (nm) < 800) est utilisée pour I'étude d'objet relativement grand alors
gue la diffusion des rayons X et des neutrons (A de I'ordre de I'Angstrém) permet de sonder la matiere
a des échelles plus petites, notamment colloidales a partir de quelques nanométres. Ainsi, la diffusion
des rayons X et des neutrons sont des méthodes de choix pour étudier la structure interne des micelles
de caséines. Ces deux techniques différent par le rayonnement utilisé qui interagit différemment avec

I'échantillon modifiant ainsi la valeur du terme de contraste Ap? de I'équation 4.

La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS - Small Angle X-ray Scattering) est basée sur les
différences de densités électroniques entre les objets diffusants et le milieu continu. Les rayons X
interagissant en effet avec les électrons des atomes constituant I'échantillon, le terme de contraste
Ap? est défini comme la différence des densités électroniques entre les atomes formant la phase

dispersée et ceux formant la phase continue.
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Dans le cas de la diffusion des neutrons aux petits angles (SANS- Small angle neutron Scattering), les
neutrons arrivant sur I'échantillon interagissent avec les noyaux des atomes formant les phases
dispersée et continue. Le terme de contraste Ap? de I'équation 4 est définie comme la différence des
densités de longueur de diffusion inhérentes au noyau des atomes composant les phases en présence,

notée b, dont les valeurs pour chaque atome sont connues et disponible dans des tables.

Dans les deux cas, les courbes de diffusion intensité = f(q) permettent d’accéder a I'aide de modeles
théoriques a la géométrie et a la taille de particules colloidales, a la fraction volumique en particules,
aux interactions entre particules, aux conformations des chaines hydrophiles et hydrophobes pour des
polyméres amphiphiles par exemples ainsi qu'a d'autres paramétres décrivant le systéme “°. Elles
permettent d’étudier également I'organisation en volume de ces systémes, mais aussi en couches

minces, sur des couches adsorbées ou greffées et méme dans des milieux confinés %3,

Les courbes de diffusion expérimentales sont une combinaison entre une composante reliée a la forme
de la particule (facteur de forme) décrivant sa morphologie (taille et géométrie) et une composante
d'interaction (facteur de structure) qui n'est pas négligeable lorsque la fraction volumique dispersée
n'est pas faible. Le calcul de I'intensité diffusée pour des particules modeéles permet, par ajustement
des courbes théoriques et expérimentales, d'accéder aux différents paramétres structuraux. Selon les

contrastes utilisés, il est possible d'obtenir les mémes informations par SAXS.

La majeure partie des expériences de diffusion de rayonnement aux petits angles sont réalisées par
SAXS de par le nombre de montages existant a I'échelle du laboratoire. Il est également possible de
réaliser des expériences en utilisant le rayonnement synchrotron qui est beaucoup plus intense qu'un
montage de laboratoire afin d'effectuer des expériences nécessitant des temps d'acquisition courts
par exemple. Néanmoins, le point faible des rayons X réside dans le terme de contraste qui est difficile
a faire varier pour étudier un échantillon dans différentes conditions (en l'illuminant différemment). Il
est en effet difficile de faire varier la densité électronique des différents composants d'un systéeme sans

modifier ses propriétés. Il est ainsi possible de modifier la densité électronique d'une phase continue
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aqueuse en y rajoutant des sels, mais ceux-ci risque de modifier le systeme. La diffusion des neutrons,
étant basée sur l'interaction neutrons/noyau, est plus facilement modulable en jouant sur les
différents isotopes d'un atome. Il est ainsi possible de faire varier la densité de longueur de diffusion
(b) d'une phase tout en gardant des propriétés physiques et chimiques proches. La principale utilisation
de la technique de "variation de contraste" consiste a effectuer des expériences de diffusion de
neutrons en remplagant la phase aqueuse constituée généralement d'eau légere (H,0) par de I'eau
lourde (D,0) ou par un mélange eau lourde/eau légére. La différence importante entre les valeurs de
b pour I'hydrogéne (by = -0,374 cm) et pour le deutérium (bp = 0,667 cm) permet de facilement
modifier la densité de longueur de diffusion de la phase aqueuse. Par ailleurs, la majorité des éléments
présents dans la matiére organique présente une valeur de b comprise entre celle de I'hydrogéene et
celle du deutérium. Il est également possible de deutérer une partie de I'échantillon afin de modifier
le contraste global. Il est ainsi possible "d'effacer" ou de rendre invisible une particule ou une partie
d'une particule en égalisant les valeurs de b, donc en rendant nul le terme de contraste Ap?.
L'inconvénient des expériences SANS est qu'elles nécessitent un réacteur nucléaire pour la production
de neutron. Il n'existe ainsi que peu de montages disponibles. Le flux de neutron est aussi beaucoup

plus faible qu'un flux de rayons X, les expériences nécessitent donc plus de temps d'acquisition.

Cette méthode de variation des contrastes est donc souvent mise a profit. En modifiant la densité de
longueur de diffusion du solvant, il est possible d'éclairer une population particuliére de particules ou
une partie spécifique des particules. Par exemple, en choisissant le solvant de fagon a masquer la partie
hydrophile d'une micelle dans I'eau, il est possible d'en observer le cceur hydrophobe. Dans le cas des
micelles de caséines, il ainsi possible de détecter seulement le signal de diffusion des nanoclusters de
phosphate de calcium en utilisant en tant que phase continue un mélange H,0/D,0 présentant une
méme valeur de densité de longueur de diffusion que la fraction protéique de la micelle. Cette derniere

apparaitra ainsi invisible aux neutrons et le signal enregistré ne dépendra que des nanoclusters.
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4.3. Les modeles de structure de la micelle de caséine

L’existence des micelles de caséines a été convenue au dix-neuviéme siecle mais ce n’est qu’a partir
des années 1960 que I'intérét de définir la structure interne et externe de la micelle voit le jour 3.
Définir la structure de cette micelle permettra de comprendre son réle pendant les divers traitements
tels que la coagulation lors de l'acidification et son effet sur la structure et sur les propriétés du
coagulum. Malgré I'abondance des études sur le sujet, la structure interne et celle de la surface de la
micelle ne sont pas encore parfaitement connues et font I'objet de débats. Plusieurs modeéles ont ainsi
été proposés. La plupart peuvent étre classés en cing catégories : le modele coeur enveloppe, le modele

a sous-unités, le modele a dualité de lien, le modele des nanoclusters et enfin le modéle poreux.

4.3.1. Les modeles coeur-enveloppe

Ce modele a été développé par Waugh et Nobel en 1956 suite a des études sur la solubilité des caséines
en présence de calcium *3, Les auteurs se sont basés sur la présence des caséines sensibles au calcium,
as et B, au cceur de la micelle et sur la stabilisation de ces derniéres par une couche de caséine k sur la

surface (Figure 44).

Figure 44. Modéle de la micelle de caséine « cceur-enveloppe » proposée par Waugh et al 1965 433,
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4.3.2. Le modele a sous-unités

Ce modele proposé par Schmidt en 1982 suppose que la micelle est constituée de sous-unités ou sous-
micelles (sub-micelles) de caséines liées entre elles par des ponts de phosphate de calcium (Figure 45).
Dans cette proposition de structure, le phosphate de calcium sous forme colloidal (CaP) couvre en
partie la surface des sous-micelles et joue le réle de ciment pour relier ces unités entre elles. La
composition en caséines des sous-micelles a déterminé leur positionnement dans la micelle. Les sous
unités situées au cceur de la particule sont plus riches en caséines B et as; et pauvres en caséine k alors
que celles en surface sont plus riches en caséine Kk comme dans le modéle proposé par Waugh et al.
(1965). Des arguments en faveur d’une structure sous-micellaire reposent principalement sur des

observations en microscopie électronique : des sous-unités petites et sphériques sont ainsi observées

434,435

Modele des sous-micelles

Coeur hydrophobe

Pauvre en caséine K O ;. O/O
O Riche en caséine k : Yo .O

Cluster de CaP : '.. . O
OO O Schmidt (1982)

Figure 45. Modéle « & sous-unités » de micelle de caséine proposée par Schmidt en 1982 *3*: représentation
schématique de la micelle composée de deux types de sous-unités reliées par le phosphate de calcium colloidal.

Ce modele a été modifié par Walstra et al. en 1990 notamment sur la fraction CaP qui s’internalise

dans les submicelles(Figure 46) 4%,
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O Sous-micelle

}b@ Chaine peptidique
= Phosphate de calcium

50 nm

Figure 46. Modéle « & sous-unités » de micelle de caséine corrigé par Walstra en 1990 4*°.

L’existence de deux types de sous-micelles et leur assemblage sont nécessaires dans ce modéle a sous-
unités pour expliquer la localisation des caséines k en surface, or I’existence de ces deux formes et les
mécanismes expliquant leur formation n’ont jamais été établis 2*°. De plus, séparer les caséines du
phosphate de calcium durant le processus d’assemblage n’est pas possible sachant que Ia
phosphorylation des protéines est une étape post-traductionnelle (étape aprés la traduction de
I’ARNm en protéine) immédiate et qui précede I'auto-assemblage des chaines protéiques en sous-

unités micellaires.

C'est grace aux observations réalisées par SEM (Scanning Electron Microscopie, microscopie
électronique a balayage) et par TEM effectuées par McMahon et McManus en 1998 que le modéle de
sous-micelle a été complétement rejeté *3°. En effet, ces observations microscopiques soulignent une
structure interne micellaire hétérogéne. Les sous-unités s’averent étre non sphériques mais tubulaires

et la surface non lisse mais contenant des gaps entre les différentes sous structures (Figure 47).
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Figure 47. Photographies en microscopie électronique de la micelle de caséines : (A) micelle de caséine adsorbée
sur une membrane de céramique observée par microscopie électronique a balayage ou SEM. L’échantillon a été
recouvert par une couche d’iridium de 2 nm avant observation avec un grossissement de X 70 000. Barre d'échelle
=100 nm. (B) La micelle de caséine observée par microscopie électronique a transmission avec un grossissement
de X 85 000. Barre d'échelle = 100 nm.(d’aprés McMahon, 1998) 43¢

4.3.3. Modele a dualité de lien (dual bonding model)

Le modéle a dualité de lien proposé par Horne en 1998 stipule que les caséines s’associent par des
interactions hydrophobes et par des ponts phosphocalciques aux niveaux des fragments hydrophiles
en utilisant le phosphate de calcium colloidal (CaP) (Figure 48). Dans ce modéle existe un véritable
équilibre entre les interactions hydrophobes attractives et les interactions électrostatiques répulsives
47 d'ol le nom de "dualité de lien". L’attraction hydrophobe serait le moteur de la formation des
micelles et les répulsions électrostatiques limiteraient la croissance des micelles. Le phosphate de
calcium colloidal neutralise les charges négatives du phosphate des résidus de sérine phosphorylés. Il
en résulte une diminution des répulsions électrostatiques et I'association de nouvelles protéines par
I’effet hydrophobe dominant. Les caséines k interagissent avec la structure par effet hydrophobe et ne
peuvent pas fixer le phosphate de calcium. Elles sont donc incapables de prolonger les chaines de

caséines et stoppent ainsi la croissance de la micelle 7.
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Figure 48. Modéle a dualité de lien proposé par Horne et al. en 1998 %37 et repris par Livney en 2010%%% : les caséines
sont reliées au niveau des fragments hydrophobes représentés par les barres rectangulaires et sont liées par les
nanoclusters de calcium colloidal phosphate (CCP) 4%7.

La base de ces trois premiers modeles repose sur I'observation de I'auto-assemblage des caséines et
des structures micellaires méme en absence de calcium. Le phosphate de calcium colloidal permettrait
d’assurer la cohésion de la structure. Ces idées s’accorderaient avec la notion de biologie structurale :

la structure suit la fonction #*°.

Plus tard, des expériences de diffusion des rayons X et des neutrons aux petits angles mettent en
évidence un signal spécifique sur les courbes de diffusion pour des valeurs de vecteur d'ondes q
proches de 0,35 nm™, "L'inflexion" ou "lI'épaulement" de I'intensité en fonction de q apparaissant sur
les spectres SAXS devient plus marqué en SANS en utilisant la méthode de variation de contraste pour
"effacer" le signal de diffusion des protéines (en utilisant une proportion de D,O de 41%) et donc
observer uniquement le signal relatif au CaP (Figure 49). Les résultats mettent ainsi en évidence des
profils de diffusion dans lesquels un maximum est repéré a des valeurs de q = 0.35 nm™ correspondant
a une distance de corrélation de 18 nm (Figure 49) dG a la contribution du facteur de structure des

nanoparticules de CaP %4,
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Figure 49. Profil SANS (diffusion des neutrons a petits angles) d’une dispersion de caséines micellaires proposé par
Holt et al. (2002). Le pic a g = 0,35 nm-1.met en évidence le phosphate de calcium colloidal (CaP) correspondant
a une distance de corrélation de 18 nm

L'organisation des nanoparticules de CaP semble ainsi ne pas étre totalement désordonnée avec une
distance de corrélation entre les CaP d'environ 18 nm, ce qui est mal pris en compte dans les modéles

des sous-micelles ou a dualité de liens.

43.4. Modele des nanoclusters

Le modéle des nanoclusters proposé par Holt en 2003 **, correspondant bien aux résultats TEM de
McMahon et McManus %%, repose sur les interactions entre les caséines et le CaP afin de maintenir
une entité micellaire (Figure 50). Il suggére que la micelle peut étre assimilée a un gel protéique poreux
intégrant des nanoparticules de phosphate de calcium colloidal, un véritable moyen de pontage. Ces
nanoparticules sont dispersées dans le réseau a une distance moyenne de 18 nm en relation avec le
pic de corrélation observé en SANS. Elles sont par ailleurs liées aux caséines au niveau des résidus
phosphorylés. L'association des caséines est le résultat d’un ensemble d’interactions de faible énergie
(effet hydrophobe, liaison hydrogene, liaison ionique, interaction électrostatique et de Van der Waals).
La matrice formée est caractérisée par plusieurs fluctuations mineures de la densité protéique locale.

Comme dans les autres modeles, les caséines k limitent I'association des caséines et exposent leurs
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extrémités C-terminales vers I'extérieur de la particule pour former une enveloppe « chevelue ». Ce

modeéle implique une répartition plus homogéne des caséines au sein de la micelle #*°,

CaP nanocluster

" Alpha

Beta

Figure 50 Modeéle des nanoclusters proposé par Holt et al. en 1994 puis en 2003 : structure formée par un réseau
homogeéene de chaines protéiques réticulées par les nanoclusters de phosphate de calcium colloidal et une région
externe chevelue de faible densité .44%441,

Ce modele semble le mieux adapté pour expliquer les résultats obtenus par diffusion de neutrons et

de rayons X 2*° (Figure 51).
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Figure 51. Profils SANS calculés selon différents modeéles de dispersions de caséines micellaires dans (A) de I'eau
et (B) de I'eau lourde D20. C) Profils SAXS (diffusion des rayons X a petits angles). Le signal SAXS des nanoclusters
est représenté par un trait plein rouge +*°.

En couplant des profils SANS modélisés ou les caséines sont dispersées dans de |'eau légére et dans de
I'eau lourde avec les profils SAXS, le modele décrivant le CaP comme distribué en tant que nanocluster
(trait plein rouge sur la figure 51) est le meilleur permettant d'expliquer les pics observés sur les profils
de diffusion. Dans la figure 51.c, le profil SAXS met clairement en évidence le pic a g = 0.35 nm* relatif
au CaP nanocluster ou a des sous micelles. Pour pouvoir trancher, les expériences SANS par variation
de contraste et de normalisation du facteur de forme afin de mettre en évidence la contribution du
facteur de structure sont essentielles. Il est évident dans la figure 8.b que le pic a g = 0.35 nm? est plus
marqué quand les caséines sont dispersées dans un milieu majoritairement composé de D,0. Si ce pic
correspondait aux sous micelles, il disparaitrait une fois les micelles de caséines dispersées dans le
mélange 40 % H,0 et 60 %D,0 (proportion permettant d'annuler le contraste entre les protéines et la
phase continue). Ainsi, ce pic correspondrait bien au signal relatif aux CaP nanoclusters et non pas une

sous structure micellaire.

De plus, sachant que le rayon d’un CaP nanocluster est de 2,6 nm et que la distance séparant les deux
résidus sérines de la caséine as: est de 4 nm, la distance séparant le centre du premier CaP lié du
deuxieme est donc de 9 nm et non pas de 18 nm comme relevé précédemment. Cela peut étre expliqué

par la structure de la caséine as; qui grace a son deuxieme résidu sérine phosphorylé se lie au méme
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nanocluster et forme une boucle. La caséine B, elle, ne possédant qu’un seul résidu sérine phosphorylé
permet donc de limiter la croissance de la micelle. En effet, la taille de cette micelle est contrdélée par
un parfait équilibre entre la formation des boucles ou « loop formation », le cross-linking des caséines
Os: et as; avec le CaP nanocluster et la limitation de croissance imposée par la caséine B. La taille sera
donc dépendante du nombre de caséines a et B présentes dans le systeme ; cette hypothese reste

cependant sans preuve de confirmation, ce qui présente donc la limite principale du modele de Holt.

4.3.5. Le modele poreux

L’étude de la structure supramoléculaire de la micelle de caséine a été poursuivie par McMahon et
Oommen en 2007 a partir d'observations TEM des échantillons de protéines adsorbées sur une grille
en cuivre recouverte par une couche de poly-L-Lysine et de parlodion #*2. Les caséines et le phosphate
de calcium ont été marqués par de 'oxalate d’urée, congelés instantanément et séchés sous vide. Les
images obtenues en microscopie électronique a transmission a haute résolution révélent une structure
complexe entrelacée dans laquelle les agrégats de phosphate de calcium et de caséines d’une part et
les chaines de polymeéres de caséines d’autre part interagissent ensemble pour former une entité
micellaire stable. Les chaines de caséines linéaires et ramifiées sont entrelacées par les nanoclusters
de phosphate de calcium et des interactions multiples régissent ces structures. Cette combinaison de
structures et d’interactions permet d’introduire un modele micellaire a structure ouverte et poreuse
résistante aux modifications du milieu (Figure 52). Les interactions hydrophobes entre les caséines
entourant le nanoclusters de phosphate de calcium empéchent la dissociation de la micelle quand ce
nanocluster est solubilisé. De plus, les interactions électrostatiques entre caséines empéchent la
déstabilisation micellaire une fois le lait réfrigéré pouvant entrainer la déplétion de la caséine B ou

suite a I'addition d'urée.
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Figure 52. La micelle de caséine immobilisée et observée par Cryo-TEM. A sa droite, un schéma illustrant le modéle
poreux de la micelle de caséine entiéere définie par McMahon et al. (2007). Un zoom sur la périphérie de la micelle
montre les nanoclusters de phosphate de calcium (boule noire) de 4,8 nm de diametre avec un espace
intermicellaire de 18 nm. Les caséines sont aussi illustrées avec un diamétre hydrodynamique de 8 nm (boule

grise) 442,

Bouchoux en 2010 étudie I'évolution de la structure de la micelle en cours de contraction par

déshydratation osmotique par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) #* (Figure 53 )
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Figure 53. (L’évolution de la structure de la micelle en cours de contraction par déshydratation osmotique par
diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) (A) Profils SAXS des dispersions de caséines micellaires a des
concentrations (de haut en bas) de 25, 33, 100, 150, 167, 206, 337, 365, et 400 g.L-1. Les données ont été décalées
le long de I'axe des ordonnées pour une meilleure observation. A 25 g.L-1, les dispersions sont turbides et liquides
alors qu’a une concentration de 400 g.L-1, elles ont I‘aspect d’un gel transparent. La transition entre le liquide et
le gel se fait a des concentrations entre 150 et 200 g.L-1 de caséines. (B) représentation log-log de Kratky (q?l(q)
=f(q)) avec q, le vecteur d’onde et I, I'intensité de lumiere diffusée.

89



Synthése bibliographique

La figure 53 représente les profils de diffusion SAXS obtenus pour des concentrations de dispersions
caséiques allant de 25 4 400 g.L%. Pour un premier intervalle de concentration allant de 25 4 150 g.L'?,
les changements observés sont limités aux petits angles g ou I'épaulement correspondant aux
distances entre micelles se déplace vers des plus grands angles indiquant un rapprochement
intermicellaire. Dans cette méme gamme de concentration, les dispersions sont liquides et turbides.
Les mesures de viscosité et de pression osmotique prouvent que les micelles interagissent en tant que
sphéres qui se repoussent et dont la compression ne fait que modifier leurs positions relatives. Cela a
été aussi confirmé par le facteur de structure Seff (q) obtenu en divisant I'intensité de diffusion I(q)
d’une concentration caséique par l'intensité de diffusion de la plus faible concentration (25 g.L) dans

laquelle seule la contribution du facteur de forme apparait (Figure 54)

q (A7)

Figure 54. Le facteur de structure Seff(q) mesuré pour les dispersions de caséines micellaires a des concentrations
(de haut en bas) de 100, 150, 167, 206, 337, 365, et 400 g.L™.

Le facteur de structure ressemble beaucoup a celui des dispersions concentrées de particules solides
ou de nanoémulsions. Cela confirme alors qu’il n'y a pas de changement de la structure interne

micellaire.

Pour le deuxiéme intervalle de concentrations (C > 150 g.L%), 'laugmentation de la concentration

conduit a un changement beaucoup plus significatif. Le changement principal est le fait que les profils
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SAXS ont tendance a s’aplatir avec I'augmentation de la concentration caséique. Un deuxiéme
changement est observé au niveau des vecteurs d'ondes g intermédiaires ou les oscillations
deviennent de plus en plus importantes contrairement a I'épaulement observé aux faibles angles qui
devient de moins en moins prononcé avec I'augmentation de la concentration caséique. Le facteur de
structure Seff devient de plus en plus large et se déplace vers des grandes valeurs de g et donc vers la
structure interne micellaire. En effet, au début du deuxiéme intervalle, pour des concentrations de
150-200 g.L}, la pression osmotique augmente soudainement et les micelles de caséines interagissent
fortement et se rapprochent. Les dispersions ne sont plus considérées comme liquides mais comme
des solides mous poreux. A des concentrations encore plus importantes, les micelles sont trés proches
et ont tendance a se contracter et a se relacher. Ces dispersions acquierent les propriétés
viscoélastiques des gels. Pour résumer, quand la phase aqueuse séparant les micelles de caséines est
extraite, ces structures se comportent en tant que des sphéres polydisperses dont la structure interne
n’est pas affectée. Quand elles sont comprimées, les micelles perdent de I'eau et leur volume diminue.
Les résultats indiquent que la compression n’est pas affine : certaines parties de la micelle sont
modifiées alors que d’autres résistent a la déformation. Pour ce, Bouchoux propose un modeéle « type
éponge » ou modele poreux de la structure micellaire a trois niveaux hiérarchiques (Figure 55): un
niveau bas formé des nanoclusters de phosphate de calcium qui servent de points d’ancrage aux
caséines, un niveau intermédiaire constitué de régions rigides de 10 a 40 nm résistantes a la
compression et contenant les nanoclusters et le dernier niveau formé de la micelle de caséine elle-

méme avec une taille moyenne de 100 nm.
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Figure 55. Le modéle poreux proposé par Bouchoux et al en 2010 : la micelle est formée de régions molles
composées de vide ou de solvant et de régions rigides contenant les nanoclusters de phosphate de calcium et les
molécules de caséines représentées par des boules de 25 nm %,

Enfin, une description de la micelle prenant en compte le réle de I'eau dans le maintien de la structure
a été proposée par Dalgleish et al., en 2011 2*. La présence de régions protéiques denses avec des
domaines hydrophobes serait en contradiction avec une distribution uniforme de I'eau a l'intérieur de
la micelle. L'eau serait présente a l'intérieur de la micelle sous forme de canaux ou de domaines

stabilisés par les caséines B.

Un schéma récapitulatif résumant I'évolution de la structure micellaire est représenté par la figure 56.
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Figure 56. Schéma récapitulatif illustrant I’évolution de la structure micellaire depuis 1956 avec les différents modéles suggérés par les auteurs suivants: Waugh et al (1956),
Schmidt et al 1982, Horne et al 1998 et 2005, Holt et al, 2003, McMahon et al, 1998 et 2007, Bouchoux et al, 2010, Dalgleish et al, 2011, Mata et al, 2011, De Kruif et al, 2012
et 2014. Les différentes observations de microscopie électronique & transmission (TEM) et SAXS sont aussi évoquées 242433434,436,437,439,440,442-446
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En se basant sur tous ces modeles, la structure complexe de la micelle de caséine fait aussi sa force en
tant que matrice de vectorisation et d’encapsulation de bioactifs. Ces propriétés de structure, de
surface, d’auto-assemblage seront plus détaillées dans la section qui suit en plus de ces propriétés
d’interaction, de protection, de relargage controlé et surtout de ses propriétés technofonctionnelles

qui font d’elle une matrice d’encapsulation de bioactifs remarquable.

4.4. La micelle de caséine : vecteur de biomolécules

Parmi les nombreux systémes d’encapsulation disponibles, les nanoparticules a base de protéines ont
joui d’un intérét considérable ces derniéres années. Les caséines du lait sont considérées comme des
vecteurs naturels de composés bioactifs. Leur structure et leurs propriétés physicochimiques
permettent leur utilisation a des fins d’encapsulation et de libération contrélée de composés d’intérét
dans des applications alimentaires #°!. Leur caractére non toxique et leur stabilité au cours des

procédés de transformation les rendent d’autant plus intéressantes 2%,

4.4.1.  Propriétés de surface et d’auto-assemblage

Les caséines se distinguent par des propriétés de surface et d’assemblage particuliéres. En effet, les
micelles de caséine sont des auto-assemblages a caractére amphiphile disposant d’une structure
ouverte trés hydratée contenant 3,7-4 g d’eau/g de protéine #24474%8 E|les sont stabilisées par une

couche de k-caséines qui permettent une stabilisation stérique ¥

et électrostatique. Elles possedent
une structure poreuse a travers laquelle peuvent diffuser des petites molécules bioactives *. Leur
caractere amphiphile leur permet de se placer aux interfaces huile/eau et de jouer le réle d’émulsifiant
dans des systémes d’encapsulation . ’assemblage des caséines sous forme de micelles ou I'auto-
assemblage de caséines individuelles comme la B-caséine géneéere des nanovecteurs qui peuvent étre
chargés par divers composés. L'encapsulation et la stabilisation de composés thérapeutiques
hydrophobes tels que la curcumine par la B caséine ont été déja étudiées 26941, D’une part, la capacité

des caséines a s’auto-assembler a permis aussi I’'encapsulation du beta caroténe le protégeant ainsi de

la dégradation pendant les procédés de traitements industriels tels que la stérilisation, la
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pasteurisation et le traitement a haute pression hydrostatique 3%7. D’autre part, il a été démontré qu’il
était possible d’encapsuler la vitamine liposoluble D2 en utilisant I'aptitude des caséines a se
réassembler en micelles. Les micelles de caséines réassemblées autour de la vitamine ont permis de la

stabiliser dans un environnement aqueux et d’augmenter sa biodisponibilité 2.

4.4.2. Propriétés d’interaction avec d’autres molécules

Les caséines ont la capacité de former des complexes avec diverses molécules de petite taille et
peuvent se lier a des composés hydrophobes (vitamines liposolubles, polyphénols, acides gras,
colorant...) principalement via des interactions hydrophobes et de Van der Waals #°24%3, La micelle de
caséine elle-méme peut véhiculer le calcium®! et ce dernier peut étre méme substitué par le fer afin
de le stabiliser %44 En effet, les nanoparticules d’oxyde de fer interagissent avec les micelles de
caséines pour former des agrégats linéaires (je crois ce qui indique que le fer est internalisé) de 615
nm de taille **%. En outre, les régions hydrophobes des caséines sont de véritables sites d’interaction
avec les bioactifs hydrophobes. L’'encapsulation de la curcumine par les micelles de caséines a été
étudiée dans le but de créer des vecteurs qui permettraient de délivrer des composés a effets
thérapeutiques et a activité antioxydante intéressante 3%, [’interaction de la curcumine avec la
micelle de caséines a été étudiée par Benzaria et al, 2013 par spectroscopie de fluorescence ; les
résidus tryptophane de la micelle de caséines et la curcumine interagissent via des interactions

%7 ’interaction des caséines avec d’autres polyphénols, en particulier les polyphénols

hydrophobes
du thé, a été décrite par plusieurs auteurs 32848, Les polyphénols du thé sont capables de se fixer sur

les caséines a et B via essentiellement des interactions hydrophobes. Ces interactions modifient la

structure secondaire des caséines et contribuent a leur dépliement **°.

4.4.3. Propriétés de protection

L’acide docosahexaénoique (DHA), un acide gras polyinsaturé oméga-3 permettant de réduire le risque
des maladies cardiovasculaires et autres pathologies, a été encapsulé dans des micelles de caséines

460 K

réassemblées encapsulation a montré un pouvoir de protection remarquable contre I'oxydation

du DHA. Cette protection peut étre expliquée par l'incapacité des agents d’oxydation de pénétrer la
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barriére stérique des micelles. D’autre part, les micelles absorbent et diffusent la plus grande partie
de la lumiére recue et 'empéche ainsi d’atteindre les molécules de DHA encapsulées *°, Les capacités
protectrices des caséines contre I'oxydation et leur propriété d’absorption des rayons UV peuvent
servir pour stabiliser des composants bioactifs sensibles. Ces études suggérent la possibilité d’utiliser

les micelles comme vecteurs pour des composés nutraceutiques hydrophobes tels que la vitamine D

265,461 367

, le beta caroténe et la curcumine face a la photodégradation >>111%62 Une étude sur
I’encapsulation des lipides polyinsaturés (PUFA oils) par des micelles de caséines a démontré que
|"utilisation du pH alcalin et du traitement a I'ultrason permettent d’augmenter la taille des micelles

chargées et d’améliorer leur stabilité et leur capacité d’encapsulation 3.

4.4.4. Propriétés de relargage contrélé

L'un des aspects les plus importants dans I'encapsulation est le contréle du relargage des composés
encapsulés. Quand les produits encapsulés sont des composés thérapeutiques ou nutraceutiques
sensibles, le vecteur ou la matrice doit permettre de les protéger contre la dégradation mais doit
pouvoir aussi les transporter et les libérer sur des cibles particuliéres afin d’optimiser leur
biodisponibilité et leur efficacité. La matrice d’encapsulation doit donc fournir une barriére contre la
diffusion et la fuite des composés bioactifs vectorisés et doit empécher I'acces des enzymes digestives
a ces composés. La sensibilité des caséines au clivage protéolytique, due a la richesse de la structure
en proline, et la solubilité des ponts phosphocalciques en conditions acides dotent les micelles de
caséines d’un mécanisme de relargage activable dans le systéme digestif 1. Des études ont démontré
gue des complexes de curcumine et phosphocaséines peuvent montrer une résistance a la digestion

au niveau de 'estomac permettant la libération de la curcumine principalement dans les intestins 7.

4.4.5. Propriétés d’interaction avec des polymeres

Il a été démontré qu’il était possible de créer des systémes d’encapsulation par la formation de
complexes entre les caséines et d’autre polyméres chargés via des interactions électrostatiques. A des
pH inférieurs a leurs pH isoélectriques les caséinates portent des charges positives et peuvent interagir

avec des polysaccharides chargés négativement. Les nanoparticules qui résultent de cette interaction
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peuvent servir pour vectoriser des composés bioactifs et contréler leur relargage 2. En effet, les
produits de la réaction de Maillard impliquant des caséines ont été exploités pour former des systemes
d’encapsulation. Un copolymeére de caséines et de dextrane a été obtenu par la réaction de Maillard
et a servi a I'encapsulation du beta caroténe. Les molécules de beta caroténe ont interagi avec les
fragments hydrophobes des caséines pour former le coeur de la particule. La couche supérieure
hydrophile, formée par les molécules de dextrane, permet de stabiliser la particule et la rend
dispersible dans I'eau. Le relargage du beta caroténe peut se faire par hydrolyse enzymatique par la
pepsine ou la trypsine 2’1, Une huile de poisson a également été encapsulée par des produits de la
réaction de Maillard. L’huile a été émulsionnée dans une solution aqueuse contenant des caséinates
de sodium et des glucides avec un traitement thermique pour déclencher la réaction de Maillard.
L'émulsion a été ensuite atomisée pour obtenir une émulsion séche d’huile encapsulée. Ce procédé a

permis la protection de I’huile de poisson résistante a I’'oxydation 453,

4.4.6. Propriétés technofonctionnelles : la gélification

Les caséines possédent d’excellentes aptitudes a la gélification. La gélification peut étre réalisée
principalement par acidification ou par voie enzymatique. La gélification par acidification est basée sur
la précipitation des caséines au pH isoélectrique et la gélification par voie enzymatique se fait par le
clivage du fragment Caséino-Macro-Peptide noté CMP de la caséine k qui provoque I'agrégation des
caséines. La gélification des caséines par voie enzymatique a déja été mise a profit pour encapsuler
des bactéries probiotiques *°*, La gélification peut étre obtenue par diverses autres méthodes. Des gels
caséiques ont été préparés a partir de micelles de caséines réticulées par des transglutaminases. La
gélification par la transglutaminase d’une suspension de caséines contenant des bactéries
probiotiques a donné des nanocapsules qui ont permis la protection de ces cellules contre les
conditions acides de I'appareil digestif *%°. Ces méthodes de gélification sans chaleur sont adaptées
pour vectoriser les composés thermolabiles. L'étude de I'interaction entre la norbixine, caroténoide

utilisé comme colorant dans certains fromages, avec des caséinates de sodium et les fractions
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caséiques as, B et k a démontré qu’il y a formation de complexes induisant des changements dans la

conformation des protéines #°°,

La figure 57 permet de résumer les diverses propriétés qui font de la micelle de caséine une matrice

d’encapsulation efficace.
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Figure 57. Propriétés de structure et de fonctions des micelles de caséines lui conférant les bases essentielles pour
constituer une matrice d’encapsulation de bioactifs sensibles efficace 2>1.26>457,467-470,
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5. Contexte de |'étude
La curcumine est un composé polyphénolique extrait des rhizomes de la plante de curcuma Curcuma
longa. Elle posséde une faible toxicité intrinséque et de multiples effets bénéfiques sur la santé 23,
Beaucoup de ses effets thérapeutiques ont été confirmés par des études scientifiques, parmilesquelles
ont été observés notamment des effets antioxydants, anti-inflammatoires et anticarcinogénes 2.
Cependant, a cause de sa faible solubilité en milieu aqueux et de sa faible biodisponibilité, ses
applications thérapeutiques sont restées limitées 2. L’encapsulation offre une solution efficace pour

remédier a ces limitations.

En milieu aqueux, les matrices d’encapsulation naturelles de nature protéique telle que les micelles de
caséines sont des candidates intéressantes pour une étude fondamentale et potentiellement
appliquée dans le domaine des produits laitiers. Les micelles de caséines sont des particules colloidales
remarquablement stables & des températures et pressions élevées *’*, Elles possédent des propriétés
physicochimiques variées les rendant aptes a stabiliser et transporter des molécules bioactives en
milieu aqueux %2, Plusieurs études ont récemment démontré la capacité des micelles de caséines
natives ou issues d’auto-assemblages de monomeéres caséiques d’interagir avec des molécules telles

que Ia curcumine 260,451,457,470,473

9 474 | Cela permet de pré-

La curcumine, bioactif hydrophobe, posséde un log P (eau/octanol) de 3,2
définir la distribution de la curcumine entre les deux phases aqueuse et dispersée (micelles de caséines

ou bactéries lactiques) en introduidant aussi grace a I'équation 5 I'effet du pH:
log D = log P — log(1 + 10Pka~PH) (équation 5)

Grace a cette équation, la variation du log D qui refléte le partage de la curcumine selon le pH du milieu
dépend de log P et également des trois valeurs de pKa de la curcumine 7,5, 8 et 8,5 (valeur moyenne
de 8) #>. Le tableau 3, indiquant les différentes valeurs de log D en fonction du pH, montrent bien que

qguelque soit le pH du milieu le log D est toujours inférieur au log P et donc la curcumine reste
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hydrophobe et aura tendance a aller dans les micelles de caséines ou interagir avec les bactéries

lactiques en s’adsorbant sur leur paroi.

Tableaul0. Variation du log D reflétant le partage de la curcumine en fonction du pH

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

logb -516 -4,49 -3,70 -2,73 -1,48 0,28 299 3,29 299 0,28 -148 -2,73

Pour ce, I'étude des interactions entre curcumine et micelle de caséine et entre curcumine et bactéries
lactiques s’averent étre primordiale pour essayer de mieux comprendre les phénomenes régissant

I"ajout de la curcumine dans un milieu de type yaourt.

Le premier objectif de cette these est de mettre en évidence les interactions entre les micelles de
caséine et une molécule hydrophobe modele ; la curcumine. L'étude de ces interactions dans
différentes conditions physicochimiques permettra d’évaluer le potentiel des micelles de caséines en
tant que transporteur de composés hydrophobes en milieux aqueux. Cette premiere partie portera
également sur l'influence de la présence du polyphénol sur la structure de la micelle et sur ses
propriétés de gélification acide. Ainsi, les questions scientifiques soulevées dans cette premiére partie

peuvent étre :

- Lacurcumine interagit-elle avec les micelles de caséines et si oui, par quels types d'interactions

- La curcumine modifie-t-elle la structure (interne et globale) des micelles de caséines ?
- Les micelles de caséines conservent-elles leurs propriétés de gélification en présence de

curcumine ou sont-elles modifiées ?

Sachant qu’il est intéressant d’incorporer la curcumine dans des produits alimentaires courants, peu
couteux et beaucoup consommés en France tels que les produits laitiers de type yaourt, il est

également nécessaire de prendre en considération les différentes composantes biotiques et abiotiques
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du milieu afin d’obtenir une incorporation efficace pour le consommateur. Une fois la curcumine
encapsulée dans les micelles de caséines, son incorporation dans un produit type yaourt doit faire face
a la présence de bactéries lactiques qui sont Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus.
L’étude de l'interaction entre la curcumine et ces bactéries constitue le deuxieme objectif de la these

afin de répondre aux questions suivantes :

- Existe-t-il une interaction entre la curcumine et les bactéries lactiques ?
- Cette interaction risque-t-elle d'entrainer une migration de la curcumine des micelles de

caséines vers les bactéries lors de la formation d'un yaourt ?

Une fois la curcumine ajoutée au lait, elle risque de subir des altérations suite aux nombreux
traitements de préparation, aux procédés de transformation et aux diverses contraintes que peut
imposer le stockage *’3. Par ailleurs, les protéines laitiéres sont souvent utilisées en industrie sous
forme de poudre dans diverses formulations. Il semble ainsi nécessaire de tester si les micelles de
caséines peuvent permettre de protéger la curcumine d'un tel procédé. Le troisieme objectif de cette
these sera alors la production d’'une poudre de caséine dopée en curcumine et de vérifier que son
activité antioxydante est préservée. La conservation des propriétés fonctionnelles des micelles de
caséines dopées et atomisées sera également étudiée, notamment les propriétés de gélification. Cette
étude nous permettra de mettre en place une poudre active contenant un bioactif bien protégé et
pouvant étre ajoutée aux autres constituants du lait pour produire des produits laitiers a valeur ajoutée

de type yaourt. Les questions associées a cette troisieme partie sont donc :

- La micelle de caséine est-elle capable de protéger la curcumine contre I'oxydation lors d'une
étape de transformation telle que I'atomisation ?

- Est-ce-que la présence de curcumine au sein de la micelle lors de I'atomisation modifie ces
propriétés fonctionnelles, notamment de gélification ?

- Est-il possible d'obtenir un ingrédient fonctionnel sous forme de poudre enfermant un

antioxydant facilement utilisable dans un procédé de formulation alimentaire.
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Chapitre Il : Matériels et Méthodes

1. Matériels

1.1. Les poudres laitiéres

La poudre de caséine Promilk 872 B a été fournie par la société Ingredia (Arras, France). Elle a été
obtenue par microfiltration de lait écrémé et atomisation et contenait une fraction majeure de
caséines sous forme micellaire (protéines sur base seche 87 %, matiére grasse 1,5 %, minéraux 6 %).

La poudre a été conservée a I'abri de I'humidité et a une température de 8 °C.

Le lait écrémé est préparé a 10 % de matiere seche et pasteurisé 15 min a 80 °C.

1.2. Solutions et Réactifs

La curcumine (pureté > 94 % ou pureté > 66 %) a été fournie par Sigma-Aldrich et a été stockée a une

température de - 20 °C.

Pour le dosage de Folin-Lowry, les réactifs utilisés étaient NaCOs, NaOH, CuSQO,, Na K tartrate, le réactif

de Folin — Ciocalteu et I'albumine de sérum bovin (BSA) fournis par Sigma-Aldrich.

La glucono-delta-lactone (GDL), I'éthanol (96 %), 'azide de sodium, les sels constituants le tampon
phosphate (PBS) tels que NaCl, KCI, Na;HPQ,, KH,PO,, les solvants utilisés pour les manipulations
d’adhésion bactérienne (MATS) tels que le diéthyl éther, I'héxane, I'éthyl acétate, le chloroforme, le

décane et I'hexa-décane, les réactifs de I'’ABTS et le FRAP ont été fournis par Sigma-Aldrich.

De I'eau ultrapure a été utilisée pour la préparation du tampon phosphate.

1.3. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ou LAB utilisées étaient Lactobacillus delbruekii bulgaricus (DSM 20081) noté
(Lb) et Streptococcus thermophilus (CNRZ 368) noté (St). Les ferments lactiques sous forme de poudre
Yomix- Yogurt ont été fournis par Danisco (France). Le milieu de culture utilisé était le bouillon MRS.
Le lavage des culots bactériens s’est fait par de I'’eau physiologique (NaCl 9 g/L).
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2. Préparation des solutions

2.1. Préparation du tampon phosphate

Le tampon phosphate salin (PBS) a été préparé en utilisant de I'eau ultra pure avec 8,0 g NaCl, 0,2 g

KCl, 1,44 g Na;HPO, et 0,24 g KH,PO4 pour un litre de solution. Le pH est ajusté ensuite a 7,4.

Le tampon PBS est additionné de 0,02% (p/v) en azide de sodium pour éviter tout développement

bactérien puis filtré (filtre Millipore de 0,45 um de porosité) et conservé a 7°C.

2.2. Préparation des suspensions de caséines micellaires

La poudre de micelles de caséines a été réhydratée a des concentrations fixées a chaque manipulation
dans du PBS sous agitation (400 rpm) pendant 24 h a 7 °C avant utilisation. La concentration en caséines
micellaires dans la solution a été déterminée par la méthode de dosage de Folin-Lowry en utilisant la
sérum albumine bovine (SAB) comme protéine de référence *!. Les concentrations molaires en
caséines micellaires ont été exprimées en équivalent BSA : chaque 1 g.L! de caséines micellaires

équivaut a 16,7 uM de BSA.

2.3. Préparation des solutions de curcumine

La curcumine a été solubilisée dans I'éthanol (96 %). La solution mére est préparée a 2 mg.mL? et
stockée a 4 °C et a I'abri de la lumiére. Les solutions filles allant de 10 a 80 nmol.mL? sont préparées

dans I’éthanol (96%) avant chaque manipulation. La conservation est également réalisée a 4°C.

2.4, Conditions de culture bactérienne

Les deux bactéries lactiques étudiées Lactobacillus delbruekii bulgaricus (DSM 20081) et Streptococcus
thermophilus (CNRZ 368) ont été conservées dans du bouillon de MRS avec 20 % (v/v) de glycérol a -
20 °C. Pour activer les bactéries, elles ont été propagées dans du bouillon de MRS deux fois 48 h a 37

°C et 42 °C pour respectivement, Lb et St.

Aprés culture et activation, les culots bactériens ont été récupérés apres centrifugation 15 min a 4500
g a 20 °C. Les culots ont été lavés trois fois avec de I'eau physiologique puis remis en suspension dans

le PBS.

104



Matériels et Méthodes

3. Méthodes

3.1. MATS (Microbial Adhesion To Solvents)

3.1.1. Principe

Le caractére hydrophobe/hydrophile, acide/base au sens de Lewis des bactéries peut étre déterminé
a l'aide de la méthode Microbial Adhesion To Solvents « MATS », méthode mise au point par Bellon-
Fontaine et al., (1996) #’°. Cette méthode repose sur I'affinité des micro-organismes pour différents
solvants de propriétés physico-chimiques connues (Tableau 11) : un solvant monopolaire acide : le
chloroforme, un solvant monopolaire basique : |'acétate d'éthyle, et trois solvants apolaires : le

décane, ’"hexane et I'hexadécane.

Tableau 11. Caractéristiques énergétiques ou tensions interfaciales (mJ/m?) des solvants utilisés pour la
méthode MATS selon Bellon-Fontaine et al.(1996) 47°.

viW yf y1L correspondent respectivement aux tensions interfaciales des composants de la surface
bactérienne responsables des interactions Lifshitz van der Waals, accepteur d’électrons et donneur d’électrons.

i vi L

Chloroforme 27,2 3,8 0

Hexadécane 27,7 0 0

Décane 23,9 0 0
Acétate d’éthyle 23,9 0 19,4

Hexane 18,4 0 0

Ainsi, la différence d’affinité d'une souche bactérienne au chloroforme (solvant monopolaire acide) et
I’hexadécane (solvant apolaire) nous renseigne sur son caractére électron-donneur (y) car les
composantes de Van der Waals (yLLW) des deux solvants sont identiques a 27 environ. De méme, la

différence d’affinité entre I'acétate d’éthyle (solvant monopolaire basique) et le décane (solvant
apolaire) nous renseigne sur le caractére électron-accepteur de cette méme souche bactérienne, les

composantes de Van der Waals des deux solvants étant identiques a 23,9. L’estimation des
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caractéristiques électron-donneur et électron-accepteur ainsi que I'affinité pour les solvants apolaires

nous permet de déduire le caractére hydrophile/hydrophobe de la souche.

3.1.2. Protocole

A 1,2 mL de suspension bactérienne dans le PBS de densité optique a 600 nm égale a 0,50 ont été
ajoutés 200 uL de solvant. L'ensemble est agité sous vortex pendant 90 secondes de facon a obtenir
une émulsion. Les deux phases sont séparées par une décantation de 15 min. La phase aqueuse est
alors prélevée et une mesure de la densité otique a 600 nm résiduelle est réalisée a I'aide d’un

spectrophotometre. Le pourcentage d’adhésion au solvant est alors donné par la relation suivante :

D
D; = le X 100 (équation 6)
l

Di représente la densité optique initiale et Ds représente la densité optique de la phase aqueuse aprés

décantation.

3.2. L’atomisation ou spray-drying

3.2.1. Principe

L’atomisation (aussi appelée spray drying ou séchage par pulvérisation) est une technique de séchage
trés courante. Elle consiste a pulvériser en gouttelettes le produit sous forme liquide, dans un courant
d’air chaud. Lorsque le produit humide est placé dans un flux d'air (ou un autre gaz) suffisamment
chaud et sec, un gradient de température et de pression partielle en vapeur se produit spontanément

entre les gouttelettes et I'air 4”7. Ce phénoméne cause:
- Un transfert de chaleur de I'air pour le produit en raison de la différence de température.

- Un transfert inverse d’eau d{ a la différence de pressions partielles de vapeur entre I'air et la

surface du produit.

L'air sert donc a la fois de fluide de transfert de chaleur et de gaz porteur pour I'élimination de la vapeur
d'eau. L'air entrant dans la tour est chaud et sec et devient plus froid et humide quand il la quitte. La

température de surface du produit c’est a dire la température au niveau de la particule est équivalente
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a latempérature de I'air humide soit environ 45 °C obtenu pour une température en air sec entrant de

200 °C.

Le séchage est une méthode d'évaporation de I'eau de surface, cela entraine une remontée capillaire
de I'eau de l'intérieur de la gouttelette vers la surface. Tant que I'humidité moyenne est suffisante

pour maintenir la surface assez humide, la vitesse d'évaporation reste constante.

Ensuite, une diminution de la vitesse est observée alors que la température de surface augmente 477,

La vitesse de séchage dépend de trois facteurs:

a) De la surface d'évaporation, qui augmente au fur et a mesure que le diamétre des
gouttelettes diminue; la déshydratation s’accélere en méme temps que l'interface
augmente en taille. Cette interface obtenue par pulvérisation du liquide et de I'air chaud
minimise les altérations du produit par la chaleur #7847,

b) De la différence de pressions partielles de vapeur d'eau entre la surface de la particule et I'air,

qui dépend de I'humidité absolue et de la température d'entrée de I'air.

c) De la vitesse de migration de I'eau de l'intérieur vers la surface de la particule, laquelle peut
étre réduite par la formation d’une crolte a la surface formée en raison de la transformation des

composants par la chaleur.

Le séchage par atomisation consiste principalement en cing étapes *’°;

a) La concentration: les matiéres premiéres sont concentrées avant l'introduction dans le

pulvérisateur.

b) L’atomisation: I'étape d'atomisation crée les conditions optimales pour I'évaporation

de I'eau dans le produit ayant des caractéristiques souhaitées a la fin du processus.
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c) Le contact gouttelettes-air : dans la chambre, le liquide atomisé est mis en contact avec
un gaz chaud entrainant I'évaporation de 95 % de I'eau contenue dans les gouttelettes en quelques

secondes.

d) Séchage des gouttelettes: I'évaporation de I'humidité se déroule en deux étapes. Au
cours de la premiére étape, il y a suffisamment d'humidité dans les gouttelettes et il y a une diffusion
d’eau continue du cceur de la gouttelette vers la surface pour remplacer le liquide évaporé a la surface.
L'évaporation a lieu a une vitesse relativement constante. La deuxieme étape commence lorsque
I'humidité n’est plus suffisante pour maintenir des conditions de saturation a la surface des
gouttelettes, ce qui entraine la formation d’une cro(ite séche en surface. L'évaporation dépend alors
de la diffusion de I'eau a travers la crolte, qui devient de plus en plus épaisse pour former des

particules.

e) Séparation: des cyclones, des filtres a manches et des conteneurs a précipitation
électrostatiques peuvent étre utilisés pour |'étape de séparation finale des particules. Des épurateurs
humides sont souvent utilisés pour purifier et rafraichir I'air de sorte qu'il puisse étre libéré dans

I'atmosphere.

3.2.2. Protocole expérimental

Le PPCN (150 g.L?) été réhydraté dans du tampon phosphate PBS (pH 7,4) pendant 24 h 3 7 °C et ce
pour une réhydratation protéique maximale et une bonne stabilisation du systéme. Le concentré a été
préparé en mélangeant 8 L d'une dispersion de PPCN réhydraté (15,5 % matiere séche) avec 290 mL
d'une solution de curcumine (solution préparée dans I'éthanol & 1 mg.mL?) pendant 1 h avant
atomisation. Ces volumes permettent d’avoir un rapport caséine : curcumine de 10 :1. Le témoin sans
curcumine a été préparé dans les mémes conditions (1 % d’éthanol dans la suspension de PPCN).
L’atomisation a été réalisée sur une tour d’atomisation MicraSpray 150 (Anhydro, Soeborg,
Danemark). Une pompe péristaltique a été utilisée pour conduire le concentré a travers la buse bi-

fluide jusqu’a la chambre d’atomisation avec un débit de 46,5 mL.min. La puissance de chauffe du

108



Matériels et Méthodes

systéme était de 30 % et ce pour obtenir des particules monodisperses. La température d’entrée de
I'air sec était de 180 °C. Les particules sous forme de poudre sont par la suite récupérées dans les

cyclones a une température de sortie de 90 °C.

3.3. Caractérisation des poudres produites par atomisation

3.3.1. Dosage de |'eau

La teneur en eau a été déterminée par pesée et étuvage a 103 °C suivant la norme AFNOR (1978) %%,
Deux grammes de poudre ont été étuvés pendant 3 h, puis refroidis pendant 1 h au dessiccateur (P,0s)
avant d’étre pesés. La teneur en eau correspond a la masse d’eau d’un échantillon ramenée a la masse

séche. Elle s’exprime en pourcent et il s’agit d’une teneur en eau pondérale.

3.3.2. La solubilité

La mesure de la solubilité permet de déterminer I'aptitude d’une poudre a se solubiliser. C’est un
critére essentiel dans le contréle de la qualité des poudres destinées a étre incorporées en phase
aqueuse. L’indice de solubilité a été mesuré selon la norme ADPI (2002b) *8! ou la méthode de Niro
Atomizer (1978) *%. 2,5 g de poudre ont été ajoutés a 17,5 mL d’eau distillée et mis sous agitation
magnétique pendant 30 s. Le mélange a été centrifugé 700 g pendant 10 min a 20 °C puis le surnageant
a été éliminé puis 20 mL d’eau ont été ajoutés pour récupérer le restant de la poudre et resuspendre
le culot. Le culot a été de nouveau centrifugé dans les mémes conditions. Le surnageant a été de
nouveau éliminé puis le tube contenant le culot, préalablement taré, a été incubé incliné pendant 24
h a 130 °C. Enfin, le tube contenant le culot sec a été pesé. La solubilité a été calculée par :

o (masse du tube avec le culot — masse du tube vide) x 100 | )
Solubilité (%) = —— (équation 7)
masse de la poudre initiale

3.3.3. La mouillabilité

La mouillabilité reflete I'aptitude d’'une poudre a s'immerger aprés avoir été déposée a la surface de
I'eau. Elle est mesurée selon la norme FIL (1985) %83 ou la méthode de Niro Atomizer (1978) 2. C’est
le temps en secondes nécessaire pour mouiller toutes les particules d’'une poudre, celle-ci étant

déposée a la surface de I'eau. Ainsi, 1g de poudre a été déposé a la surface de 9,65 g d’eau distillée
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dans un bécher de 25 mL. A to le chronometre a été déclenché pour déterminer le temps nécessaire
pour mouiller toute les particules de la poudre. Un temps supérieur a deux minutes permet de qualifier
la poudre de non mouillable.
3.3.4. Ladispersibilité

La dispersibilité d’'une poudre dans I'eau représente son aptitude a se briser en particules pouvant
passer a travers un tamis d’une porosité de 150 um. C’est le pourcentage pondéral de la matiere séche
de I'échantillon susceptible d’étre dispersée dans I'eau en suivant les normes FIL (1985) &, ADPI
(2002a) *®* ou la méthode de Niro Atomizer (1978) “¥2. 1 g de poudre a été ajouté dans un bécher de
25 mL contenant 10 g d’eau distillée. Le mélange a été agité a la spatule (25 tours a droites et 25 tours
a gauche) pendant 15 s. Ensuite, le contenu a été versé sur un tamis (maille de 150 um). Le liquide a

été récupéré par tamisage puis séché a 103 °C pendant 24 h. Apres séchage, le résidu a été pesé.

3.3.5.  Evaluation de la couleur des poudres

3.3.5.1. Principe

La mesure de couleur a été effectuée par mesure de la réflectance avec un spectrocolorimeétre
Microflash 200D (Datacolor International, Montreuil). Avant chaque série d’analyse, I'appareil a été

calibré a I'aide de deux standards, I'un blanc et I'autre noir.

3.3.5.2. Protocole

Pour mesurer la couleur des échantillons, 100 mg de poudre ont été placés dans une boite de Pétri.
Les mesures de L*, de a*, et de b* ont été effectuées directement en plagant le disque de I'appareil
DataColor sur la boite. Trois mesures ont été réalisées et moyennées par échantillon (1 flash par
mesure).

Les résultats ont été rapportés dans un espace colorimétrique de représentation des couleurs de
surface appelé CIEL*a*b*. Dans ce modele, adopté par la Commission Internationale de I'Eclairage

(CIE), il existe trois paramétres qui caractérisent les couleurs : L*, a* et b* 4%,

La composante L* mesure la variation de la luminance. La valeur de L* varie de 0 % (noir) a 100 %

(blanc).
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Les composantes a* et b* mesurent deux gammes de couleur allant respectivement du vert au rouge
et du bleu au jaune, en passant par le gris.

Un autre parametre qui joue un réle dans la détermination de la couleur est la saturation, appelée
encore chroma C*. Selon le chroma, la valeur varie de 0 % (insaturé par exemple gris neutre, blanc,

noir) a 100 % de saturation. Il représente le degré de pureté et d’intensité de la couleur.

3.3.6.  Etude de la morphologie des poudres par ESEM (ou MEB)

3.3.6.1. Principe

L'image MEB est une image reconstituée: une sonde, le faisceau d'électrons, balaye la surface de
I'échantillon, un détecteur récupére de maniere synchrone un signal induit par cette sonde pour en

former une image, cartographie de l'intensité de ce signal.

Le MEB est constitué d'une source d'électrons qu'un jeu de lentilles "condenseur" focalise sur un
diaphragme. Une deuxieéme lentille "objectif" refocalise ce faisceau sur I'échantillon en un spot tres fin
(<15 & 200 A). Un jeu de bobines de déflexion permet de déplacer le faisceau et donc de balayer

|'échantillon. Ceci forme la sonde.

Sous l'impact du faisceau d'électrons, il y a essentiellement :
- rétrodiffusion d'électrons du faisceau incident avec plus ou moins de perte d'énergie;

- émission d'électrons secondaires de faible énergie, provenant des couches externes des atomes de

|'"échantillon ;

- émission de rayons X, concurrentiellement avec les électrons Auger;

- émission de photons UV-visible,

- écoulement d'un courant vers la masse.

Tous ces signaux peuvent servir a former une image.

Le détecteur de base du MEB (E.T.: Everhart-Thornley) récupére un mélange en proportion variable
d'électrons secondaires et d'électrons rétrodiffusés, proportion dépendant de I'énergie primaire, de la

distance échantillon-objectif, de I'angle d'incidence du faisceau primaire, du matériau observé.
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D'autres détecteurs permettent de discriminer les électrons secondaires des électrons rétrodiffusés.

La microscopie a balayage environnemental (ESEM) est une technique de microscopie électronique
permettant I'observation directe d'échantillons humides a leur état naturel et la possibilité d'effectuer
des expériences dynamiques. En outre, cette technique ne nécessite pas de revétement qui est
nécessaire pour une analyse SEM standard. La principale limitation d'ESEM est sa faible résolution par

rapport a SEM et TEM.

3.3.6.2. Protocole

La morphologie des particules de poudre a été caractérisée avec un microscope électronique a
balayage environnemental (ESEM, Quanta 650 FEG, FEIl, USA). L'utilisation de I'ESEM est
particulierement intéressante, car aucun revétement n'est nécessaire. Les analyses ont été effectuées
dans les conditions suivantes: énergie de faisceau de 7 KeV, détecteur LSD et pression de la chambre
de 130 Pa. Les poudres ont été déposées doucement sur un ruban adhésif et I'exces de poudre a été

éliminé par écoulement d'air avant I'analyse.

3.3.7. Evaluation des propriétés hygroscopiques

La Sorption Dynamique de Vapeur (en anglais DVS pour Dynamic Vapor Sorption) est une technique
gravimétrique pour la mesure des isothermes de sorption d'eau des poudres. La compréhension des
effets de la teneur en eau sur la structure des échantillons et leurs propriétés, est essentielle pour le

stockage et I'utilisation des matériaux, tels que les produits agro-alimentaires et pharmaceutiques.

3.3.7.1. Principe

Les mesures sont généralement effectuées a une pression constante de 1 bar afin de minimiser les
variations du poids associées a la force d'Archimede et la force de trainée. L'utilisation d'une
température fixée a 25 °C permet d'obtenir la courbe isotherme de sorption par I'équilibration de
I'échantillon dans des ambiances de pression partielle en vapeur d’eau variant de 0 a 100 % (soit des

awde0al).
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3.3.7.2. Protocole

L'appareil DVS (Surface Measurement Systems, Londres, Royaume-Uni), équipé d'une microbalance
Cahn, mesure les variations de la masse de I'échantillon avec le temps, a 25 °C, aux différentes valeurs
d’activité de I'’eau (aw) (entre 0 et 0,9). 70 a 80 mg de I'échantillon ont étés chargés sur le plateau en
quartz. L'ay a été initialement fixéea 0 pendant 6 h (phase de séchage. L'échantillon a été ensuite
soumis a des étapes successives d'augmentation d’a,, de 0,1 a 0,9. Pour chaque étape, les
changements de masse (m) et le taux de changements de masse (dm / dt) ont été déterminés.
L'équilibre a été considéré comme atteint lorsque les changements de la masse au cours du temps (dm
/ dt) étaient inférieurs a 0,001. Toutes les expériences ont été effectuées a 25 °C en triple pour chaque

échantillon. La précision de ce systeme était de + 1,0 % HR (Humidité relative) et + 0,2 °C.

3.3.8.  Extraction de la curcumine encapsulée dans les poudres de caséines

micellaires

Afin de déterminer le pouvoir antioxydant de la curcumine encapsulée dans les caséines micellaires,
une extraction est essentielle. La poudre de caséines micellaires dopée de curcumine a été réhydratée
dans du PBS (50 g.L, pH = 7.4) pendant 24 h 3 7 °C. 10 mL d’éther diéthylique ont été ajoutés 3 5 mL
de caséines micellaires-curcumine réhydratée. Le mélange a été vigoureusement agité pendant 10
min. Le mélange a été ensuite centrifugé a 1050 g pendant 5 min a 20 °C pour séparer les phases
organique et aqueuse. Le surnageant contenant I'éther a été récupéré et placé sous azote pour une
évaporation totale et une oxydation minimale.1 mL d’éthanol a 96 % a été ajouté pour solubiliser la
curcumine extraite. La concentration de celle-ci a été déterminée en mesurant son absorbance a 750

nm en utilisant un spectrophotomeétre (Shimadzu UV1280, Japan) et la gamme étalon correspondante.

3.3.9. Dosages

3.3.8.1. Dosage des protéines par la métode de Folin Lowry

Dans la méthode de Lowry, les protéines en milieu alcalin forment avec les ions Cu?* un complexe

hexacoordonné dont la couleur varie du rose violet au bleu violet suivant la quantité de protéines
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présente dans le milieu. L'absorbance du complexe, mesurée a la longueur d'onde d'absorption
maximale de 750 nm, est proportionnelle a la quantité de protéines présente. Le dosage est réalisé
grace a une gamme étalon et de quantités connues de protéine standard, I'albumine de sérum bovin

(BSA).

e Protocole expérimental

Les réactifs utilisés sont étaient :

- Réactif A : 2 % NaCOs; mélangé avec 0,4 % NaOH

- Réactif B : 1 % CuSO, mélangé avec un volume égal de 1 % Na K tartrate.

- Réactif 1 : 1 volume du réactif B est mélangé avec 100 volumes de réactif A.

- Réactif 2 : 50 % réactif de Folin - Ciocalteu contenant I'acide phosphotungestique HsPM1,040 et I'acide

phosphomolybdique HsPW1,040

100 pl d'échantillon, d'eau distillée (blanc) ou de BSA (Bovine Sérum Albumin (g/L dans I'eau) ont été
introduits dans un tube a essai avec 1 ml du réactif 1. Le mélange a été incubé a température ambiante
pendant 10 min, ensuite 100 pl du réactif 2 ont été ajoutés. Le mélange a alors été incubé a
température ambiante pendant 30 min. L'absorbance a été mesurée a 750 nm contre le blanc.

L'albumine a été utilisée comme étalon

Dosage de la curcumine

Pour les gammes étalons permettant de déterminer la concentration en curcumine de solutions
éthanoliques, les absorbances relatives de solutions de curcumine de concentrations allant de 10 a 80
nmol.mL? dans I’éthanol ont été déterminées par spectrophotométrie & une longueur d’onde de 420

nm (Shimadzu UV1280, Japan).
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Figure 58. Gamme d’étalonnage de la curcumine obtenue a 420 nm dans I’éthanol (n=3)

3.3.8.2. Dosage des activités antioxydante et antiradicalaire

Les pouvoirs antiradicalaire et antioxydant ne peuvent étre mesurés qu’indirectement a partir de leurs
effets. La plupart des méthodes de mesure de I'activité antiradicalaire sont basées sur I'utilisation de
systemes générant des radicaux libres trés variés. Ce sont principalement des méthodes dites «
d’inhibition » dans lesquelles une espéece chimique capable de générer des radicaux libres est utilisée

avec une substance capable de réagir avec ces especes.

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique qui
permettrait de déterminer le profil antioxydant et/ou antiradicalaire d’un échantillon. C’est pourquoi,
en effectuant différents tests de mesure, il est possible de dresser un profil plus global des propriétés

antioxydantes et antiradicalaires des échantillons étudiés 4,

i) Piégeage des radicaux ABTS**

e Principe
La méthode ABTS (2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfonique) est basée sur la

désactivation du radical ABTS® par un agent antioxydant. L’activité antiradicalaire d’une molécule est
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déduite de sa capacité a inhiber les radicaux ABTS**. Ces derniers sont générés par |'oxydation
incomplete de I'ABTS par le persulfate de potassium. Cette réaction s'accompagne de I'apparition
d'une coloration bleue intense. Au contact d'un composé donneur d’hydrogene, les radicaux
disparaissent au profit des ions ABTS+, conduisant & la décoloration de la solution *¥’. Cette
décoloration est suivie par spectrophotométrie a 734 nm selon la méthode de Re et al., (1999). Cette
technique a été utilisée pour déterminer la capacité des poudres dopées en curcumine a inhiber les

radicaux ABTS"".

e Protocole ABTS**
Le radical ABTS™* a été généré en faisant réagir I’ABTS (7 mM) avec la solution de persulfate de
potassium (2 mM) selon un rapport de volume 1:1.Le mélange a été placé a température ambiante et
a I'abri de la lumiere pendant 12 a 16 h avant son utilisation. Le radical généré ABTS"* a été dilué avec
de I'éthanol a 96 % afin d’obtenir une absorbance initiale de 0,70 + 0,02 a 734 nm mesurée par
spectrophotometre (Shimadzu UV1280, Japan). 10 uL de curcumine aprés extraction de cette derniere
ont été mélangés a 1 mL de solution d’ABTS"* puis I'absorbance du mélange a été mesurée a 734 nm
aprés 5 min d’incubation a température ambiante et a 'obscurité. L’expérience a été faite en triplicata.
Le pourcentage d’activité antioxydante a été calculé en associant a chaque absorbance la quantité en

mg correspondante selon la gamme étalon en figure 59.
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Figure 59. Gamme d’étalonnage de la curcumine dosée par ABTS a 734 nm. Cette gamme reflete le pourcentage
d’inhibition de I'activité antioxydante en fonction de la concentration de curcumine initiale.

ii) Test de réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power)
e Principe
Cette technique a été utilisée pour déterminer la capacité des poudres dopées en curcumine a réduire
le fer ferrique (Fe*) présent dans le complexe KsFe(CN) en fer ferreux (Fe?*). En effet, le Fe* participe

a la formation du radical hydroxyle. Une augmentation de I'absorbance a 593 nm correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés 8,

e Protocole FRAP
Dans un premier temps, une solution tampon acide acétique / acétate de sodium (300 mM pH = 3,6)
a été préparée. Les réactifs de 2,4,6-tri [2-pyridyl]-s-triazine (TPTZ) a 10mM, préparé dans de I'HCI a
40 mM et le réactif FeCl; a 20 mM dans I'eau ont été préparés extemporanément. Finalement, la

solution de travail FRAP a été obtenue en mélangeant 2,5 mL de solution TPTZ a 2,5 mL de solution de
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FeCl; et 25 mL de solution tampon acide acétique / acétate de sodium. Cette solution doit étre

impérativement conservée dans un bain & 37 °C %%,

L’absorbance du témoin (solution FRAP seule) a été mesurée a 593 nm “%. Afin de mesurer les
absorbances des échantillons, 30 pL de curcumine apres extraction ont été ajoutés a 1 mL de réactif
de FRAP. L'absorbance a été mesurée a 593 nm aprés 5 min d’incubation a I'obscurité. L'expérience a
été faite en triplicata. Le pourcentage d’activité antioxydante a été calculé en associant a chaque

absorbance la quantité correspondante en mg suivant la gamme étalon en figure 60.
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Figure 60. Gamme d’étalonnage de la curcumine dosée par FRAP d 593 nm (n=3).

3.4. La spectrofluorimétrie ou spectroscopie de fluorescence

3.4.1. Protocole de I'étude des interactions caséines micellaires-curcumine

Les spectres d’émission et d’excitation de la curcumine dans différents solvants sont présentés dans la

figure 61.
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Figure 61.Spectres de fluorescence normalisés de la curcumine dans des solvants de polarité différente (A) Spectre
d’excitation (B) Spectre d’émission *¥°

Les interactions caséines micellaires-curcumine ont été étudiées en utilisant un spectrofluorimétre FLX
Les mesures sont réalisées sur un spectrofluorimétre (Safas Monaco) thermostaté a 20 et 35 °C (£ 0,5
°C). La cuve utilisée pour effectuer les mesures était une cuve de 3 mL en quartz a 5 faces polies
remplie au 2/3 (2 mL). Le photomultiplicateur était réglé en automatique pour obtenir 50 % de
fluorescence en unité arbitraire (UA). La fluorescence de la curcumine a une concentration de 5 uM a
été mesurée en présence de différentes concentrations de caséines micellaires variant entre 0 et 55,8
MM. Les spectres d’émission ont été enregistrés de 450 a 700 nm (bande passante de 2,5 nm) pour une
longueur d’excitation de 420 nm (bande passante de 5 nm). Une suspension de caséines micellaires
sans curcumine constituait le témoin. Le quenching des caséines micellaires a été déterminé pour des
échantillons a une concentration de 8,9 UM pour des concentrations en curcumine variant de 0 a 40
MUM. Les spectres d’émission ont été enregistrés de 300 a 450 nm (bande passante de 5 nm) pour une
longueur d’excitation de 280 nm (bande passante de 10 nm). Les solutions de curcumine sans caséines

micellaires constituaient les témoins.

Les solutions de curcumine et les suspensions de caséines micellaires ont été vigoureusement

mélangées par vortex pendant 30 s dans des tubes en verre de 5 mL puis transférées dans la cuve en
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quartz pour analyse. Les tubes en verre et pas en plastique sont utilisés pour éviter toute adsorption

de la curcumine sur le plastique. Chaque expérience a été faite en triplicat.

3.4.2. Protocole de I'étude des interactions caséines micellaires-curcumine-

bactéries

3.4.2.1. Quenching des CM

Le quenching des caséines micellaires en présence de bactéries lactiques a été étudié dans les
conditions décrites précédemment. Les conditions sont optimisées suite a des expérimentations
préliminaires a 8,9 UM en CM, 5 uM en curcumine et pour une densité optique en LAB suspendues
dans le PBS égale a 0,2 (A= 600 nm). Les spectres d’émission ont été enregistrés de 300 a 450 nm
(bande passante de 5 nm) pour une longueur d’onde d’excitation de 280 nm (bande passante de 5
nm). Les solutions de curcumine et les dispersions de bactéries sans caséines micellaires ont été

utilisées comme témoins.

Pour déterminer l'influence de I'ajout de LAB sur le quenching des caséines micellaires par la
curcumine, les solutions de curcumine et de CM réhydratées ont été vigoureusement mélangées par
vortex pendant 2 min dans des tubes en verre de 5 mL puis les LAB ont été ajoutées. Le mélange a été
de nouveau vigoureusement agité pendant 2 min puis transféré dans une cuve en quartz pour la
mesure. La méme expérience a été refaite mais en changeant I'ordre d’ajout des 3 partenaires de
milieux soit : la curcumine a été ajoutée aux bactéries puis les caséines micellaires ont été ajoutées au
mélange. Chaque expérience a été faite en triplicat et I'intensité de fluorescence a été normalisée a
100 % d’intensité avec la valeur obtenue avec le témoin CM a une longueur d’onde de 344 nm

correspondant a I’émission du Tryptophane.

3.4.2.2. Emission de fluorescence de la curcumine

La fluorescence de la curcumine a 5 uM a été mesurée en présence de 8,9 UM de CM pour une densité
optique bactérienne a 600 nm de 0,2. Les spectres d’émission ont été enregistrés de 450 a 700 nm

(bande passante de 5 nm) pour une longueur d’excitation de 420 nm (bande passante de 3 nm). Les
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caséines micellaires réhydratées et suspensions bactériennes sans curcumine constituaient les

témoins.

3.5. La microcopie a épifluorescence

Protocole

Le systéme utilisé était un microscope a épifluorescence Leica DMRB (Allemagne) avec un filtre H3

Micfilter. La capture des images a été faite par une caméra monochrome CCD COHU.

Afin d’observer I'interaction de la curcumine avec les LAB, un mélange de Streptococcus thermophilus
ou de Lactobacillus bulgaricus a une densité optique a 600 nm de 1 et de solution éthanolique de
curcumine a 5 uM a été agité vigoureusement par vortex pendant 30 s. Un frottis a été réalisé avec
une anse calibrée de 50 pL sur une lame en verre. Aprés séchage, I'échantillon a été observé a un

grossissement de x 100 en immersion avec de I’huile.

Afin d’observer le transfert de la curcumine entre les LAB et les CM, un mélange de caséines micellaires
a 8,9 UM et de curcumine a 5 UM a été agité pendant 1 min. Sur une lame en verre, un frottis de ce
mélange a été réalisé. Une fois le frottis sec, un second adjacent au premier, contenant les bactéries
lactiques, a été réalisé sur la méme lame de fagon a observer l'interface entre les deux a un

grossissement x100 en immersion dans I'huile.

3.6. Les méthodes physicochimiques

3.6.1. Mesure de taille par diffusion dynamique de la lumiere (DLS)

3.6.1.1. Principe

La diffusion dynamique de la lumiére (DLS) est une technique non invasive et bien établie de mesure
de la taille et de la distribution de la taille de molécules ou de particules généralement dans la région

submicronique.

Les applications habituelles de la diffusion dynamique de la lumiére sont la caractérisation des
particules, émulsions ou molécules qui sont dispersées ou dissoutes dans un liquide. Le mouvement

brownien des particules ou molécules en suspension engendre une fluctuation de I'intensité au cours
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du temps de la lumiere laser diffusée par les particules ou molécules. L'analyse de ces fluctuations
d'intensité permet d'obtenir leur coefficient de diffusion relié a leur vitesse due au mouvement
brownien et, permet d'obtenir ainsi la taille des particules a l'aide de la relation de Stokes-Einstein

(équation 7)

kT

= ——— (équation 7)
6m.n.Irp

Va

ou n est la viscosité dynamique du solvant, et I, (m) le rayon de la molécule supposée sphérique et

qui est alors nommeé rayon hydrodynamique

avec k, constante de Boltzmann (1,3806503. 102 ] / K) et T la température en Kelvin.

3.6.1.2. Protocole

Le diametre hydrodynamique des caséines micellaires a été mesuré par diffusion dynamique de la
lumiére par un appareil Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Malvern, Angleterre). L’appareil était
équipé d’un laser 532 nm DPSS a fréquence doublée a une fréquence. Les distributions de taille des
particules ont été déterminées en utilisant une cuvette Haute concentration (Zen0112, Malvern
Instruments, UK). Le modele d’analyse CONTIN avec un angle de diffusion de 173 ° a été appliqué pour
transformer la fonction d’autocorrélation en distributions de taille de particules. Les données sont

analysées et récupérées en utilisant le Zetasizer software 7.10 (Malvern Instruments).

Le tampon phosphate PBS a été choisi comme dispersant (indice de réfraction de 1,332 et viscosité de
0,86 mPa a 25 °C). Les concentrations de caséines micellaires et de curcumine étaient respectivement
fixées a 15,8 uM et a 51 uM afin d’avoir un rapport caséines micellaires : curcumine correspondant a
80 % de quenching de caséines micellaires (article 1 page 154). Les indices d’absorption et de réfraction
des protéines réels étaient fixés respectivement a 0,001 et 1,450. Un délai de 300 s a été fixé entre
chaque mesure pour s’assurer que |'équilibre thermique était atteint. Les réglages du nombre et de la

durée d’analyse des runs étaient en mode automatique.
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3.6.2. Mesure de mobilité électrophorétique

3.6.2.1. Principe

La mobilité électrophorétique représente la charge de surface d'une particule. Cette charge de surface
permet de prédire les interactions entre les particules en suspension et donc la stabilité de la
dispersion face a l'agrégation. C'est I'un des parametres fondamentaux connus pour affecter la
stabilité d’une dispersion et la durée de stockage d'une formulation et par suite le temps et le co(t de

cette formulation #%°.

Le principe de la mesure est de provoquer la migration des particules de I’échantillon contenues dans

la cellule de mesure en appliquant une tension alternative entre deux électrodes.

Ensuite, le potentiel Zéta approximatif est calculé a partir de la mobilité électrophorétique en utilisant
le modéle de Smoluchowski. Les seuls parametres nécessaires a la détermination du potentiel Zéta

sont : la constante diélectrique du liquide, son indice de réfraction et sa viscosité.

3.6.2.2. Protocole

La mobilité électrophorétique a été mesurée par diffusion dynamique de lumiére al'aide d'un Zetasizer
Nano-ZS (Malvern Instruments, Malvern, Angleterre) en utilisant une cuvette Haute concentration
Zen0112. La concentration des caséines micellaires était de 15,8 uM et celle de la curcumine de 58

UM. Chaque expérience a été faite en triplicat.

3.6.3. Détermination de la taille des particules par granulométrie laser (voie
seche et humide)

3.6.3.1. Principe

La distribution de la taille des particules de poudre a été déterminée par granulométrie laser
(également appelée diffraction laser ou diffusion statique de la lumiére) grace a un granulomeétre
Malvern Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltd, Angleterre). Ce type d’appareil est équipé d’un
laser de type He/Ne d’une puissance de 5 mW, a une longueur d’onde de 632,8 nm et d'une diode

bleue supplémentaire de longueur d'onde de 460 nm dans le cas d'une mesure en voie humide. Une
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particule diffuse la lumiére selon un angle inversement proportionnel a sa taille. Les grandes particules
dévient une quantité plus importante de lumiéere avec des angles faibles et inversement pour les
petites particules. Ainsi, la distribution granulométrique d’un échantillon peut étre obtenue par la

mesure de I'intensité lumineuse diffusée en fonction de I'angle de diffusion.

3.6.3.2. Protocole

L'analyse de la granulométrie des poudres a été réalisée selon les cas en voie humide (suivi cinétique

de réhydratation) ou en voie séche.

Pour les analyses en voie liquide, la poudre a été dispersée dans I'’eau distillée. 1 mg de poudre a été
ajouté, sous agitation, dans un disperseur hydro MV rempli d'eau distillée relié a la cellule de mesure,
pour obtenir un taux d’obscuration entre 15 et 20 % ; I'indice de réfraction de la particule était de 1,45
et celui du dispersant de 1,33. Par exemple pour une réhydratation de 8h et 30 min, 3000 mesures ont

été effectuées par analyse avec une mesure toutes les 10 s.

Pour les analyses en voie seche, la poudre a été dispersée grace a un disperseur Aero S et envoyée
dans la cellule de mesure par effet venturi a 3,5 bars de pression, avec une vitesse d’alimentation (feed

rate) de 40 % et un diameétre de buse d’alimentation (hopper gap) de 3 mm.

Trois mesures ont été effectuées pour chaque échantillon. Les distributions de tailles ainsi que les
diametres caractéristiques D10, D50 et D90 ont été relevés. Ces valeurs représentent les distributions
granulométriques en volume, correspondant a 10, 50 et 90 % des particules. L’acquisition des données

a été réalisée a I'aide du logiciel de traitement Malvern (Mastersizer-v3.50)

3.6.4. Diffusion des rayons X aux petits angles ou Small Angle X-ray
Scattering (SAXS)

3.6.4.1. Principe

Le principe de la diffusion/diffraction des rayons aux petits angles SAXS a été détaillé dans la partie de

I’étude bibliographique.
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3.6.4.2. Protocole pour I’évaluation de la structure micellaire dopée

de curcumine sous forme aqueuse

Les mesures SAXS ont été réalisées au Synchrotron SOLEIL (Orsay) sur la ligne de lumiére SWING a une
énergie de 12 Kev. Les distances séparant |’échantillon de la caméra CCD faisant office de détecteur,
ont été fixées a 1,47 et 2,97 m afin de couvrir des gammes de vecteur d'ondes (g, en A-1)
respectivement égales 3 0,008-0,7 et 0,004-0,4 A-1. La calibration en vecteur d'ondes q a été effectuée
en utilisant le béhénate d'argent comme standard (distance référence = 58.38 A). Pour la mise a
I'échelle en intensité absolue, l'intensité diffusée par les capillaires vides et les capillaires remplis d’eau
déminéralisée ont été préalablement enregistrés. La valeur de la constante de contribution de I'eau

est de 0,016 cm-1.

Par la suite, le signal du méme capillaire contenant la solution du solvant a été enregistrée pour le

soustraire a chaque signal d’échantillon mesuré.

3.6.4.3. Protocole pour I'évaluation de la structure micellaire dopée

de curcumine sous forme de poudre

Les profils SAXS ont été réalisés par sur un appareil SAXSess mc? (Anton Paar, Autriche). Cet appareil
est relié a un générateur électrique (ID 3003 laboratory X-Ray generator) équipé d’un tube a rayons X
fermé (PANalytical, Acuka = 0,1542 nm) opérant a 40 kV et 50 mA. Les poudres de caséines micellaires
ont été introduites dans un capillaire “Specialglass” (1,5 mm, WJM-Glas) avant d’étre placées dans une
chambre sous vide a 20 °C. L'intensité diffusée a été détectée par une caméra CCD (Princeton
Instruments, distance échantillon-caméra = 309 mm). En utilisant le logiciel SAXSQuant (Anton Paar),
lesimages en 2D ont été intégrées pour donner des profils d’'intensités diffusées en fonction du vecteur
d'onde q. Les données ont été calibrées et normalisées en atténuant I'intensité de diffusion du faisceau

primaire (en utilisant I'eau comme référence).
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3.6.5. Diffusion multiple de la lumiere

3.6.5.1. Protocole pour le suivi de |a variation de l'intensité de lumiere
rétrodiffusée pour le mélange caséines micellaires-curcumine-glucono-delta-

lactone.

L’agrégation des caséines micellaires réhydratées a 50 g.L'? (pendant 24 h dans du PBS) est obtenue
par hydrolyse de 3 % (p/v) glucono-delta-lactone en acide gluconique. Elle a été suivie par diffusion
multiple de la lumiere grace au Turbiscan Classic MA 2000 (Formulaction, France) en utilisant une
source de lumiéere pulsée dans le domaine de I'Infra-rouge (A= 850 nm). Deux détecteurs synchronisés
détectaient la lumiere transmise et rétrodiffusée sur toute la hauteur d'un tube en verre cylindrique
de bas en haut par pas de 40 um. Dans le cas des caséines micellaires réhydratées, I'intensité de
lumiere rétrodiffusée a été suivie uniqguement puisque I'échantillon était turbide et donc la lumiére
transmise n’a pas été détectée. Le pourcentage relatif de I'intensité rétrodiffusée (ABS) en fonction de
la hauteur de I’échantillon a été mesuré. Un scan a été enregistré toutes les 5 min aprés I'ajout de GDL
(to). Le premier scan a été enregistré a to puis soustrait aux scans suivants afin de mettre en évidence
I’évolution du systeme en fonction du temps en utilisant le logiciel Turbisoft. Le pourcentage de ABS
relatif a I’échantillon sur toute sa hauteur et en fonction du temps a été ensuite tracé. Toutes les
expériences ont été réalisées en triplicat. L’ajout d’éthanol dans les mélanges caséines micellaires-
curcumine ne dépassait pas les 2 %. La concentration finale de la curcumine ajoutée aux dispersions

micellaires natives était de 51 uM. Toutes les expériences ont été faites en triplicat.

3.6.5.2. Protocole pour le suivi du pourcentage de lumiére rétrodiffusée

ABS (%) pour le mélange lait-Curcumine-Yomix

Afin de mettre en évidence l'influence de I'ajout de curcumine en solution éthanolique (2 % v/v) sur la
production de yaourt a 42 °C, le protocole précédent a été appliqué en ajoutant un mélange de
ferments lactiques du yaourt (Yomix) a du lait écrémé pasteurisé (10% MS) dans les proportions
suivantes : 2,5 mg de Yomix pour 50 mL de lait. Du lait a été utilisé a la place des caséines micellaires

puisque les bactéries lactiques ont besoin d’un milieu riche en protéines et en lactose pour se
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développer et acidifier le milieu. Les témoins ont été réalisés en ajoutant le Yomix au mélange lait-

éthanol dans les mémes proportions et a 42°C.

3.6.6. Etude des propriétés rhéologiques

3.6.6.1. Protocole pour le suivi du comportement rhéologique pour le

mélange caséines micellaires-curcumine-glucono-delta-lactone

Les caséines micellaires natives ou atomisées & une concentration de 50 g.L! ont été réhydratées
pendant 24 h dans du PBS. La concentration finale en curcumine ajoutée aux caséines micellaires
natives réhydratées était de 51 uM. 3 % GDL (p/v) a été ajouté et les échantillons ont été
immédiatement transférés dans le cylindre coaxial du rhéomeétre (Kinexus, Malvern, Angleterre).
Ensuite, la variation des modules visqueux (G") et élastique (G') a été suivie a une fréquence de 1 Hz

et a 0,1 % de cisaillement pour déterminer le temps de gélification des échantillons.

La fréquence a été préalablement déterminée avec un balayage de fréquence de 0,01 a 100 Hz ainsi
que le taux de cisaillement en faisant un balayage de 0,0001 a 10 %. Les valeurs de fréquence et de
cisaillement choisies étaient dans le domaine linéaire. Le point de gel a été déterminé quand le module

élastique devenait supérieur a 1 Pa.

3.6.6.2. Protocole pour le suivi du comportement rhéologique pour le

mélange lait-curcumine-glucono-delta-lactone

Le méme protocole a été appliqué au lait écrémé en utilisant du Yomix a la place de la GDL comme

indiqué précédemment.
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Résultats et Discussion

Chapitre Il : Résultats et discussions

Publication 1 : L'étude des interactions entre les micelles de caséines
et curcumine et I’évaluation de I'ajout du bioactif sur la structure et
les propriétés technofonctionnelles de la micelle.

1. Introduction

Des études récentes ont démontré que les caséines micellaires permettent de véhiculer des molécules
bioactives 341491 |3 structure interne des micelles de caséines est proche d’un nano-gel %2 ce qui
entraine une sorption élevée et une forte capacité de rétention de petites molécules en son sein 4474%3,
Afin d'améliorer I'aptitude a la dispersion et la biodisponibilité de ces dernieres, les caséines micellaires
natives ou modifiées ont déja été utilisées comme systémes d’encapsulation, ainsi que les monomeres
a et B-caséines, et leur assemblage. Les divers formes de caséines a et B sont des protéines avides de
polyphénols #°84%°, Des travaux récents traitent de I'influence des processus de fabrication des aliments
sur la liaison entre les micelles et la curcumine. La curcumine est un polyphénol naturel extrait du
rhizome de curcuma (Curcuma longa) qui présente un large spectre d'activités biologiques 4%,
Plusieurs études ont porté sur les interactions curcumine/caséines micellaires par spectroscopie de
fluorescence des constituants avec détermination des constantes d’association **¥%’, Par exemple, la
constante de liaison de la curcumine avec des caséines micellaires traitées par ultra-haute pression a
300 MPa a été considérablement augmentée par rapport a celle de caséines micellaires natives. Ceci
a été expliqué par la dissociation des micelles en plus petites particules micellaires suite au traitement
sous haute pression impliquant une augmentation de la surface spécifique disponible pour interagir
avec la curcumine 3347, L3 rétention de curcumine dans les caséines micellaires a également été
accrue apres traitement thermique du lait comme conséquence de I'augmentation d’hydrophobie des

caséines par agrégation avec des protéines de lactosérum 4%,
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Quelques travaux récents traitent de l'influence des polyphénols et de la curcumine sur la gélification
par la présure des caséines micellaires 3284%, En effet, il a été démontré que les catéchines du thé
interagissant avec les caséines micellaires affectent les phases primaire et secondaire de la gélification

par emprésurage du lait 328,

A notre connaissance, aucune étude n'a été réalisée sur l'influence des interactions caséines
micellaires-curcumine (ou polyphénol) sur la gélification acide du lait. L'acidification du lait agit sur la
structure des caséines micellaires en induisant la solubilisation de matériel micellaire (monomeéres de
caséines et minéraux) et la neutralisation de la charge de surface. Elle entraine la perte de stabilité des

micelles de caséine et leur gélification en un gel colloidal 449497499,

Cette étude vise a comprendre le comportement des complexes caséines micellaires-curcumine
pendant I'acidification. Des mesures de fluorescence et de quenching de fluorescence des résidus de
tryptophane ont été utilisées pour évaluer les constantes d’interactions entre la curcumine et les
caséines micellaires. Les structures externe et interne des micelles de caséines dopées avec de la
curcumine ont été analysées par diffusion dynamique de la lumiéere (Dynamic Light Scattering ou DLS)
et par diffusion des rayons-X aux petits angles (Small-angle X-ray scattering ou SAXS). Enfin, l'influence
de la présence de la curcumine au sein de la micelle sur ses propriétés de gélification a été déterminée

notamment par des mesures rhéologiques et turbidimétriques.
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2. Article: Structure and gelation properties of casein micelles
doped with curcumin under acidic conditions

Article accepté dans Food and Function: Food Funct. 6, 3624-3633 (2015).,

Aya N. Khanji,*® Florentin Michaux,?, Jordane Jasniewski?, Jérémy Petit?, Emna Lahimer,?, Mohamed

Cherif,?, Dominique Salameh®, Toufic Rizk®, Sylvie Banon®".

“corresponding author.

Highlights

The positive values of enthalpy and entropy indicated that hydrophobic interactions were the major
binding forces governing curcumin and MC interactions.

The internal structure of micellar casein measured by SAXS did not vary upon curcumin binding.
Curcumin did not produce change of {-potential and size of micellar casein.

The ability of curcumin-doped micellar casein to produce acid gel was demonstrated.

Abstract

In this study, the ability of micellar casein (MC) to interact with curcumin during acidification and to
produce acid gel were investigated. Steady-state fluorescence spectroscopy of curcumin variation and
fluorescence quenching of caseins upon binding with curcumin molecules were evidenced. Increasing
the temperature from 20 to 35 °C enhanced MC-curcumin interactions as reflected by the raise of
binding constant from 0.6 + 0.3 x 10 *t0 6.6 + 0.6 x 10 * ML, From changes in entropy, enthalpy and
Gibbs free energy, hydrophobic interaction were proposed as major binding forces. Static fluorescence
MC quenching was demonstrated for MC-curcumin complex during acidification. From pH 7.4 to pH
5.0, the binding sites number varied in the range from 1.25 + 0.05 to 1.49 £ 0.05 and the binding
constant ky, varied from 3.9 + 0.4 x 10 * to 7.5 + 0.7 x 10 * MX. Small Angle X-Ray Scattering profiles
demonstrated that MCinternal structure was unchanged upon curcumin binding. The {-potential value

of curcumin-doped MC indicated that curcumin did not modify the global charge of MC particles. Acid
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gelation studied by oscillation rheology and static multiple light scattering at 20 and 35 °C led to similar
behavior for native and curcumin-doped MC suspensions. For the first time, it was demonstrated that
the colloidal and functional properties of MC were unchanged when doped with curcumin during

acidification.

Introduction

Micellar caseins (MC) in milk are considered as functional proteins for bringing digestible protein to
the neonate and preventing calcium phosphate precipitation in milk 2. Recent studies also
demonstrated that MC can carry bioactive molecules to tissue and cells3>> MC consists in colloidal
particles of 100 nm radius built by interactions between about 10* casein molecules and 800
nanoclusters of amorphous calcium phosphate 2. Self-assembly of casein monomers occurs through
hydrophobic areas and calcium bridges between phosphoserine residues. The internal structure of MC
can be considered as a nano-gel ® and that contributes to its high sorption and loading capacity of small
molecules 78, Many bioactives are hydrophobic and thus show poor aqueous solubility. In order to
improve their dispersibility and bioavailability in aqueous media, native or modified MC have already
been used as delivery systems, as well as as- and B-casein monomers, and their self-assemblies. For
example, the various as- and B-casein forms are avid binders of polyphenols 9%°,

Moreover, the acid-soluble calcium-phosphate bonds of MC and its sensitivity to proteolysis provide
an efficient release mechanism activated in the gastric and pancreatic stages of digestion 3. MC
presents also many advantages as labelled “Generally Recognized As Safe” food proteins and highly
stable materials during heat treatment and high-pressure processing 1. Recent papers deal with the
influence of food processing on curcumin binding with MC. Curcumin is a natural polyphenol extracted
from turmeric rhizome (Curcuma longa) that presents a broad spectrum of biological activities
including antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, antiamyloid and antitumor properties 2. It
presents a very low solubility in water (2.99 x 10 M) at neutral or acid pH and becomes soluble in
alkaline conditions albeit its very high sensitive to hydrolysis. It was recently taken advantage of the
pH-dependent solubility of curcumin and the self-assembly properties of sodium caseinate in the pH
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range from 7 to 12 in order to produce new MC delivery systems 3. Several studies have focused on
curcumin/MC interactions using the fluorescent properties of individual components #!*. The binding
constant of curcumin with Ultra-High Pressure Homogenized MC (UHPH-MC) processed at 300 MPa
was significantly increased compared to native MC. This was explained by the dissociation of MC into
smaller micelles under high-pressure homogenization processing resulting in an increase in their
specific surface area available for interaction with curcumin *, Static high-pressure treatment of skim
milk also enhanced the association of curcumin with MC, but the mechanism proposed in the
literature, related to structural modifications of MC (solubilization of micellar calcium phosphate and
MLC size reduction), remains to be ascertained *. Binding of curcumin to MC was increased after milk

heat treatment as a consequence of the formation of heat-induced whey protein aggregates .

To the best of our knowledge, only a few recent works deal with the influence of polyphenol and
curcumin on rennet-gelation of MC /18 Recently, it was shown that tea catechins interacting with MC
impacted both the primary and the secondary stage of milk rennet aggregation 8 but to our knowledge
no study has been carried out on acid aggregation or gelation. Milk acidification produces colloidal gel
at around pH 4.6. Moreover, milk acidification acts on MC stability by reducing the charge and inducing

the solubilization of micellar material (casein monomers at low temperature and minerals) 1°22,

This study aimed at understanding the behavior of MC-curcumin complexes during acidification. Direct
steady-state fluorescence and tryptophan quenching were employed to evaluate the extent of
curcumin-MC interactions. The internal and overall structure of curcumin-doped MC were analyzed by
Small-angle X-ray scattering (SAXS) and Dynamic Light Scattering (DLS). The influence of temperature
and pH on the stability of MC-curcumin complexes and their gelation properties were investigated by

fluorescence spectroscopy, static multiple light scattering and rheological measurements.

Results and Discussion

Study of curcumin-MC interactions by fluorescence
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On the basis of interactions between the phenolic rings of curcumin and the hydrophobic amino acid
residues of tryptophan (trp) in caseins, curcumin binding to MC was studied through fluorescence
properties of both components (figures 1A and B). Fluorescence quenching at 344 nm indicated that
MC tryptophan residues (1 to 2 trp residues per casein monomer) were interacting with curcumin
(figure 1C). Higher curcumin fluorescence at increased MC concentrations indicated that curcumin

molecules were transferred from the bulk to MC (figure 1D).
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Figure 1. Fluorescence emission induced by the binding of curcumin to casein micelles. (A) Intrinsic fluorescence
emission spectra of 8.9 uM casein micelles in the presence of increasing concentrations of curcumin (0 - 50 uM,
a-j curves). Excitation wavelength (Aexc) was set at 280 nm. (B) Intrinsic fluorescence emission spectra of 5 uM
curcumin (Aexc =420 nm) at increasing concentrations of casein micelles (0 - 55.8 uM, a-k curves). (C) Fluorescence
quenching of 8.9 uM casein micelles at Aem = 344 nm (Aexc = 280 nm) with increasing curcumin concentration (0 -
40 uM). (D) Fluorescence intensity of curcumin at Aem =500 nm (Aexc= 280 nm) with increasing concentrations of
casein micelles (0 - 55.8 uM). (E) Double logarithmic plot: (Fo-F)/F vs. [curcumin] from fluorescence quenching
experiments. (F) Double reciprocal plot: 1/(F-Fo) vs. 1/[casein micelles] from fluorescence intensity experiments.
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Quenching data was used to quantify curcumin-MC interaction from the modified Stern-Volmer

equation

Fo 1
Fo—F  fKgy.[Cur]

1
+ 7 (1)

where F; was the initial fluorescence intensity, F was the fluorescence intensity in the presence of a
quenching agent (such as curcumin), Ksy the Stern-Volmer quenching constant (M%), [Cur] the
curcumin (quencher) molar concentration (M), and f the fraction of accessible fluorophore to a more
polar quencher that permitted to determine the fractional fluorescence contribution of the total
emission for interaction with the studied quencher 2. The Stern-Volmer quenching constant Ksy was
calculated from the plot of Fo/ (Fo - F) vs. 1/ [Cur] as the ratio between the y-axis intercept (1/f) and
the slope, 1/ (f Ksy) . At pH 7.4 and 6.5, K¢ were found at 18.2 + 0.2 x 10* and 18.8 £ 0.9 x 10* M
respectively (table 1), which remained in the same order of magnitude as literature values?, i.e. 11.3 x
10* M (280 nm excitation and 342 nm emission) and 8.3 x 10* M (295 nm excitation and 344 nm

emission wavelength), or 7.2 x 10* M (280 nm excitation and from 300 to 450 nm emission) *°.

Table 1: Values of the Stern-Volmer constant Ks, the binding constant K, and the number of protein sites n, for
curcumin-MC mixtures at different pH values. Experiments were made in triplicate at 25 °C.

pH Kev (¥10% M) Ko (x10* M™Y) N

7.4 18.8+0.9 3.9+0.4 1.47 £ 0.02
6.5 18.2+0.2 7.8+13 1.25 + 0.06
6.0 21.9+0.5 9.2+16 1.25 +0.05
5.5 24.1£15 7.7+1.2 1.38 £ 0.06
5.0 32.5+1.5 7.5+0.7 1.49 + 0.05

Concomitantly to the quenching of casein fluorescence by curcumin addition, a blue-shift of

tryptophan spectrum was noticed (figure 1A). The fluorescence of tryptophan is sensitive to the
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polarity of its environment including hydration. * The slight blue shift from 346.0 to 340.0 nm was
attributed to a more apolar tryptophan microenvironment through increasing curcumin binding * 24,
This effect was taken into account with the linearized form of the Stern-Volmer equation that

permitted to determine the number of binding sites (n) and the binding constant (Kj) *:

logyo [(FO;F)] = log0 Kp +nlogyo([Cur]) (2)

The modeling of the current study led to an average n value of 1.47 + 0.02 that was relevant with the
presence of one to two tryptophan residues per casein monomer in MC 2. The binding constant
determined from quenching data (figure 1E) equaled 3.9 + 0.4 x 10* M at pH 7.4 and was in good
agreement with literature values * ranging from 2.4 x 10*to 5.6 x 10* ML, This binding constant range
corresponds to non-covalent interactions .

From the spectral overlap of trp emission and curcumin absorption, dynamic quenching can occur
between the donor (trp) and the acceptor (curcumin). The quenching of donor (trp) fluorescence can
then be due to acceptor (curcumin) located at different distances and orientations, and also to relative
motions of donor and acceptor. All these contributions led to an apparent decay of donor fluorescence
that could be related to an apparent distance distribution of acceptor. Considering very weak
interactions between donor and acceptor, the evaluation of distance between them can be evaluated
from the Forster theory briefly described above and in details elsewhere 2% 27, On the basis of the
Forster theory, the energy transfer efficiency, E, from the donor (trp) to the acceptor (curcumin) can

be calculated from donor quenching:

E=1-— (3)

where Fo and F, were the fluorescence intensity of tryptophan from MC in the absence and presence

of curcumin, respectively 6. The Férster critical distance, Ro, at which 50% of the excitation energy was

transferred from the donor to the acceptor can be calculated from equation (4) :
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RS = 8.785 x 10-5% (4)

where 2, the orientation factor between donor and acceptor, was chosen equaled to 2/3 for a random
distribution. The quantum yield of donor in absence of acceptor, ®p, was fixed to 0.14 as proposed for
tryptophan in water between 300 and 450 nm 26, The index of refraction, n, was taken to be 1.332 in
PBS.J was the overlap integral between donor and acceptor and it was calculated from 300 to 450 nm

according to %:

J=2iFp (M)SA(M)M}/Z]' Fp (A)) (5)

where Fp was the normalized fluorescence spectrum of the donor, sx was the molar absorption
coefficient of the acceptor. When & and wavelength A were expressed in M .cm™® and in nm,
respectively, then J was expressed in units of M? .cm™ .nm* and the Férster distance, Ry, calculated

from equation (4) was in units of A 2.

Once the energy transfer efficiency and the Forster distance were known, the average distance

between donor and acceptor was calculated from ?’:

R6
E = 60 6
Ry+r

(6)

The Forster distance, Ro, for MC and curcumin was found at 27 A that falls into the usual range of Ro
values for tryptophan as donor, i.e. from 12 A to 40 A 2. The average distance between MC and
curcumin, r, was calculated at 33 A. The distance r between pepsin and curcumin was recently found
to be 24.5 A within the curcumin-pepsin complex 2. For curcumin and bovine-o-lactalbumin complex
Ro and r were found at 4-5 and 5-9 A, respectively 2°. The overlap integral J and the energy transfer
efficiency E were found at 1.6 x 10 M .cm™ .nm* and 0.24 respectively. As a comparison, E was found

equaled to 0.13 for curcumin and bovine-a-lactalbumin complex %,
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Curcumin fluorescence was measured at a curcumin concentration of 5 uM, and increasing MC

concentration. The binding constant was estimated by the equation of Wang and Edelman (1971) *#

30:

1 1 1
— = + (7)
AF AFmax Kp AFmax [MC]

where AF was the difference in fluorescence intensity at 500 nm between solutions with and without
curcumin, AFmaxthe maximum change in fluorescence, K the binding constant (M) of curcumin with
MC and [MC] the casein micelle concentration expressed in molar unit. A binding constant K, was
calculated from the reverse plot of AF vs. [MC], as the ratio between the y-axis intercept, 1/AFmay, and
the slope, 1/(AFmax.Kb) (figure 1F). In this study, a K, value of 0.6 +/- 0.1 x 10* M* was calculated by the
double reciprocal method (cf. equation 7 and figure 1F, R? = 0.995), which corroborated literature

values obtained in similar conditions with 0.6 + 0.3 x 10* M? and 1.5 x 10* M) %14,

The ratios MC/curcumin ratios obtained at maximal quenching (figure 1C) and maximal curcumin
fluorescence intensities (figure 1D) were chosen to determine the influence of curcumin addition on

MC colloidal properties then on acid aggregation and gelation.

Influence of temperature on curcumin-MC interactions

Temperature was expected to influence curcumin-MC assemblies since hydrophobic interactions
between phenolic rings of curcumin and hydrophobic amino acid residues of caseins were
hypothesized. Moreover, it is well-known that the temperature range from 10 to 40 °C influence the
solubilization of hydrophobic B-casein and the voluminosity of MC 3%, It was then relevant to study

curcumin-MC behavior over this temperature range by fluorescence.
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Figures 2. (A) Normalized fluorescence intensity of 5 uM curcumin at 500 nm (Aexc = 420 nm) in the presence of
increasing casein micelles concentrations (0, 5.6, 11.2, 13.9, 16.7, 19.5, 22.3, 27.9, 33.5, 39, 44.6, 50.2, and 55.8
uM) at 20, 25, 30, 35, and 40 °C (n = 3). (B) Casein micelles concentrations at half maximal fluorescence in the 20

- 40 °C temperature range.

From normalized fluorescence data of curcumin (at 5uM) as a function of MC concentration, saturation

curves (figure 2A) were obtained. Two behaviors were observed according to temperature: the first

one at 20 and 25 °C and the other one at 30, 35, and 40 °C. To reach half of the maximal fluorescence

intensity at 5 UM curcumin concentration, twice the casein concentration (12 uM vs 6 pM) was

necessary at lower temperature (figure 2 B). Increasing temperature from 20 to 35 °C increased the

binding constant K, from 0.6 to 6.6 x10* M (table 2).
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Table 2: Variation of Kb values (eq. 3) as a function of temperature. Experiments were made in triplicate.

Temperature( °C) Ko (x10* M)
20 0.6%+0.3
25 22+0.5
30 3.8+1.2
35 6.6 +0.6

The obtained binding constants values were moderate and could be attributed to non-covalent
interactions. The increase in K, values with temperature suggested that the binding reaction between
curcumin and MC was endothermic ?°. From K, dependency to temperature, the van’t Hoff equation
gave AH=+116.5+18.2 kl.Mtand A4S = +471.8 + 60.5 J.KL.M. AH =+114.5 kJ.Mtand AS=+471.8 ] K
1. ML, This led to Gibbs free energy values, AG varying from -21.7 to -28.8 kJ.mol* from 20 to 35 °C.
The negative change in AG supported that curcumin binding to MC was spontaneous. The positive
values of enthalpy (4H) and entropy (4S) indicated that hydrophobic interactions were the major
binding forces governing interactions ?°. The positive value of enthalpy (4H) may be related to two
main factors: the loss of hydrophobic hydration structures when the curcumin molecules approached
MC and the partial disintegration of the bound water structure surrounding the curcumin molecules
when they came into contact with MC hydrophobic regions. The positive value of AS should be
attributed to the release of combined water molecules from protein or curcumin to buffer medium
when curcumin bound to MC. Another antioxidant molecule, a-tocopherol, showed the same
thermodynamic profile for enthalpy, entropy and Gibbs energy when interacting with human-serum
albumin 2. Another way to enhance hydrophobic interactions of MC with curcumin was to remove B-
casein from the micellar system in order to increase the hydrophobic character of MC interior *. This
resulted in an increased binding of curcumin to modified-MC 3°. MC contains 20 000 casein monomers

and result from aggregation of a,- and - casein monomers with calcium phosphate then stabilized
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with x casein in surface 3*34 The open MC structures permit small molecules like curcumin to enter
and interact with a- or B-casein. In order to go further on the influence of curcumin binding on MC
structure, a multiscale characterization of the MC internal and overall structure was performed. The
influence of curcumin complexation on MC internal structure was studied by SAXS. Moreover, MC size
variation upon curcumin addition was investigated by DLS.

Influence of curcumin on internal and overall MC structure in PBS buffer

Small angle scattering methods allow the investigation of the size and shape of the entire casein
micelle or of its internal structure depending on the employed experimental g-range. The lower the g-
value, the broader the observation window of the system. Experiments performed by Ultra Small Angle
X-ray Scattering (USAXS) at low g-value of 3x 10* A' were used to study the entire casein micelle

structure ¥

. In this study, the experimental g-range (from 4 x 103 to 0.7 A!) was suitable for
investigating the variations of casein micellar internal structure upon curcumin encapsulation. SAXS
profiles of MC dispersion (superimposed and shifted in intensity) are presented in figure.3A and 3B.
Samples without curcumin have been analyzed at two sample-detector distances. The superimposition
of the MC patterns acquired at both distances (cf. circles and diamonds) confirmed the validity of the

mathematical treatment used to recover the absolute intensity in cm™. Mixtures of MC and curcumin

have been analyzed only using the long distance configuration.
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Figure 3. Small Angles X-Ray Scattering profiles of casein micelles dispersions. Circles and diamonds: 6.7 uM CM
in the absence of curcumin respectively recorded at long and short sample-detector distances; squares, triangles,
and orange triangles: 6.7 uM casein micelles and 1.5, 2.3, and 4.6 uM curcumin, respectively, recorded only at
long sample-detector distance. (A) superimposed curves and (B) curves shifted for clarity purposes.

The shape of the MC scattering curves was consistent with literature data about small-angle scattering
of casein micelles as reviewed recently . At low angles (4x 10 < q (A1) < 3x 10?), a near g™ slope
was detected corresponding to the form factor of the overall casein micelles structure. An inflexion
point was reported around 0.07 A followed by a g slope at high angles. This signal was related to the
form factor of calcium phosphate nanoclusters > . The addition of different curcumin concentrations
to the MC suspension did not show any influence on the scattering profiles. All the curves were
superimposed demonstrating that the internal structure of the MC was not modified upon curcumin
addition. Different results were reported on the effect of tannins (epigallocatechin gallate, EGCG)
addition on MC internal structure >. EGCG addition to MC led to a higher scattered intensity at low
angles due to an increase in the global electronic density of the casein micelle. Moreover, the presence
of tannins significantly altered the scattering profile at high g values °. Calcium chelation by EGCG
resulted in the disappearance of the inflexion at 0.07 A1?’. From our results, no sensible modification

of the scattering signal was observed upon curcumin addition to MC. This can be explained by the

142



Résultats et Discussion

difference in biomolecules concentration °; indeed, in the work of Shukla et al. %, EGCG concentration
was about thousand fold higher than the curcumin concentration of the current study. More recently,
Haratifar and Corredig found that up to 0.08 mg EGCG were bound per mg of milk protein . No such
high concentrations were tested with curcumin due to the fact that curcumin concentration (5 - 50
uM) was chosen with respect to the right biological activity usually found for example against bone

cancer cells over healthy bone cells or U20S osteosarcoma cells 3738,

DLS and £ potential measurements were performed to acquire more information on size and stability
of MC doped with curcumin. The influence of raising temperature from 20 to 35 °C on the size and
charge of native and curcumin-doped MC was determined. The results obtained after addition of
curcumin did not reveal significant change in average MC size. At 20 °C, MC size was determined at
187 = 4 nm for control and 186 + 3 nm after curcumin addition. Increasing temperature up to 35 °C
gave lower size at 175.8 £ 8.7 nm for control and 177 = 8 nm after curcumin addition. Less hydration
and lower voluminosity with higher temperature explained such size variation 3. The polydispersity
index (PDI) was equaled to 0.16 £ 0.01 at 20 °C and 0.14 % 0.01 at 35 °C for native and curcumin-doped
MC respectively, indicating narrow size distributions and no disturbance in overall MC structure. Either
vitamin D, or docosahexaenoic acid (DHA) could be incorporated into the hydrophobic core of re-
formed MC (from Na-caseinate supplemented with phosphate, citrate, and calcium ions) without
variation of MC size and morphology, as measured by dynamic light scattering and observed by TEM

11, Small tannins were also carried by MC without change in its colloidal size °.

Curcumin addition to MC did not modify the overall charge and stability of MC.  potential values
equaled -12.0 * 0.7 mV for MC control and -11.5 + 1.2 mV for MC doped with curcumin at 20 °C

whereas -13.8 £ 0.7 mV and -14.1 £ 0.9 mV were respectively found at 35 °C.

X-ray and light scattering experiments revealed that the presence of curcumin did not modify the MC
internal and overall structure. These results suggested that MC can carry curcumin without change in

overall structure. The question then arises as to what the effect of loaded curcumin on acid gelation
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properties of MC is. Further investigations of the current work were focused on the influence of
curcumin on MC colloidal stability under acidification in the 4.2 — 7.4 pH range between 20 and 35 °C.

This was first studied by fluorescence spectroscopy.

Influence of acidification on curcumin-MC interactions

The quenching of trp fluorescence by curcumin binding to MC was observed after stabilization of

mixtures at pH values ranging from pH 5.0 to 7.4 (figure 4).
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Figure 4. Fluorescence quenching of casein micelles (8.9 uM) after MC acidification overnight by hydrolysis of GDL
at pH values from 7.5 to 5.0. Aem= 344 nm (Aexc= 280 nm) with increasing concentrations of curcumin (0 - 30 uM)
at 25°C. Represented values are the mean of three replicates. Dotted lines correspond to kinetic induced by
hydrolysis of GDL in MC suspension containing 0 and 20 uM curcumin. The fluorescence offset between pH
stabilized and kinetic experiments performed with curcumin concentration of 0 and 20 uM is due to different
apparatus configurations.

It was demonstrated that MC quenching by curcumin was stable during overall acidification and only
a slight additional quenching due to pH variation was noticed as for the control (MC without curcumin).
This slight MC quenching observed during acidification was probably due to more interactions between
amino acid residues in the tryptophan environment in relation with protonation, demineralization and
dehydration of MC. MC hydration (or voluminosity) decreased of about 30% from pH 6.6 to 4.8 while
micellar calcium phosphate was fully solubilized 3%3* The pH-dependent quenching variation
influenced the binding constant K, (equation 2) which increased from pH 7.0 to 6.0 then decreased up

to pH 5.0 while Ksy regularly increased with acidification (table 1). Then, K, appeared more sensitive
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than Ksy to the quenching effect due to MC acidification. The number of protein sites (n) was the
second binding parameter calculated from equation 2 and it was also found to be pH-dependent with
values in the 1.25- 1.49 range (table 2). At pH 7.4 in PBS, 1.47 binding sites were obtained for MC-
curcumin complex, consistently with the 1.20 binding sites found for curcumin interacting with bovine-
a-lactalbumin 2.

Ky, the bimolecular quenching rate constant, was calculated from Ksyaccording to Ksy = &4 X towhere to
is the average lifetime of the biomolecule. For a biomolecule without a quencher, 1o can be estimated
at 10%s %, Then, in the pH range from 7.4 to 5.0, x, varied from 1.8 x 10 to 3.2 x 10 M s which
is higher than the limiting diffusion constants of the biomolecules upon interaction with various
quenchers (k=2 x 10%° L.mol™.s?) %. Then, according to x; fluorescence, quenching arose mainly

from static mechanism by complex formation in the ground state %°.

Influence of curcumin addition on the sol-gel transition measured by multiple static light
scattering and rheological measurements

The sol-gel transition of MC samples acidified with GDL was followed by the evolution of the relative
back scattered intensity (ABS) all along the sample height every 5 min after GDL addition. One result

concerning MC-curcumin sample at 35 °C s presented in figure 5-A for instance.
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Figure 5. Backscattered intensity measurements on MC-curcumin sample at 35 °C: (A) Evolution of the relative
percentage of backscattered intensity (ABS) (t0 = reference) upon sample height after GDL addition during 115
min (one scan every 5 minutes). (B) Evolution of the ABS average (calculated from sample height between 15 and
45 mm) and elastic modulus (G') upon time after GDL addition.
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From the time of GDL addition, an increase in ABS was reported corresponding to MC aggregation as
the intensity of scattered light increased with particle size and concentration 32, This increase occurred
all along the sample height, meaning that aggregation was homogeneous. No syneresis was evidenced,
as the evolution was independent from sample height. The temporal evolution of the ABS average
(calculated between 15 and 45 mm sample height) is presented in figure 5-B in relation with the elastic
modulus G’ profile that illustrated gel formation. ABS rapidly varied with acidification indicating that
particle aggregation began much sooner than gelation ((classically considered to occur when G’
becomes greater than 1Pa) %°. Acid gelation followed by ABS and G’ profiles was compared for MC

controls and MC doped with curcumin at 20 and 35 °C (figure 6).
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Figure 6. Evolution of (A) the elastic modulus and of (B) the relative percentage of backscattered intensity upon
GDL acidification of MC and MC-curcumin samples at 20 and 35°C.
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The addition of curcumin did not affect gelation occurring around pH 4.4 and 4.6 at 20 and 35 °C
respectively. Three steps were identified from ABS variation with pH at 20 and 35 °C: a first slight
variation from the initial pH to around pH 5.2 when MC are demineralized, then a rapid increase was
obtained from pH 5.2 down to pH 4.8 that might be related to an increase in particle size that is more
pronounced at 35 °C than at 20 °C. Finally, a plateau value was reached whereas the sol-gel transition

occurred when aggregates interacted to form a colloidal gel.

In this study, higher binding constants were obtained at 35 °C compared to 20 °C indicating more
interactions between curcumin and MC with temperature. Increasing hydrophobic interactions were
proposed as the major contribution to the raise in binding constants. With acidification below the
isoelectric pH of caseins, enhancement of hydrophobic interactions was expected as a consequence
from protein charge neutralization and lower hydration of MC 33 whereas curcumin stays in neutral

form (indeed, its pKa values were reported at pH 8.38 + 0.04, 9.88 + 0.02 and 10.51 + 0.01) *%.

It was recently observed that curcumin and resveratrol increased the delay of rennet gelation 7/ 18,
Chelating calcium with polyphenols was proposed to inhibit rennet gelation by decreasing calcium
binding with caseins. The partial covering of MC with curcumin was also proposed to compete with
casein-casein interactions 8, During acidification, it was not evidenced any effect of curcumin addition
on MC gelation. The number of protein sites available for interaction with curcumin (n) was found from
1.25 to 1.49. This low value should explained the preservation of the main colloidal properties of MC,
i.e. size, structure and charge. This indicated that curcumin and certainly other hydrophobic
biomolecules should be conveyed efficiently by MC in the moderate acid conditions of yogurt-like

products.

Material and methods
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Material

The native-like phosphocaseins micelles (MC) used in this study were prepared by milk microfiltration
and diafiltration using milk ultrafiltrate (Promilk 872 B, Ingredia Dairy Ingredients, Arras, France) ), prior
to stabilization in powder form by spray-drying. It contained 95% (w/w) dry solids and, on a dry weight
basis, 87% total proteins (about 80% phosphocaseins), 7.3% minerals, 5% lactose, and 0.8% fat. Bovine
serum albumin (BSA), curcumin, glucono-delta-lactone, and sodium azide were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). All other chemicals, of analytical grade, were provided by

Carlo Erba (Milan, Italy).

Preparation of solutions

Stock solutions of curcumin (> 94% purity) were prepared in ethanol (96%) at 1.0 mg.mL™ and stored
protected from light at 4 °C. Different curcumin concentrations were obtained from the stock solution
by dilution in ethanol just before use. Phosphate Buffered Saline (PBS) solution (adjusted to pH 7.4
with HCI) was prepared with ultrapure water and contained for one liter: 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g
Na,HPO,, 0.24 g KH,PO4. In order to prevent bacterial growth, sodium azide (0.02% (w/v)) was added
to PBS buffer. PBS buffer filtration through 0.2 um polyethersulfone membrane (Millipore) was
performed before use. MC were dispersed in PBS buffer (pH 7.4) and stirred overnight at room
temperature (20 °C) in order to get maximal protein hydration and stabilization. MC concentration was
determined by Lowry-Folin assay using BSA as reference protein.* In the whole document, MC molar
concentrations were always expressed in equivalent BSA concentrations. On a dry weight basis, 1g.L*
MC was equivalent to 16.7uM BSA. Curcumin and MC mixtures were prepared in order to not exceed
2% (v/v) addition of ethanol and thus avoiding protein denaturation. Controls were made with MC
suspensions containing ethanol without curcumin at a level not exceeding 2% (v/v) of ethanol. Unless
indicated, curcumin and MC mixtures were stirred for 1 h at room temperature before use. The
influence of acidification on curcumin-MC interactions was investigated by hydrolysis of various

amounts of Glucono-delta-lactone (GDL) in both kinetic and steady-state conditions. Acidification was
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monitored with the Lab 850 pH-meter (SCHOTT® Instruments, Germany). Each experiment was

triplicated.

Fluorescence spectroscopy

The study of curcumin - MCinteractions was carried out with a FLX spectrofluorimeter (Safas, Monaco),
which was temperature-controlled from 20 to 35 °C (+ 0.5 °C) by circulating water. Curcumin
fluorescence was measured at 5 uM in the presence of MC concentrations varying from 0 to 55.8 uM.
The emission spectra were recorded from 450 to 700 nm with an excitation wavelength of 420 nm.
The slit widths used for curcumin fluorescence were 2.5 and 5 nm for excitation and emission,
respectively. MC suspensions without curcumin were used as controls. MC quenching was determined
at 8.9 uM for various curcumin concentrations ranging from 0 to 40 uM. The emission spectra were
recorded from 300 to 450 nm at an excitation wavelength of 280 nm. Slit widths were 10 and 2.5 nm

for excitation and emission respectively. Curcumin solutions free from MC were used as controls.

Curcumin solutions and MC suspensions were vigorously mixed during 30 s in a 5 mL-tube, then
transferred into quartz cuvette (1 cm path length) for analysis. Each experiment was performed in

triplicate.

Size measurements by Dynamic Light Scattering

The hydrodynamic diameter of MC was measured by Dynamic Light Scattering using the Zetasizer
Nano-ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK). The apparatus was equipped with a 532 nm frequency
doubled DPSS laserHe/Ne type. Particle size distributions were determined using a low volume
disposable cuvette (Zen0112, Malvern Instruments, UK). CONTIN analysis model at 173° detecting
angle was applied to transform the autocorrelation function into particle size distributions. Data were
assessed by Zetasizer software 7.10 (Malvern Instruments). PBS buffer (1.332 refractive index and 0.86
mPa.s viscosity at 25 °C) was chosen as dispersant. MC and curcumin concentrations were fixed at 15.8
KM and 51.0 uM respectively in order to get a MC: curcumin ratio that corresponds to around 80 %

MC qguenching (Figure 1C). Absorption and real refractive indexes of protein were 0.001 and 1.450,

149



Résultats et Discussion

respectively. A delay of 300 s between size measurements was to ensure sample equilibration at

desired temperature.

C-potential measurements

The zeta potential is an indirect measure of the surface charge, which is an indicator of the colloidal
stability of particles. This was determined using a dynamic light scattering instrument (Zetasizer Nano
7S, Malvern Instruments, Malvern, UK) fitted with a high concentration sample cell. The high
concentration cell enabled the measurement of the MC zeta potential with no dilution of PBS buffer that
was chosen as MC dispersant. MC concentration was fixed at 15.8 M and curcumin at 51.0 uM. Each

experiment was made in triplicate.

Small Angle X-Ray Scattering

SAXS measurements were carried out at SOLEIL synchrotron at the SWING beamline (12 keV energy).
Two distances between sample and CCD camera, 1.47 and 2.97 m, were used to cover g-ranges from
8 x 10%t0 0.7 At and 4 x 10 to 0.4 A respectively, where q = 47 sin (8)/A is the modulus of the
scattering vector, 20 is the scattering angle, and A is the X-ray wavelength. The g-range calibration was
achieved with a silver behenate standard (d.t = 58.38 A). For the absolute intensity calibration,
scattering patterns of the empty capillary and the capillary filled with deionized water were first
recorded. The value of the constant intensity contribution of water is equal to 0.016 cm™ on the
absolute scale. Then, the signal of the same capillary filled with the solvent solution was recorded for

subtraction purposes before the introduction of the studied samples.

Multiple light scattering measurements for milk gelation

The aggregation of MC dispersions after GDL addition (3 % (w/v)) was followed by multiple light
scattering measurements using a Turbiscan Classic MA2000 apparatus (Formulaction, France) using a
pulsed near-infrared light source (A = 850 nm). Addition of ethanol in the mixtures of MC and curcumin
(1 mg.mL?) did not exceed 2 % (v/v). The low solubility of curcumin in ethanol (1 mg.mL?) implied

limited addition of curcumin to high concentration of MC. The final concentrations for MC and
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curcumin equaled 501 and 51 uM respectively and this corresponded to the ratio MC/ curcumin found
in Figure 1D for the maximal soluble curcumin concentration. Two synchronous detectors measured
transmitted and backscattered light upon sample height by several scans all along a glass cylindrical
cell from the bottom to the top of the sample (5 - 7 cm analysis height) by incremental movements of
40 um. In the case of MC dispersions, only the backscattered light intensity (at 135° from the incident
beam) has been followed upon sample height since no transmitted light was detected. Backscattered
intensities all along the sample have then been performed upon time. One scan has been recorded
every 5 minutes after GDL addition (to). The first scan recorded at to has been substracted from the
following scans in order to highlight the system evolution upon time using Turbisoft software. Then,
the relative percentage of backscattered intensity (ABS) upon sample height was reported. The
evolution of the average backscattered intensity upon time has also been plotted using this software.
An increase of ABS upon time all along the sample height corresponds to a homogenous aggregation
of the particles. If an increase is detected at the bottom of the glass cell and a decrease is reported at
the top, a sedimentation occurs. An evolution on the opposite way corresponds to a creaming of the
dispersion. Measurements have been performed in triplicates. The entire Turbiscan device has been
placed in an oven to perform the measurements at 35 °C. Turbiscan measurements began 3 min after

GDL addition and stirring.

Viscoelastic measurements of acid milk gelation

The curcumin and MC mixtures were prepared as indicated in the previous section. GDL (3 % (w/v))
was gently stirred in MC (501 uM) and curcumin (51 puM) mixtures for 3 min and a 20 mL aliquot was
immediately transferred into the gap of coaxial cylinders (DIN C25) of the Kinexus rheometer (Malvern
Instruments, UK). The sol-gel transition and the development of the gel structure was followed using
0.1% shear strain and 1.0 Hz frequency at controlled temperatures 20 and 35 °C. The time at which the
storage modulus (G’) became greater than 1 Pa was considered as the gelation point. Each test was

performed in duplicate.
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Conclusion

Curcumin interaction with MC was confirmed by fluorescence spectroscopy. From binding constant
calculation, it was shown that higher temperature favored curcumin - MC interactions, as expected for
hydrophobic molecules. X-ray and dynamic light scattering experiments revealed that curcumin did
not modify MC internal and overall structures. MC {-potential remained unchanged after curcumin
addition. Hence, MC can load curcumin without change in their overall structure and charge. The slight
variation in binding constants in the pH range from 7.4 to 5.0 indicated that curcumin should be
conveyed efficiently by MCin these moderate acid conditions. The acid milk gelation was not disturbed
after curcumin addition at 20 and 35 °C. Further investigations should be necessary to understand the
dependence of curcumin release by MC on temperature and pH variations. This would allow improving
the controlled-delivery from MC during gastric and pancreatic digestion phases in order to favor

curcumin and other polyphenols bioavailability in dairy foods.
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3. Contribution de I'article

Le quenching de fluorescence a 344 nm a indiqué que les résidus tryptophane des micelles de caséine
interagissent avec la curcumine. A pH 7,4 et 6,5, la constante de quenching Ksy est évaluée a 18,2 £ 0,2
x 10* et 3 18,8 + 0,9 x 10* M! respectivement, valeurs en corroboration avec celles de la littérature
égales a 11.3 x 10* M? (longueur d’excitation de 280 nm et d’émission de 342 nm) et 8,3 x 10* M
(longueur d’excitation de 295 nm et d’émission de 344 nm), ou 7,2 x 10* M ! (longueur d’excitation de
280 nm et un spectre d’excitation de 300 a 450 nm) 3%, L'interaction non covalente entre la curcumine
et la micelle de caséine pourrait étre décrite comme un équilibre entre les molécules de curcumine
libres et les complexes micelle de caséine-curcumine *°1. La température a été variée car elle influence
le complexe curcumine / micelle puisque des interactions hydrophobes entre les cycles phénoliques
de la curcumine et les résidus d'acides aminés hydrophobes de caséines sont attendues. En outre, il
est bien connu que la température dans une gamme comprise entre 10 et 40 °C influence les
parametres physico-chimiques des micelles de caséine tels que I'équilibre des minéraux et de la

500 || est alors pertinent d'étudier le

caséine soluble, I'nydratation et la taille des particules
comportement du complexe curcumine / micelle entre 20 et 35 °C. L'élévation de la température de
20 a 35 ° C a conduit a une augmentation de la constante de liaison K, d'environ 10 fois de 0,6 a 6,57 x
10* M 1. ’augmentation de la température a favorisé les interactions hydrophobes entre la curcumine
et la micelle de caséine. Dans cette étude, des constantes de liaison supérieures ont été obtenues a 35
°C contre 20 °Cimpliquant des interactions plus fortes entre la curcumine et la micelle de caséine avec

I"augmentation de la température. L’accroissement de I'interaction hydrophobe a été proposé comme

étant le contribuant majeur a I'augmentation des constantes de liaison.

Pour aller plus loin, une caractérisation multi-échelle de la structure de la micelle de caséine en
présence de curcumine a été réalisée par SAXS et par DLS. L'addition de différentes concentrations de
curcumine a la suspension de micelles n'a montré aucune influence sur les profils de diffusion SAXS et

les distributions de taille DLS. Tous les signaux de diffusion et les distributions de taille étaient
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superposés mettant en évidence que les structures interne et externe de la micelle de caséine n'ont
pas été modifiées par I’addition de curcumine contrairement a ce que Shukla et al. (2009) ont décrit
suite a I’addition de d’épigallocatéchine gallate (EGCG)*. En effet, I'addition de ce dernier aux micelles
a conduit a une plus grande intensité diffusée a des angles faibles en raison d'une augmentation de la
densité électronique globale de la micelle de caséine. En outre, la présence de tanins modifie de facon
significative le profil de diffusion a des valeurs élevées de vecteurs d'ondes q. Ceci a été attribué a la
chélation du calcium par I'EGCG qui a entrainé la disparition de I'inflexion a 0,07 A . Nos résultats
n’ont montré aucune modification sensible du signal de diffusion lors de I'addition de curcumine aux
micelles de caséines. Ceci peut étre expliqué par la différence de concentration de biomolécules avec
Shukla et al. (2009) 4! qui est environ 1000 fois plus élevée que la concentration de la curcumine de la
présente étude et que 'EGCG est partiellement soluble dans I’eau contrairement a la curcumine. Plus
récemment, Haratifar et Corredig (2014) ont constaté que jusqu'a 0,08 mg EGCG peuvent étre liés par
mg de protéine de lait 3. De telles concentrations élevées n’ont pas été testées avec la curcumine d{
au fait que la gamme de concentration testée (5-50 uM) a été choisie en relation avec les
concentrations auxquelles elle présente les activités biologiques les plus importantes, issues
notamment d'études de son influence sur des cellules de cancer des os *°* ou sur des cellules

d'ostéosarcome U20S 2%,

Les résultats SAXS et DLS suggerent ainsi que la micelle est capable de véhiculer la curcumine sans

changement de leur structure globale.

La transition sol-gel des micelles de caséines acidifiées et chargées de curcumine a été étudiée par
diffusion multiple de la lumiere et par détermination des modules viscoélastiques. L'addition de
curcumine n'a pas affecté la gélification a 20 °C et a 35 °C. En effet, I'agrégation des particules dans la
phase de pré-gélification a été suivie et le pourcentage de lumiére rétrodiffusée (ABS) égale a 13 % et
20 % a respectivement 20 et 35 °C n'est pas modifié en présence de curcumine. L’ajout de curcumine

n’a pas non plus influencé le pH au point de gel qui est égal a 4,4 ni le temps de gélification qui est égal
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a 145 min. De plus, la force du gel reste identique avec I'ajout de curcumine et atteint 25 Paa 20 °Cet
40 Pa a 35 °C. Avec l'acidification en dessous du pH isoélectrique des caséines, le renforcement des
interactions hydrophobes était attendu comme résultat de la neutralisation de la charge de la protéine

500

et de I'hydratation faible de la micelle de caséine > contrairement a la curcumine qui restent en forme

neutre >,

Ce travail a donc permis de confirmer I'interaction des micelles de caséines avec la curcumine par
spectroscopie de fluorescence. Les expériences de diffusion des rayons X et de diffusion de la lumiere
n’ont révélé aucune modification des structures interne et externe de la micelle par la curcumine. La
gélification acide n'a pas été affectée par I'addition de curcumine au deux températures étudiées (20
et 35 °C). Ainsi, la micelle de caséine est une structure capable d’encapsuler une molécule hydrophobe
telle que la curcumine tout en gardant ses propriétés techno-fonctionnelles notamment son aptitude
a la gélification. Sachant que la curcumine interagit avec les micelles de caséines sans modifier les
propriétés structurales et technofonctionnelles de cette derniére, et que les MC sont les protéines
laitieres de base permettant la formation d’un gel de type yaourt, il serait intéressant d’étudier
I'interaction de la curcumine avec les bactéries lactiques du yaourt pour une éventuelle application

technologique et une production d’un yaourt a valeur ajoutée.

159



Résultats et Discussion

Publication 2: L’étude des interactions de la curcumine avec les
caséines micellaires et I'enveloppe cellulaire des bactéries lactiques et
I’évaluation de I'effet de son ajout sur la formation de gel de type
yaourt.

1. Introduction

Malgré toutes les vertus de la curcumine, sa faible solubilité dans I'eau implique une mauvaise
biodisponibilité aprés consommation par voie orale limitant ainsi son incorporation dans les matrices
alimentaires 3. Pour y faire face, plusieurs méthodes ont été développées avec diverses matrices pour
encapsuler et vectoriser la curcumine. Ces approches reposent principalement sur les liposomes 4, les

6 et les micelles de caséines ~°, Dans l'article précédent,

nanoémulsions 3, les billes d’alginate
I'interaction entre la curcumine et les résidus de tryptophane des micelles de caséines a été démontrée

dans des conditions abiotiques °. Cette interaction n’influencait pas la structure de la micelle ni ses

propriétés technofonctionnelles telle que la gélification.

La curcumine présente de nombreuses propriétés antioxydantes, antiinflammatoires,
anticancéreuses, neuro-protectrices 7%, De plus, ce composé phénolique présente une activité
antibactérienne contre certaines bactéries Gram + et Gram - Y7, Elle inhibe notamment la croissance
ou provoque la mort de nombreuses bactéries telles que Streptococcus sp., Staphylococcus aureus,
Lactobacillus sp., Staphylococcus epidermidis et Enterococcus sp . Cette activité antibactérienne
serait liée a la similarité de structure que présente la curcumine avec celle des enveloppes
bactériennes 2. De plus, la curcumine inhibe la polymérisation de la FtsZ de Bacillus subtilis et

d’Escherichia coli , une protéine impliquée dans la division cellulaire.

En outre, des études ont évalué l'interaction entre les composés phénoliques et les bactéries lactiques
dans les aliments tels que le yaourt. En effet, les extraits de thé vert contenant notamment des
catéchines et de la quercétine ont doublé la croissance des Lactobacillus spp. Et Streptococcus spp. et

ont augmenté I'activité antioxydante du yaourt pendant la fermentation. De plus, I'addition d'extraits
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de pleurotus ostreatus contenant des bioactifs tels que les composés phénoliques a légerement affecté
la croissance des deux bactéries, ce qui a entrainé une diminution significative du temps d'acidification.
Le gel formé présentait une fermeté inférieure qui pouvait étre attribuée a I'augmentation de I'eau
dans le systéme de gel en raison de la diminution de la synérése. Dans une étude antérieure, la
curcumine mélangée avec de la bixine a 0,04% (p / v) utilisée comme colorant alimentaire n'a montré
aucun effet antimicrobien sur Lactobacillus bulgaricus mais a réussi a inhiber la croissance de
Streptococcus thermophilus. Toutes ces études ont généralement porté sur la facon dont la curcumine
pourrait influencer la croissance des bactéries lactiques apres la formation du yaourt sans mettre
I'accent sur les interactions réelles entre la curcumine et Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus. De plus, aucune étude n'a traité I'adsorption de curcumine sur I'enveloppe des bactéries
lactiques du yaourt ni sa répartition entre les deux bactéries et d'autres composants présents dans le

yaourt comme les caséines micellaires

Sachant que la curcumine interagit avec les micelles de caséines sans impacter ses propriétés de
gélification, I'étape suivante serait la prise en compte de ces bactéries lactiques dans le milieu modeéle
étudié. Ainsi, il est nécessaire d’étudier I'interaction de la curcumine avec les bactéries lactiques du
yaourt dans le méme milieu modeéle pour mieux comprendre comment la curcumine pourrait interagir
plus tard dans un milieu plus complexe tel que le yaourt qui pourrait a terme avoir une valeur ajoutée

grace aux polyphénols.

Le but de cet article est d’étudier les interactions curcumine-bactéries lactiques. La microscopie a
épifluorescence a été utilisée pour visualiser qualitativement les interactions entre ces deux
composants puis la fluorescence et le quenching de fluroescence des résidus tryptophane ont été mis
en ceuvre pour aborder quantitativement ces interactions. De plus, le test MATS (microbial adhesion
to solvents) a été employé pour comprendre le réle du caractére « acide-base » de I'enveloppe
bactérienne dans cette interaction. L’activité antibactérienne de la curcumine a été aussi évaluée en

parallele pour déterminer si les concentrations utilisées dans cette étude influencaient la croissance
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des bactéries. Enfin, les propriétés de gélification du lait avec la curcumine ont été étudiées en
présence de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus et Streptococcus thermophilus par diffusion multiple
de la lumiere et par des mesures rhéologiques afin d’évaluer les modifications qui peuvent surgir dans

une matrice complexe dans laquelle protéine, bactérie et bioactif coexistent.
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2. Article: The study of curcumin interaction with micellar casein
and lactic acid bacteria cell envelope.

Article soumis dans LWT (2017)

Aya N. Khanji, * ® Florentin Michaux, ® Dominique Salameh®, Toufic Rizk®, Sylvie Banon?, Jordane

Jasniewski®”

“corresponding author.

Abstract

Curcumin interaction with micellar caseins (MC), Lactobacillus delbrueckii bulgaricus (Lb) and
Streptococcus thermophilus (St) and its influence on the acid gelation were investigated.
Epifluorescence microscopy evidenced the adsorption of curcumin on bacteria surfaces and its transfer
from MC to bacteria. Fluorescence spectroscopy of curcumin and fluorescence quenching of caseins
variations in presence of bacteria and MC were evaluated. The interaction between curcumin and St
and Lb was confirmed due to the decrease of curcumin fluorescence intensity from 1.7 A.Uto 1.20 A.U
and to 1.40 A.U, respectively. The transfer of curcumin between MC and bacteria was confirmed. The
curcumin interacted more with St than with Lb envelope with a fluorescence intensity decrease from
6.20+0.02 A.Ut0 5.20+0.08 A.U and to 4.60 + 0.08 A.U, respectively. It also showed that St was more
hydrophobic than Lb bacterial envelope leading curcumin to interact more with Streptococcus surface.
Curcumin adsorption did not affect Lb and St growth nor its acidification rate of milk. The acid gelation
study led to a typical gel yoghurt-like formation. For the first time, it was demonstrated that curcumin

interacted with lactic bacteria without modifying its growth and milk acidic gelation property.

Keywords

Lactic acid bacteria; Curcumin; Interaction; Fluorescence; Yoghurt
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1. Introduction

The search for a compound with numerous therapeutic properties and almost no side effects on the
human body has made researchers focus their attention on curcumin, a yellow pigment derived from

the rhizome of Curcuma longa and one of the primary ingredients in turmeric and curry powders.

Curcumin is chemically (1E, 6E)-1, 7-bis (4-hydroxy-3- methoxyphenyl) hepta-1, 6-dienne-3, 5- dione.
Its structure consists of two ortho methoxylated phenols linked with a B-di-ketone function, and they
are all conjugated. It has a rigid and electron-rich structure and has pKal, pKa2, and pKa3 values of
respectively 7.8, 8.5, and 9.0, for three acidic protons (Tgnnesen, Masson, & Loftsson, 2002). It has low
water-solubility and its chemical instability lead to a poor oral bioavailability (Ahmed, Li, McClements,
& Xiao, 2012; Fu et al., 2014; Heger, van Golen, Broekgaarden, & Michel, 2013). These limitations could
be overcome by encapsulating it within colloidal delivery systems (McClements, 2012; Patel & Velikov,
2011). Different types of delivery systems have been investigated to enhance curcumin dispersibility
in water and bioavailability including zein particles (Gomez-Estaca, Balaguer, Gavara, & Hernandez-
Munoz, 2012; Pan, Tikekar, Wang, Avena-Bustillos, & Nitin, 2015; Patel, Hu, Tiwari, & Velikov, 2010),
nanoemulsions (Lu, Cao, Ho, & Huang, 2016), alginate beads synthesis (Song, Wang, Qian, Zhang, &
Luo, 2012), liposomes (Niu et al., 2012) and casein micelles (Esmaili et al., 2011; Hassan et al., 2015;
Khanji et al., 2015; Pan, Zhong, & Baek, 2013). In a previous paper, we presented the ability of micellar
casein (MC) to interact with curcumin via its tryptophan residues in abiotic conditions (Khaniji et al.,
2015). The interactions did not influence the structure of the MC nor its technofunctional properties

such as gelation.

Moreover, several preclinical studies showed that curcumin modulates numerous molecular targets
and exerts antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial, anticancer, and neuroprotective
activities(Aggarwal, Kumar, Bharti, & others, 2003; Esatbeyoglu et al., 2012; Grynkiewicz & Slifirski,
2012; Gupta et al., 2011; Indira Priyadarsini, 2013; Wilken, Veena, Wang, & Srivatsan, 2011). In fact, it

has been observed that curcumin possesses antibacterial properties against a number of Gram-
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positive and Gram-negative bacteria (Mishra, Narain, Mishra, & Misra, 2005). It suppresses the growth
of several bacteria like Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, etc. and kills several pathogenic
Gram-positive bacteria such as Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis and Enterococcus that cause infections like skin diseases, pneumonia, meningitis and
urinary tract infections in human beings (Bhavani Shankar & Sreenivasamurthy, 1979; Duvoix et al.,
2005; Hu, Huang, & Chen, 2013). Recently, studies showed that curcumin bioconjugates minimum
inhibitory concentration (MIC) ranges from 0.09 to 0.67 UM against Gram positive cocci as well as Gram
negative bacilli (Singh et al., 2010). This antibacterial activity is due to the structure of the curcumin
similarity with the bacterial cell wall that possesses amino acids and lipids (Singh et al., 2010).
Moreover, it has been demonstrated that curcumin inhibits polymerization of the protein FtsZ, in
Bacillus subtilis and Escherichia coli, an essential cytoskeletal protein for cell division (Kaur, Modi,
Panda, & Roy, 2010). The curcumin ICso value against B. subtilis and E.coli FtsZ was reported as 30 uM
and 58 uM respectively and its MIC to 100 uM for both bacteria (Rai, Singh, Roy, & Panda, 2008; Wang

et al., 2017).

Furthermore, several studies investigated the interaction between phenolic compounds and lactic acid
bacteria in food such as yoghurt. In fact, green tea extracts containing especially catechins and
qguercetin doubled the Lactobacillus spp. and Streptococcus spp. growth and increased the antioxidant
activity of yoghurt during fermentation (Amirdivani & Baba, 2015).Moreover, the addition of pleurotus
ostreatus extract containing bioactives such as phenolic compounds, affected slightly the growth of
both bacteria which lead to a significant decrease of the time of acidification reaching a pH of 4.6
(Pelaes Vital et al., 2015). The formed gel presented a lower firmness that could be attributed to
increased water in the gel system due to the decreased syneresis. In an earlier study, curcumin with
bixin 0.04 % (w/v) used as a food colorant has shown no antimicrobial effect on Lactobacillus
delbrueckii bulgaricus (L.delbrueckii) but has inhibited the growth of Streptococcus thermophilus (S.
thermophilus) (Vinderola, Costa, Regenhardt, & Reinheimer, 2002). All of these studies focused

generally on how curcumin could influence the growth of lactic bacteria after yoghurt formation
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without emphasizing on the real interactions occurring between curcumin and lactic acid bacteria. No
studies have treated curcumin adsorption to L. delbrueckii and S. thermophilus cell envelope nor its

distribution between both bacteria and other components present in yoghurt such as MC.

Knowing that curcumin 0.018 % (w/v) could interact with MC without modifying the technofunctional
properties of the micelle (Khanji et al., 2015) and that our final aim was to be able to produce value-
added yoghurt in which acidification is driven by the presence of lactic acid bacteria, the following step
consisted in taking into account the presence of these living cells in the medium. Thus, it was necessary
to study the interaction between the curcumin 0.018 % (w/v) and the lactic bacteria in the same model
medium to get one step closer in understanding how curcumin might react later on in a more complex

matrix such as a yoghurt.

The aim of this study was to investigate if curcumin 0.018 % (w/v) interacted with L. delbrueckii and S.
thermophilus. Epifluorescence microscopy was employed to visualize qualitatively the interaction
between both lactic acid bacteria and curcumin. To determine these interactions quantitatively, direct
steady state fluorescence and tryptophan quenching were employed to evaluate the extent of
curcumin- L. delbrueckii and curcumin- S. thermophilus interactions. Moreover, microbial adhesion to
solvents test helped in understanding how curcumin interacted with bacteria depending on its cell wall
constitution. Antimicrobial activity of the curcumin against both bacteria was also evaluated. Finally,
the gelation properties of milk were also investigated, in presence of both curcumin, L. delbrueckii and
S. thermophilus, by multiple light scattering and rheological measurements in order to evaluate the
modifications that might occurred in a complex matrix including protein, bacteria and a bioactive

molecule.

2. Material and methods
2.1 Chemical and reagents

The curcumin (= 65 % purity) was obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). The

native-like phosphocasein micelles (MC) used in this study were prepared by milk microfiltration and
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diafiltration using milk ultrafiltrate (Promilk 872 B, Ingredia Dairy Ingredients, Arras, France), prior to
stabilization in the powder form by spray-drying. The powder contained 95 % (w/w) dry solids and, on
a dry weight basis, 87 % total proteins (about 80 % phosphocaseins), 7.3 % minerals, 5 % lactose, and
0.8 % fat. All other chemicals, of analytical grade, were provided by Carlo Erba (Milan, Italy). Skim milk

powder was purchased from Oxoid Microbiology Products-Thermo Scientific (United Kingdom).
2.2. Bacterial strains and culture conditions

Both Lactobacillus delbruekii bulgaricus (DSM 20081) and Streptococcus thermophilus (CNRZ 368) were
maintained in MRS broth supplemented with 20 % (v/v) of glycerol at -20 °C. To prepare bacterial cells
for the experiments, they were activated twice in MRS broth and incubated 48 h at 37 °C and 42 °C for
Lactobacillus and Streptococcus species, respectively. After activation, the cells were harvested by
centrifugation at 4500 g at 4 °C for 15 min, washed three times with physiological sterile water and
resuspended in PBS. Optical density of bacterial cell suspension in PBS was adjusted to a 0.2 value at
600 nm.

Concerning the MC and skimmed milk gelation properties, both rheological and multiple light
scattering measurements were evaluated by using an industrial mix of L. delbrueckii and S.

thermophilus, i.e. Yomix (5 % w/v in milk) purchased from Danisco (France).

2.3. Samples preparation

Stock solutions of curcumin were prepared in ethanol (96 %) at a final concentration of 1.0 mg mL™
and stored protected from light at 4 °C. Phosphate Buffered Saline (PBS) solution (pH 7.4) was prepared
with ultrapure water and contained for one liter: 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na;HPOQ4, 0.24 g KH,PO,.
PBS buffer filtration through a 0.2 um polyethersulfone membrane (Millipore) was performed before
use. Micellar caseins 50 g.L"t were dispersed in PBS buffer (pH 7.4) and stirred overnight at 20 °C in
order to get maximal protein hydration and stabilization. For the rheological and multiple scattering

measurements, skimmed milk containing 10 % (w/w) of dry matter was prepared and sterilized for 5
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min at 120 °C. The use of skimmed milk for rheological measurements instead of MC was essential for

L. delbrueckii and S. thermophilus growth and acidification of the medium.

2.4, Epifluorescence microscopy of L. delbrueckii and S. thermophilus

in presence of curcumin

Live cells were imaged by means of epifluorescence microscopy through a Leica DMRB microscope
(Germany) and with an H3 Micfilter. Image capturing was carried out by a monochrome CCD COHU
camera and was captured at magnification of x 40 and x 100 (with oil immersion) with an ocular

magnitude of x10.

In order to observe how curcumin was dispersed in lactic bacteria suspensions, pure culture in PBS
(final ODgoonm €qualed to 1.0) of L. delbrueckii and S. thermophilus, and a mixture of both were vortexed
for 30 s with curcumin at 5 uM (in ethanol). For each condition, a smear was made by a 50 L calibrated
and sterilized loop on a glass slide. After drying, the sample was observed at a magnification of x 100

(with oil immersion) with an ocular magnitude of x 10.

In order to observe how curcumin can diffuse from MC to bacteria, a mixture of 8.9 uM micellar caseins
in PBS and 5 uM curcumin (in ethanol) was vortexed for 1 min and smeared on a glass slide. Another
smear containing only lactic bacteria suspended in PBS was made on the same slide adjacently so as
to observe the contact zone between the two at a magnification of x 40 and x 100 (with oil immersion)

with an ocular magnitude of x10.

2.5. Fluorescence spectroscopy

The MC quenching was carried out with a FLX spectrofluorimeter (Safas, Monaco) at 20 °C. Quenching
experiments were performed in the following conditions: MC at 8.9 uM in PBS, curcumin at 5 uM in
ethanol and L. delbrueckii and S. thermophilus suspensions at final ODgoonm €qual to 0.2. The emission

spectra were recorded with a quartz cuvette (1 cm path length) from 300 to 450 nm at an excitation
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wavelength of 280 nm. Slit widths were 5 nm for both excitation and emission. Ethanolic curcumin

solution and bacteria suspensions free from MC were used as controls.

To be able to determine the influence of L. delbrueckii and S. thermophilus addition on MC quenching,
curcumin solutions (5 UM in ethanol) and MC dispersions (8.9 uM in PBS) were vigorously mixed for 2
min in a 5 mL-glass tube, then the bacteria (final ODgoonm = 0.2) was added. The mixture was also
vigorously mixed for 2 min and was transferred into quartz cuvette for analysis. The same experiment
was reiterated with a different addition order: curcumin was first added to bacteria then MC

suspension was added.

Each experiment was performed in triplicate and fluorescence intensity was normalized with a 100 %

intensity for MC control at 344 nm.

Curcumin fluorescence was measured at 5 uM in the presence of 8.9 uM MC concentration and an
optical density at 600 nm of L. delbrueckii or S. thermophilus of 0.2. The emission spectra were
recorded from 450 to 700 nm with an excitation wavelength of 420 nm. The slit widths used for
curcumin fluorescence were 3 and 5 nm for excitation and emission, respectively. MC suspensions and

bacteria solutions without curcumin were used as controls.

2.6. Microbial Adhesion To Solvents (MATS)

This partitioning method was based on the comparison between microbial cell affinity to a monopolar
solvent and an apolar solvent. The monopolar solvent can be acidic (electron accepting) or basic
(electron donating) but both solvents must have similar Van der Waals surface tension components.
On this basis, to determine acidic and basic properties of microbial cells using the MATS method, the
following pairs of solvents have been selected (Oss, Chaudhury, & Good, 1989; Snyder, 1974; Vernhet

& Bellon-Fontaine, 1995):
¢ chloroform, an acidic solvent which exhibits negligible basic character when pure , and hexadecane;

¢ diethyl ether, a strongly basic solvent, and hexane;
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¢ ethyl acetate, a strongly basic solvent, and decane.

Hexadecane, hexane and decane are apolar n- alkanes. All solvents employed in this study were

obtained from Sigma and were analytical grade.

Experimentally, a suspension containing approximately 108 cfu.mL? (optical density of 0.5 at 600 hm
for both L. delbrueckii and S. thermophilus) in 1.2 mL PBS (pH 7.4) was mixed for 90 s with 0.2 mL of
each solvent. The mixtures were allowed to stand for 15 min to ensure complete separation of the two
phases before a sample (1 ml) was carefully removed from the aqueous phases and the optical

densities were measured at 600 nm. The percentage of bound cells was subsequently calculated by
% adherence = (1 — A/Ao) x 100 (Equation 1)

where Ao was the optical density measured at 600 nm of the bacterial suspension before mixing and

A was the absorbance after mixing.

2.7. Antibacterial activity of curcumin and encapsulated curcumin

The MRS medium was inoculated with the target strain L. delbrueckii or S. thermophilus in order to
have an optical density of 0.01 (A = 600 nm). Then a volume of 12 mL of medium containing the bacteria
was deposited in a Petri dish and placed at 4 °C for 30 min. A hole with a diameter of 5 mm was punched
aseptically with a sterile borer or a tip, within the solidified MRS agar and 25 pL of the curcumin in
ethanol at 2 mM, encapsulated curcumin in MC with a concentration of 5 uM (for 8.9 uM of MC) and
ethanol (negative control) were introduced into different wells. Then agar plates were incubated at 4
°C overnight to allow to the antimicrobial agent to diffuse in the agar medium, then incubated at 37 °C
for L. delbrueckii or 42 °C for S. thermophilus, respectively, to verify the inhibitory activity on the growth

of the tested strains.

2.8. Multiple light scattering for milk gelation

The aggregation of particle dispersions in skimmed milk after Yomix addition (5 % w/v) was followed

by multiple light scattering measurements using a Turbiscan Classic MA2000 apparatus (Formulaction,
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France) using a pulsed near-infrared light source (A = 850 nm. The final concentration of curcumin
equaled to 5 uM and the final concentration of ethanol in skimmed milk did not exceed 2 % (v/v).
Measurements of the backscattered intensities all along the sample have then been performed upon
time. One scan was recorded every 5 min after Yomix addition (t0). The first scan recorded at t0 was
subtracted from the following scans in order to highlight the system evolution with time using Turbisoft
software. Then, the relative percentage of backscattered intensity (ABS) upon sample height was
reported. The evolution of the average backscattered intensity with time has also been plotted using
this software. The entire Turbiscan device was placed in an oven to perform the measurements at 42

°C, the corresponding optimal temperature for both bacteria to grow and acidify the medium.

2.9. Viscoelastic measurements of acid milk gelation

The influence of acidification on curcumin—MC interactions was investigated under kinetic conditions
at 42 °C. Yomix (5 % (w/v)) was gently stirred in skimmed milk (10 % w/w dry matter). Curcumin (5 pM)
was added and the mixture was gently stirred for 3 min. Controls were evaluated by adding Yomix to
an Ethanol-MC mixture with the same ratio and at the same temperature. 20 mL of milk-Yomix-
curcumin and milk-Yomix control aliquots were immediately transferred into the gap of coaxial
cylinders (DIN C25) of the Kinexus rheometer (Malvern Instruments, UK).The sol-gel transition and the
development of the gel structure were followed using 0.1 % shear strain and 1.0 Hz frequency at
controlled temperature of 42 °C. The time at which the storage modulus (G’) became greater than 1
Pa was considered as the gelation point. Each test was performed in duplicate. All the results were

analyzed using ANOVA (Excel Microsoft) with a model including one effect (presence of curcumin).
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3. Results and discussion

3.1. Epifluorescence microscopy observation of L. delbrueckii and S.

thermophilus in presence of curcumin

The interactions between urcumin and L. delbrueckii and S. thermophilus were observed via
epifluorescence microscopy (Fig.1). No fluorescence was observed when L. delbrueckii (Fig 1C) or S.
thermophilus (Fig.1.D) were added to a glass slide without curcumin. They were considered as negative
controls. When curcumin was added to L. delbrueckii or S. thermophilus, fluorescence of curcumin on
L. delbrueckii (Fig.1.A;-As) and S. thermophilus (Fig.1. B,-Bs) was detected. The curcumin fluorescence
on these bacteria confirmed that both components interact, knowing that no fluorescence was
observed when curcumin was in the media alone. This result corroborated with a previous study where

no fluorescence was detected when curcumin was alone in the media (Khanji et al., 2015).

The interaction between curcumin and L. delbrueckii and S. thermophilus was qualitatively confirmed
via epifluorescence. It was important to determine quantitatively this interaction via fluorescence and

guenching spectroscopy in presence of micellar caseins.
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Figure 1. Epifluorescence images of Lactobacillus delbrueckii bulgaricus and Streptococcus thermophilus at a
magnitude of x40 (Az- Az- Bi- Bz - Ci- C2- D1- D3) and x100 (As3-B3-C3-Ds). Lactobacillus delbrueckii bulgaricus with
curcumin (A) and without curcumin (C) under white light (A1-C1) and fluorescent light (A2-Az-C2—Cs). Streptococcus
thermophilus with curcumin (B) and without curcumin (D) under white light (Bi-D1) and fluorescent light (B2-Bs-
D>-D3).
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3.2. Study of MC-bacteria, curcumin-bacteria and MC-bacteria-

Curcumin interactions via fluorescence

The interactions between MC and L. delbrueckii and S. thermophilus were first investigated using
fluorescence properties of MC (Fig.2). The interactions observed in Fig.2 are correlated with a
hypothetic scheme in Fig.4.

When L. delbrueckii or S. thermophilus was added to MC suspensions, fluorescence quenching at 344
nm occurred, indeed the fluorescence intensity decreased from 6.20 + 0.02 A.U (Arbitrary Units) (100
%) to 4.60 + 0.08 A.U (74 %) for L. delbrueckii (Fig2.A) and from 6.20 + 0.02 A.U (100 %) to 5.20 + 0.08
A.U for S. thermophilus (84 %)(Fig2.C). When the mixture was centrifuged and the fluorescence of the
supernatant was measured (Fig2.B-D), the fluorescence intensity of MC and MC-bacteria was not
strongly different: 6.20 A.U £ 0.02 (100%) against 5.80 + 0.10 A.U for L. delbrueckii (94 %) and against
6.70 £ 0.10 A.U (108 %) for S. thermophilus. This could be explained by a slight turbidity caused by L.

delbrueckii and S. thermophilus addition at a final OD of 0.2.
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Figure 2. Fluorescence quenching of 8.9 uM casein micelles for an emission spectra going from 300 to 450 nm at (Aexc
=280 nm) with a 5 uM curcumin concentration and an optical density at 600 nm of Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus (A-B) and Streptococcus thermophilus of 0.2 (C-D). (A.C).Before centrifugation (B.D). After centrifugation.
The fluorescence intensity has been expressed in percentage of the control (IF MC = 100 %)

Fluorescence quenching was also evaluated at 344 nm when L. delbrueckii or S. thermophilus was
added to the mixture of MC and curcumin. The quenching observed was a quenching reflecting the
interactions of curcumin with MC, curcumin with bacteria, MC with bacteria and finally the interactions
between the three components altogether. The fluorescence intensity of MC-curcumin was evaluated
to 3.40 £ 0.02 A.U (55 %) before and after centrifugation and is illustrated by (Fig.4.A.1). On the other
hand, the fluorescence intensity noted when L. delbrueckii or S. thermophilus were added to MC-
curcumin was 3.60 £ 0.01 A.U (58 %) for L. delbrueckii and 3.80 + 0.10 (61 %) for S. thermophilus before

centrifugation. The presence of bacteria led to a lower quenching of MCillustrated by (Fig.4.A.2). When
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the mixture was centrifuged and bacteria were eliminated, the fluorescence intensity of the
supernatant regained 4.90 + 0.07 A.U (79 %) for L. delbrueckii and 5.40 + 0.03 A.U (87 %) for S.
thermophilus which was higher than the fluorescence of MC-Curcumin alone. This could confirm that
lower quenching was due to bacteria presence and that the interactions of bacteria-Curcumin were
stronger then MC-Curcumin. Thus, curcumin transferred from MC to bacteria cell envelope. This
transfer is illustrated in (Fig.4.A.3) and was correlated with the yellow pellets corresponding to L.
delbrueckii and S. thermophilus with curcumin adsorbed to its cell envelope. This hypothesis was
confirmed when the order of addition was modified. When curcumin was first added to bacteria then
MC was added, the fluorescence intensity decreased to 3.90 + 0.03 A.U (63%) for L. delbrueckii and
4.40 £ 0.08 A.U (70 %) for S. thermophilus before centrifugation. This quenching before centrifugation
confirmed that curcumin interacted with bacteria and is shown in (Fig.4.B.2) and (Fig.4.C.2). We
noticed that the quenching was less pronounced in this order of addition. This could be explained by a
steric hindrance that could limit interactions of MC with a curcumin-charged bacteria. When the
mixture was centrifuged and L. delbrueckii or S. thermophilus eliminated, the fluorescence intensity
was back to 4.90 + 0.08 A.U (80 %) for L. delbrueckii and 5.40 + 0.01 A.U (87 %) for S. thermophilus
which showed that curcumin molecules were transferred from MC to bacteria (Fig.4.B.3-Fig.4.C.3). And
so, when curcumin was added to the medium, a certain equilibrium was installed: curcumin interacted

with MC and L. delbrueckii and S. thermophilus with an adsorption preference to bacteria surfaces.

The interactions between curcumin and L. delbrueckii and S. thermophilus were investigated also from
curcumin fluorescence. The intrinsic fluorescence emission spectra of 5 UM curcumin (Aexc = 420 nm)
at a concentration of 8.9 uM of MC and an optical density at 600 nm of L. delbrueckii and S.

thermophilus of 0.2 is presented in Figure 3.
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Figure 3. Intrinsic fluorescence emission spectra of 5 uM curcumin in presence of 8.9 uM of MC and an optical density of
0.2 of LAB. (A). Lactobacillus bulgaricus (B) Streptococcus thermophilus. (BC): Before centrifugation (AC): After

centrifugation. All data were noted with a standard deviation of 5 %.

The maximum fluorescence intensity of curcumin in presence of MC was 1.70 A.U at A =492 nm and
was considered as the reference. When bacteria was added to the MC-Curcumin mixture, the
fluorescence intensity decreased to 1.50 A.U before centrifugation. This slight variation could be
attributed to the transfer of curcumin from MC to the bacteria. In fact, when curcumin leaves MC, it
passes through the medium to reach bacteria cell envelope. During this time, curcumin is alone in the
medium and does not fluoresce. This is correlated with the slight decrease of fluorescene intensity
when bacteria is added. The result was also corroborated with results shown in Fig.4.A.2. Moreover,
after centrifugation and when bacteria were eliminated, the fluorescence intensity decreased to 1.20
A.U for L. delbrueckii and 1.40 A.U for S. thermophilus. This decrease suggested that curcumin
interacted with bacteria and that curcumin-charged bacteria were eliminated via centrifugation. In
fact, after centrifugation, the pellet containing bacteria was yellow confirming the fact that curcumin
interacted with bacteria and was centrifuged with it. This was in corroboration with the results
presented in Fig.4.A.3. Curcumin fluorescence was expected to be more important for S. thermophilus
than for L.delbrueckii. And so, it is important to note that the signal for both bacteria was similar

possibly because of a curcumin saturation.

177



Résultats et Discussion

All of these quenching and fluorescence intensity data led to a suggested interaction summary sketch

that is represented in Figure 4.
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Figure 4. Hypothesis for the interaction appearing between Curcumin and LAB. The pink circles represent the micellar casein that should
be normally smaller than the Lactobacillus delbureckii bugaricus (purple bacilli) and Streptococcus thermophilus (purple cocci). Size of
the both bacteria was lowered to be able to visualize the interactions with curcumin (yellow diamonds). A, B and C show different
pathways depending of the order of addition of the components. Step1 represents the first contact between the first two components.
Step 2 represents the addition of the third component before centrifugation. Step 3 represents the final equilibrium between the three
components after centrifugation. The black dotted arrows represent an increase or decrease of fluorescence and quenching. The black

dashed arrow represent the transfer of curcumin from MC to bacteria cell envelope.

3.3. Epifluroescence microscopy observation of curcumin distribution

between L. delbrueckii and S. thermophilus

The fluorescence spectroscopy revealed different fluorescence intensities relative to each bacteria. To
visualize how curcumin interacted with both bacteria in the same medium, a mixture of S thermophilus
and L. delbrueckii with an optical density of 1 at 600 nm each and curcumin at 5 uM was vortexed for

30 s and observed via epifluorescence microscopy (Figure 5).
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Figure 5. Epifluorescence image illustrating curcumin interaction with both Lactobacillus delbruckii bulgaricus and

Streptococcus thermophilus at a magnitude of x100.

The epifluorescence image clearly showed higher fluorescence intensity with S. thermophilus and
L.delbrueckii. This qualitative result correlated with the results obtained by fluorescence spectroscopy
previously.

To understand why curcumin interacted more with S. thermophilus then with L.delbrueckii, a microbial

adhesion to solvents MATS test has been performed.
1.1.1 3.4. Microbial Adhesion To Solvents (MATS)

The MATS test is a simple and rapid method to study the physico-chemical properties of
microorganisms including their hydrophobicity and Lewis acid—base or electron acceptor/electron

donor character (Figure 6) (Bellon-Fontaine, Rault, & Van Oss, 1996).
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Figure 6.Adhesion of Lactobacillus delbrueckii bulgaricus and Streptococcus thermophilus in phosphate buffer to

various solvent-water interfaces.

Figure 6 presents the adhesion of L. delbrueckii and S thermophilus to various solvent-water interfaces.
Both strains displayed maximal affinity for acidic solvent (chloroform) 30 + 2 % for L. delbrueckii and
84 + 2 % for S thermophilus, and a lower affinity for the basic solvent (ethyl acetate: 16 + 2 % for L.
delbrueckii and 17 £ 1 % for S thermophilus and diethyl ether: 10 + 1 % for L. delbrueckii and 20 + 2 %
for S thermophilus). Adhesion of both strains to chloroform was higher than the adhesion to
hexadecane (30 + 2 % against 4 £ 1 % for L.delbrueckii, respectively, and 84 + 2 % against 6 + 2 % for S
thermophilus, respectively), two solvents with similar Van der Waals properties. These results
demonstrated that both microbial surfaces were strongly electron donating (ie. Basic) and weakly
electron accepting (i.e. acidic) specifically S thermophilus that showed a very high affinity to
chloroform. The basic character, implicated in Lewis intercations, could be attributed to the presence
of carboxylic groups, attributed to lipoteichoic acids, on the microbial surface (Bellon-Fontaine et al.,
1996). MATS applied to characterization of both strains has also shown differences of behavior
between both bacteria: S thermophilus appeared to be more solvent-dependent than L. delbrueckii
and the percentage of cells adhering to various solvent interfaces was generally lower for L. delbrueckii

than for S thermophilus, indicating a difference in surface properties of these bacteria. The microbial
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adhesion of S thermophilus to n-alkanes was much higher than the microbial adhesion of L. delbrueckii
indicating that the Van der Waals property was higher for S thermophilus then for L. delbrueckii and
that S thermophilus possessed a more hydrophobic microbial surface than L. delbrueckii (Vinderola et
al., 2002). Curcumin, a hydrophobic bioactive, would then interact preferentially with S thermophilus
than with. L. delbrueckii These MATS results were in accordance with the higher interaction between
curcumin and S thermophilus than curcumin with L. delbrueckii observed in fluorescence and

guenching experiments but also with epifluorescence microscopy images.

3.5. Microscopic observation of curcumin transfer from MC to both

lactic acid bacteria

The fluorescence spectroscopy results also suggested that curcumin could transfer from MC to bacteria
cell envelope. Thus, curcumin added to MC suspension was put in contact adjacently with L. delbrueckii

and with S thermophilus on a smear and observed via epifluorescence microscopy (Fig.7)
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Figure 7. Epifluorescence image illustrating A. Lactobacillus delbrueckii bulgaricus B-E. Drop of casein-curcumin dispersion
C. The contact zone between MC-Curcumin and Lactobacillus delbrueckii bulgaricus. Streptococcus thermophilus. F. The
contact zone between MC-Curcumin and Streptococcus thermophilus. All images were observed at a magnitude of x100.
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When L. delbrueckii or S thermophilus were added and observed, no fluorescence was detected (Fig
7.A-D). A drop of MC-Curcumin dispersion was added adjacently to the glass slide; the smear
corresponding to MC-Curcumin showed fluorescence (Fig.7.B-F) and progressively L. delbrueckii and
with S thermophilus began to fluoresce and to appear (Fig.7.C-F) illustrating the curcumin transferred
from MC to L. delbrueckii and with S thermophilus. Overall, when bacteria was in the same medium
with MC doped with curcumin, the curcumin transferred from MC to bacteria cell envelope. Knowing
that curcumin has a partition coefficient between water and octanol of 3.9 (Kw,= 3.29) (Réglement
(CE) No. 1907/2006, 2013), this biomolecule has a tendency to interact with hydrophobic surfaces. And
so, in presence of numerous hydrophobic entities, curcumin parted between them depending on the
relative hydrophobic constituents of their membrane.

Knowing that curcumin interacts with L. delbrueckii and with S thermophilus and that both bacteria are
responsible of the acidification of the medium to obtain a yoghurt, it was important to see if curcumin

inhibited the growth of L. delbrueckii and S thermophilus.

3.6. Antimicrobial activity of curcumin against L. delbrueckii and with S

thermophilus

The antimicrobial effect of curcumin in ethanol and encapsulated curcumin was investigated by agar
well diffusion method. The antimicrobial tests of curcumin activity whether it was in ethanol or
encapsulated in MC at 5 uM show no inhibition halos neither for L. delbrueckii nor S thermophilus. And
so, when curcumin was added to the media at these concentrations it did not influence the growth of
L. delbrueckii and S thermophilus. This could be correlated with the CMI against bacteria pathogens
that were 20 times higher (Rai et al., 2008).

Knowing that curcumin did not inhibit the growth of both bacteria, it was interesting to see if it has an

influence on their acidification property when added to milk.
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3.7. Influence of curcumin addition on the sol—gel transition measured

by multiple static light scattering and rheological measurements

The sol—gel transition of milk (control) and curcumin-doped milk samples acidified with Yomix
containing both L. delbrueckii and S thermophilus at 42 °C was followed by the evolution of the relative
back scattered intensity (ABS) all along the sample height every 5 min after Yomix addition and by the
evolution of the elastic modulus (G’) obtained via rheological measurements. After 1333 min
corresponding to 22 h and 20 min, the pH of both media reached 4.1.

The gelation point occurred when the value of the elastic modulus G’ was greater than 1 Pa. The
gelation point and the final values of G’ and ABS are noted in Table 1.

Tableau 12. Average values of gelation time, elastic and viscous modulus and backscattering percentage of both

milk control and milk doped with curcumin, acidified by Yomix at 42 °C

Samples Gelation time (min) Elastic modulus (Pa) ABS (%)
Milk-Yomix control 347 +2 82+4 27+1
Milk-Yomix-Curcumin 3574 84+3 571

Curcumin addition did not affect the gelation occurring between 347 £ 2 min and 357 £ 4 min after
Yomix addition. At the final gelation time, the curcumin-doped milk seemed to present a similar elastic
modulus 84.20 + 3.00 Pa against 82.37 + 4.00 Pa. The ABS percentage for MC-Curcumin is 5.7 + 1.0 %
against 2.7 £ 1.0 % for milk control. The elastic modulus of supplemented yoghurt could be explained
by a microstructural protein rearrangement and a reduced syneresis susceptibility making

supplemented yoghurt firmer and more stable later on during storage (Amirdivani & Baba, 2015).

4. Conclusion

Curcumin interactions with L. delbrueckii and with S thermophilus were confirmed by epifluorescence
microscopy and fluorescence spectroscopy. Both revealed that whether curcumin was added to L.

delbrueckii and S thermophilus in phosphate buffer or added to MC suspensions, curcumin interacted
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with both bacteria. Nevertheless, in presence of MC, curcumin removed from the tryptophan domains
of MC and transferred to bacteria cell envelopes. Curcumin was found to interact more with S
thermophilus than with L. delbrueckii which was explained by the hydrophobicity of the bacterial
envelopes via MATS. In fact, S thermophilus had a more hydrophobic envelope than L. delbrueckii and
thus interacted more with curcumin. The antimicrobial activity of curcumin against both bacteria was
also studied; at the concentration used curcumin did not inhibit the growth of L. delbrueckii nor the
growth of S. thermophilus. Furthermore, curcumin addition did not perturb the acidification properties
of L. delbrueckii and S. thermophilus and did not modify the gelation properties when added to milk
containing Yomix. Further investigations should be necessary to understand how curcumin interacted
in presence of MC, lactic acid bacteria combined to other constituents of milk such as whey proteins

and fats and to study curcumin’s quantitative partition in a complex medium.
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3. Contribution de l'article

L'observation de Lactobacillus bulgaricus et de Streptococcus thermophilus en contact avec la
curcumine par microscopie a fluorescence a permis de visualiser I'interaction de ces bactéries avec le
bioactif. En effet, quand la curcumine était seule, elle ne fluorescait pas. Des que I'une des deux
bactéries fut ajoutée, le bioactif a fluorescé et les bactéries sur lesquelles la curcumine est adsorbée

ont été visualisées.

Cette interaction a été confirmée par les mesures de fluorescence et de quenching de fluorescence
des résidus tryptophane des micelles de caséines. Premiérement, il a été démontré que les bactéries
lactiques interagissaient avec la curcumine en présence de micelles de caséines : l'intensité de
fluorescence diminuait en présence de bactéries lactiques reflétant ainsi le quenching. De plus, une
fois la curcumine ajoutée a la suspension bactérienne et le mélange centrifugé, l'intensité de
fluorescence du surnageant diminuait car la curcumine adsorbée sur les bactéries lactiques du yaourt
culotait avec elles, confirmant encore l'interaction entre la curcumine et les bactéries étudiées. Il s’est
avéré que lorsque les bactéries étaient ajoutées dans un milieu contenant de la curcumine
préalablement mise en contact avec les micelles de caséines, la curcumine se désorbait des micelles
pour s’adsorber sur les enveloppes bactériennes. Ce partage du bioactif entre Lactobacillus et
Streptococcus était souche-dépendant. En effet, les valeurs d’intensité de fluorescence aprés
centrifugation du mélange des 3 composants étaient différentes suivant la souche
bactérienne étudiée. L'intensité de fluorescence du surnageant apres I'élimination des Lactobacillus
augmentait de 57 % a 78 % alors qu’elle augmentait de 63 % a 93 % avec Streptococcus. Ces résultats
suggéraient que la curcumine interagissait davantage avec Streptococcus qu’avec Lactobacillus. Cette
différence d’interaction a été mise en corrélation avec les observations réalisées en microscopie a
épifluorescence dans lesquelles la curcumine s’adsorbait qualitativement plus sur Streptococcus

thermophilus que sur Lactobacillus bulgaricus en mélange.
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Le test MATS a permis de mieux comprendre les interactions entre la curcumine et chaque souche
bactérienne. En effet, Streptococcus thermophilus posseéde une enveloppe bactérienne plus
hydrophobe comparée a celle de Lactobacillus bulgaricus favorisant ainsi I’adsorption de la curcumine,

un composé hydrophobe.

Puisque la curcumine interagissait avec les bactéries lactiques du yaourt et cette interaction étant
souche dépendante, I'activité inhibitrice de la curcumine a aussi été déterminée sur les deux bactéries.
Avec une concentration en curcumine utilisée de 5 uM, aucune activité inhibitrice n’a été détectée.
Malgré I'absence d’inhibition, il était primordial de vérifier que les propriétés technologiques des
souches du yaourt, a savoir l'acidification du lait aboutissant a sa gélification, en présence de

curcumine n’étaient pas altérées.

Les mesures rhéologiques et de turbidimétrie ont démontré que la curcumine n’influencait pas la
production d’acide lactique permettant la gélification du lait. Le gel lactique en présence de curcumine,

était, mise a part la couleur jaune, identique en tous points (point de gel et fermeté) au gel témoin.

Cet article a permis de démontrer que la curcumine interagissait avec les bactéries lactiques du yaourt
sans les inhiber ni modifier leur activité d’acidification. Il a été aussi montré que la curcumine en
présence de micelles de caséines et de bactéries lactiques tend a se partager entre les trois partenaires.
Cependant, la curcumine s’adsorberait davantage sur I'enveloppe bactérienne de Streptococcus
thermophilus que sur celle de Lactobacillus bulgaricus en raison de I’hydrophobie plus importante de
I’enveloppe de Streptococcus. Enfin, I'ajout de curcumine dans un milieu modéle conduisant a un gel
lactique de type-yaourt n’a pas influencé I'activité bactérienne d’acidification ni la formation du gel.
Enfin, il serait judicieux d’étudier les différences de comportement de la curcumine vis-a-vis de
I"'ultrastructure des enveloppes bactériennes pour expliquer la différence d’affinité pour la curcumine

des deux souches, voire de localiser le composé phénolique dans/sur ces derniéres.
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Publication 3: La production d’une poudre de micelles de caséines
dopées en curcumine par atomisation: approches structurales et
fonctionnelles

1. Introduction

En industrie agroalimentaire, I'encapsulation de molécules bioactives tels que les vitamines, les w-3,
les enzymes ou les antioxydants 34035 dans des matrices a base de lipides (liposomes, émulsions),
de polysaccharides (billes d’alginate, gomme d’acacia) ou de protéines (protéines de soja ou de zéine,
protéines laitieres telles que les protéines sériques et les caséines) est tres utilisée. En effet,
I'encapsulation permet de protéger les bioactifs des problemes d'instabilité dus a des fluctuations de
pH et de température, des dégradations causées par les enzymes ou par I'oxygéne et la lumiére 34102,
Le choix de la matrice d’encapsulation est donc primordial pour la protection du bioactif et elle dépend
des propriétés de ce dernier telles que sa solubilité dans les solutions aqueuses et son hydrophobie

mais aussi en fonction de la méthode d’encapsulation et des caractéristiques du produit final.

Les protéines laitieres sont des matrices d’encapsulation tres utilisées en industrie agroalimentaire

pour leurs propriétés nutritionnelles, structurales et fonctionnelles 2°!

. Les caséines, protéines
majeures du lait, sont qualifiées de GRAS et possedent d’excellentes propriétés d’émulsification leur
permettant de former des micro- et nano-capsules. Elles présentent aussi une forte valeur
nutritionnelle ainsi qu’une importante capacité de protection et de relargage controlé de bioactifs

encapsulés 251472505

. Les caséines se présentent sous forme de micelles formées de domaines
hydrophiles et hydrophobes qui interagissent avec des bioactifs tels que la curcumine. Ces micelles
sont des particules colloidales de 100 nm de rayon formées par des interactions établies entre 100
molécules de caséines environ avec 800 nanoclusters de phosphate de calcium amorphe ¢, La stabilité
de ces micelles face au traitement thermique et au séchage est remarquable et leur conféere un atout
important pour leur utilisation en tant que matrice d’encapsulation. De plus, les micelles de caséines

peuvent interagir entre elles pour former un gel en conditions acides #7308 | es micelles ont déja

été utilisées en tant que matrices d’encapsulation de la vitamine D, et D3, du B-carotene, des w-3, des
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catéchines, de la curcumine etc. 3283%9367,382495509.510 | ayr propriété de gélification est un grand
avantage par rapport aux autres matrices d’encapsulation notamment d'un point de vue

technologique.

Dans un article précédent, l'interaction entre la curcumine et les micelles de caséines via les résidus
tryptophane a été démontrée dans des conditions abiotiques #’°. Cette interaction n’a pas influencé la
structure de la micelle ni ses propriétés technofonctionnelles telle que son aptitude a la gélification.
Comme présenté précédemment, malgré les diverses activités biologiques qu’offre la curcumine, elle
reste trés hydrophobe et insoluble dans les solutions aqueuses limitant ainsi son incorporation dans
les aliments °2. Son encapsulation est donc une véritable solution pour sa protection et sa vectorisation
511-514 Dans I'article précédent, les micelles de caséines ont été utilisées pour I'encapsulation de ce
bioactif. Cependant, I'ajout de la curcumine se fait a partir d’'une solution mére a base d’éthanol ou la
curcumine n’est pas trés stable et peut rapidement se dégrader et s’oxyder surtout lors des étapes de
formulations alimentaires et de procédés de fabrication du produit fini #’°, Cette voie de solubilisation
du polyphénol dans un alcool n'est donc pas totalement viable pour une application alimentaire. Une
autre voie consisterait a utiliser un ingrédient déja enrichi en curcumine pouvant facilement étre
incorporé dans une formulation. Cet ingrédient devra protéger I'activité de I'actif lors du stockage et

des procédés de formulation.

Les protéines laitiéres sont largement utilisées en formulation alimentaire sous forme de poudre. Cet
état est préféré a des dispersions aqueuses notamment afin d'améliorer leur préservation durant le
stockage et le transport. La plupart des poudres alimentaires sont produites par atomisation ou spray
drying, procédé a faible colt et permettant une production continue et une industrialisation
relativement facile *%°. C’est également une technique efficace pour la protection des ingrédients
contre la dégradation, les pertes volatiles et les interactions précoces avec d’autres ingrédients 3°%,

Récemment, Liu et al., (2015) ont ainsi démontré que I'encapsulation de la curcumine dans les

protéines sériques du lait WPl par atomisation permet la préservation de I’activité antioxydante de la
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curcumine 3%, Fournir des poudres de caséines micellaires enrichies en curcumine serait utile pour une
meilleure protection de la curcumine et un transport plus facile. A notre connaissance, la production
d’'une poudre de caséines micellaires dopées en curcumine par atomisation tout en préservant

I’activité antioxydante du bioactif n’a pas été encore étudiée.

Le but de ce travail concerne en premier lieu la production d’'une poudre de micelles de caséines
dopées en curcumine par atomisation. La poudre dopée obtenue est par la suite caractérisée et
I'influence de la présence de la curcumine sur ses différentes propriétés physicochimiques telles que
sa couleur, ses propriétés de sorption d'eau ainsi que la structure micellaire est évaluée. L’activité
antioxydante de la curcumine encapsulée est déterminée par les tests ABTS et FRAP et comparée a la
curcumine en tampon phosphate et a la curcumine encapsulée dans les micelles avant atomisation.
Enfin, I'effet de la présence de la curcumine au sein des micelles de caséines et l'influence de la
production de poudre dopée sur les propriétés technofonctionnelles des micelles sera étudié par le

suivi de la réhydratation de la poudre et de la gélification acide.
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2. Article: Structure, gelation, and antioxidant properties of
curcumin-doped casein micelle powder produced by spray-

drying

Article soumis dans Food Function (2017)
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Highlights

Curcumin-doped micellar casein yellow powder was obtained by spray-drying.
Curcumin addition did not modify micellar casein structural and functional properties.

Curcumin antioxidant activity was preserved under curcumin-doped micellar casein powder.

Abstract

The encapsulation of curcumin in micellar caseins (MC) and the production of powder was done by
spray-drying. Nearly 97 % curcumin was retained and the yellow powder showed typical high casein
powder morphology. The hygroscopic properties were determined, slight differences reflected less
available hydrophobic sites when curcumin was bound to casein, favoring interactions with water in
curcumin-enriched MC powders. No difference was detected on the internal MC structure via SAXS.

Antioxidant activity of doped-curcumin powder presented 88 % of active curcumin. During 60 days at
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40 °C storage, the antioxidant activity of curcumin measured by ABTS and FRAP was preserved with a
percentage of 82 + 2.0 % and 84 + 1.1 %, respectively. Curcumin doped powders presented similar
features to classical casein powders (rehydration and gelling abilities). It was demonstrated that
curcumin encapsulation in MC under its powder form helped in protecting its antioxidant activity
without influencing the techno-functional properties of MC. This study allowed the incorporation of
curcumin via the MC matrix as an active food ingredient available in a powder state usable as classical

milk powder in several food formulations.

Keywords

Micellar casein, Bioactive, Curcumin, Spray-drying, Powder, Antioxidant

1. Introduction

In the food industry, encapsulation is used to deliver a wide range of bioactives such as vitamins,

enzymes, antioxidants and w-3 fatty acids 12

within small capsules or particles made of lipids
(emulsions, liposomes), polysaccharides (alginate, gum beads) or proteins (milk proteins such as whey
or caseins, zein or soybean proteins). Encapsulation protects the bioactives from stability problems
induced by pH and temperature fluctuations, enzymatic degradations and oxidative stress 2. An
important step in the encapsulation process is the selection of a suitable matrix dependently from the

bioactive ingredients properties such as its solubility in water, its sensitivity to oxygen or light, desired

characteristics of final products and encapsulation methods.

Milk proteins are natural vehicles for bioactives that are widely used in the food industry for their
nutritional and functional properties 3. Caseins, the major milk proteins, are Generally Recognized as
Safe (GRAS) and have excellent emulsifying properties allowing them to form micro- and nano-
capsules. They also present mild flavor and high nutritional value, along with various shielding
capabilities, essential for protecting sensitive payload and controlling bioaccessibility of the bioactive
compounds >4 In milk, caseins are under the form of micelles (micellar caseins or MC) made of

hydrophilic and hydrophobic domains that are able to interact with various actives. MC consists in

196



Résultats et Discussion

colloidal particles of around 100 nm radius built by interactions between about 100 casein molecules
and 800 nanoclusters of amorphous calcium phosphate °. The outstanding stability of caseins and
casein micelles during heating, freezing and drying processes make them valuable in encapsulating
food bioactives. Moreover, they possess exceptional surface-active, self-assembly and gelation
properties and high water binding capacity under defined conditions ®’. MCs have been already used
as delivery systems for vitamin Ds, for beta-carotene, w-3 fatty acids, tea catechins, curcumin, etc.
12 Sodium caseinate has been also already used as an encapsulation matrix for curcumin but without

the ability of gelling .

In a previous paper, we demonstrated that curcumin interacted with MC without altering the micellar
structure of caseins and also without modifying their acid gelation properties **. Curcumin, also known
as 1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)1,6-heptadiene-3,5-dione, is a polyphenol extracted from the
rhizomes of turmeric (Curcuma longa) that possesses several biological activities such as antioxidant,

15-18 However, curcumin

antimicrobial, anti-cancer, anti-inflammatory and wound healing properties
has a low solubility in water and a short biological half-life 1°. Thus, the use of this promising lipophilic
molecule has been hindered by its poor water solubility and low bioavailability after oral
administration?. Furthermore, its antioxidant activity presents a low stability: it decreases rapidly in
the presence of light and oxygen. These drawbacks lead to two main limitations in its use in food
formulations: (i) a high difficulty to incorporate curcumin into agueous media (the medium of most
food formulations) and (ii) a low bioavailability of curcumin, which is typical of lipophilic substances ..
A variety of approaches were pursued to overcome these limitations, which include synthesis of
curcumin analogues, the use of adjuvants that inhibit curcumin metabolism and thus enhance its
bioavailability (e.g. piperine), and the development of improved delivery platforms for the turmeric
compound, including liposomal, nanoparticulated and phospholipid complex formulations of curcumin
22—

24 And so, encapsulation seems to be an efficient method that challenged food formulators into

developing new efficient encapsulation systems.
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Milk proteins are often used in food industry under a powder form to improve their preservation
during storage and transport and because a powder is easier to handle than aqueous dispersions. Most
food powders are produced by spray-drying due to its low cost, good availability, continuous
production and easiness of industrialization. This food ingredients microencapsulation technique is
efficient against deterioration, volatile losses or premature interaction with other ingredients.
Recently Liu et al. (2015) demonstrated that the solubility of curcumin could be enhanced by spray-
drying microencapsulation in whey protein isolate 2. The improvement of curcumin solubility in water
by complexation with WPI was demonstrated at 5 wt% by saturating the solution with curcumin up to
59.5 + 2.7 mg.mL™. Despite limited contents in curcumin (1.13 + 0.17 mg.g?), the antioxidant activities

of WPI-curcumin particles were high.

Providing functional dairy ingredients enriched with curcumin under a powder form should be useful
to improve powder preservation during storage and processing stability of a food formulation. To the
best of our knowledge, producing by spray-drying a curcumin-doped MC powder able to preserve the
antioxidant activity of curcumin had not been studied yet. Consequently, this study was first focused
on producing curcumin-doped MC powders and characterizing their main physicochemical properties
such as their color, their hygroscopic properties and their structure. Then, the antioxidant power of
curcumin in spray dried MC powders was evaluated both by ABTS and FRAP assays and compared to
the antioxidant activity of fresh curcumin in phosphate buffer (medium used for curcumin
encapsulation in MC) and non-spray-dried curcumin encapsulated in MC at the same concentration.
The main techno-functional properties of these powders, like rehydration and gelation behaviors, were

finally investigated.

2. Material and methods

2.1. Material

The native-like micellar caseins (MC) used in this study (Promilk 872 B, Ingredia Dairy Ingredients,

Arras, France) were obtained by milk microfiltration and diafiltration against milk ultrafiltrate then
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spray-dried. MC contained 95.0 % (w/w) dry solids and, on a dry weight basis, 87.0 % total proteins
(about 80.0 % MC), 7.3 % minerals, 5 % lactose, and 0.8 % fat. Curcumin (66.0 % purity), glucono-delta-
lactone, ethanol (96.0 %) and sodium azide were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin

Fallavier, France).

2.2. Preparation of solutions

Stock solutions of curcumin were prepared in ethanol (96 %) at 1 mg.mL* and stored protected from
light at 4 °C. Phosphate Buffered Saline (PBS) solution was prepared with ultrapure water and
contained for one liter: 8.00 g NaCl, 0.20 g KCl, 1.44 g Na;HPQ,, 0.24 g KH,PO,. In order to prevent
bacterial growth, sodium azide (0.02 % w/v) was added to PBS buffer. PBS buffer filtration through
0.20 um polyethersulfone membrane (Millipore) was performed before use. Native MC was
rehydrated overnight in PBS at 7 °C; then ethanolic curcumin solution (1 mg.mL?) was mixed with
native MC dispersions either for 1 h or overnight: these durations were chosen to evaluate later on the

time effect on curcumin antioxidant activity.

2.3. Spray-drying of MC-curcumin mixtures

The concentrate was prepared by mixing 8 L of rehydrated MC (15.5 % dry matter) with 290 mL of
ethanolic curcumin solution (1 mg.mL?) for 1 h before spray-drying. Curcumin and MC mixtures were
prepared so as not to exceed 2 % (v/v) addition of ethanol, hence protein ethanol-induced
denaturation was avoided. MC suspensions in ethanol were used as control. Spray-drying was
performed using a pilot-scale spray drier MicraSpray 150 (Anhydro, Soeborg, Danemark). A peristaltic
pump was used to deliver the liquid through the bi-fluid nozzle into the spray-drying chamber with a
feed flow-rate of 46.5 mL.min* and a nozzle pressure of 1 bar. Native MC were dispersed in PBS buffer
(pH 7.4) and stirred overnight at 7 °C in order to get maximal protein hydration and stabilization. The
mixture was atomized into heated air to facilitate the rapid removal of water as the droplets were
mixed with the hot air in the drying chamber at an inlet temperature of 180 °C. The powder particles

were then separated from the drying air at an outlet temperature of 90 °C.
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2.4. Comparison of casein and curcumin-casein powders from dry state to
aqueous suspension

2.4.1. Powder colorimetry

Color measurements were carried out with a Minolta CM, CR-210 colorimeter (Minolta, Colombes,
France) employing the parameters L*(lightness), a*(redness), b*(yellowness), C*(chroma) and H* (hue
angle) defined in the CIEL*a*b* system 26. All measurements were taken as the average of at least
three points on the center and the periphery of each powder layer of 1 cm high. The total color
difference (AE) between Control-MC and MC-curcumin powders was calculated using the following

equation 1 %;

AE = \/(L; — Lo)? + (a; — ag)? + (b; — by)? (Equation 1)

with 0 and i indices respectively designating Control-MC and MC-curcumin powders.

2.4.2. Particle powder morphology by environmental scanning electron microscopy

(ESEM)

The morphology of powder particles was characterized with an environmental scanning electron
microscope (ESEM, Quanta 650 FEG, FEI, USA). Using environmental condition is particularly
interesting, as no coating is needed. Analyses were performed in the following conditions: 7 KeV beam
energy, LSD detector, and 130 Pa chamber pressure. Powders were gently deposited on an adhesive

tape and excess powder was removed by air flow, prior to analysis.

2.4.3. Hygroscopic properties

Dynamic vapor sorption was used to monitor the moisture sorption capacity of spray-dried Control-
MC and MC-curcumin powders in the water activity (aw) range from 0 to 0.95. Measuring the water
sorption behavior provides information about the physical and chemical stability of the sample in

humid atmospheres. Water sorption isotherms were determined gravimetrically using a DVS apparatus
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(Surface Measurement Systems, London, UK) equipped with a Cahn microbalance. The changes in
sample weight over time at 20 °C and at any desired aw were recorded. About 70 - 80 mg sample was
loaded onto the quartz sample pan. The sample mass was allowed to reach gravimetric equilibrium
(dm/dt < 0,001) before proceeding to the next humidity step. The mass change at each step was

recorded which allowed the moisture sorption isotherm to be generated.

The isotherm profiles were fitted using the Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) model (equation 2)

using Origin software for ay between 0 and 0.7.

m=m CcapKcapaw
0GAB (1-Kgapaw)(1~KGapaw+CcapKGapaw)

(Equation 2)

The GAB model is commonly used to fit type Il water vapor adsorption isotherms (typical of food solids
7). The GAB model permits to determine the first monolayer moisture content (mo) and considers also
the multilayered water molecules adsorption (up to aw equaled to 0.7). The energy of interaction
between the first and the further adsorbed water layers is determined by the sorption constant Cgas.
The interaction between multilayered water molecules and condensed water is represented by the

specific GAB constant Kgas.

2.4.4, Small Angle X-Ray Scattering of spray dried MC-curcumin microparticles

Small Angle X-ray Scattering (SAXS) spectra were recorded on a SAXSess mc? apparatus (Anton Paar,
Austria), using a line-collimation system. This instrument was associated with a ID 3003 laboratory X-
Ray generator (General Electric) equipped with a sealed X-Ray tube (PANalytical, A cyka = 0.1542 nm)
operating at 40 kV and 50 mA. A translucent beam stop allowed the measurement of an attenuated
primary beam at q = 0. Sample powders were introduced into a Special glass capillary (1.5 mm, WIM-
Glas), before being placed inside an evacuation chamber at 20 °C. The scattering of the X-ray beam
was detected by a CCD camera (Princeton Instruments, 309 mm sample-detector distance). Using
SAXSQuant software (Anton Paar), 2D images were integrated into 1D scattering intensities | as a

function of the magnitude of the scattering vector q (q = (41t/A) sin 8; where 20 is the total scattering
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angle). All data were calibrated by normalizing the attenuated primary intensity, before being
corrected for the background scattering from the empty capillary. The scattering data, obtained with
a slit collimation, exhibited instrumental smearing. Obtained intensities were then scaled into absolute

units using water as the reference material.

2.5. Curcumin retention and determination of its antioxidant activity

2.5.1. Curcumin extraction procedure

In order to determine the curcumin retention level in MC, an extraction from the powder was
performed. Spray-dried MC-curcumin powder was rehydrated in PBS (50 g.L, pH = 7.4) overnight at
7 °C. 10 mL diethyl ether was added to 5 mL rehydrated powder and the mixture was agitated
vigorously for 10 min. It was then centrifuged for 5 min at 1050 x g in order to separate organic and
aqueous phases. Diethyl ether from supernatant was recovered and evaporated to recover curcumin
under nitrogen atmosphere to avoid oxidation. 1 mL ethanol 96 % was then added to solubilize
extracted curcumin. The concentration of extracted curcumin was determined by measuring its
absorbance at 420 nm using a spectrophotometer (Shimadzu UV1280, Japan). The curcumin retention
level after spray-drying was calculated by dividing the curcumin content extracted from spray-dried
powder by the curcumin content in the spray-dried concentrate, both being expressed on dry basis

(equation 3). Curcumin in initial feed solution was 0.189 mg.g*.

Curcumin in spray dried powder mg/g

Extracted Curcumin retention level (%) = x 100 (Equation 3)

Curcumin in feed solution mg/g

2.5.2. ABTS assay

In order to compare the antioxidant activity of curcumin encapsulated in spray-dried MC-curcumin
powder after extraction to the one of curcumin in native (not spray-dried) MC dispersions, a fresh free
curcumin solution was prepared in ethanol at the same concentration as encapsulated curcumin after

extraction (incubation in dark). The concentration of curcumin after extraction was determined by
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reporting the absorbance measured at A = 734 nm to the corresponding concentration on the

calibration curve A cur ETOH = f ([curcumin]).

The antioxidant activity of curcumin in ethanol, curcumin in phosphate buffer, curcumin extracted
from rehydrated native MC after 1 h and overnight contact times and finally curcumin extracted from
spray-dried MC-curcumin powder was determined according to a method adapted from Re et al.
(1999) . The ABTS®* radical cation was generated by making react 7 mM ABTS with 2 mM aqueous
potassium persulfate solution in a 1:1 ratio (v/v) and the mixture was allowed to stand in the dark at
20 °C for 12 — 16 h before use. The resulting ABTS®* solution was diluted with 96 % ethanol to obtain
an initial absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm as measured by a UV-Spectrophotometer (Shimadzu
UV1280, Japan). 10 pL of free curcumin were mixed with 1 mL ABTS®* solution and the resulting
absorbance at A = 734 nm was read at 20 °C after 5 min incubation in the dark; the same was realized
for extracted curcumin. Analyses were carried out in triplicate. Based on the absorbance measured,
the concentration of active curcumin was determined and the amount in mg was calculated. The
curcumin antioxidant activity (AA) percentage was then calculated by comparing the amount of active

curcumin in mg to the total amount of initial MC encapsulated curcumin in mg.

2.5.3. FRAP assay

2.5.3.1. Reagent preparation

Reagents included 300 mM acetate buffer pH 3.6, 16 mL of glacial acetic acid 17.43 mol.L? of acetate
buffer solution, 10 mM 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) in 40 mM HCl and 20 mM FeCls.6H,0 in water.
Working FRAP reagent was prepared as required by mixing 50 mL acetate buffer, 5 mL TPTZ solution

and 5 mL FeCls solution %°.

2.5.3.2. FRAP assay samples
50 mL freshly prepared FRAP reagent was heated to 37 °C and a reagent blank was read at 593 nm %,

In order to measure the absorbance of the samples, 30 pL curcumin solution (extracted from native or
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spray-dried MC-curcumin powders) were added to 1 mL FRAP reagent and the absorbance was

measured at 593 nm after 5 min incubation in the dark.

2.6. Characterization of techno-functional properties of Control-MC and
MC-curcumin powders

2.6.1. Particle size distribution and rehydration kinetics of native MC and spray—dried

Control-MC and MC--Curcumin powders.

Particle size distributions were determined using a Mastersizer 3000 laser granulometer (Malvern
Instruments, UK) equipped with Aero S dry dispersion unit. To obtain a correct obscuration (1 %),
samples were dispersed at 1 bar air pressure, 40 % feed rate and 3 mm hopper gap and Fontainebleau
sand was added to improve powder flowing by reducing cohesiveness. Distinct sand particles
distribution was easily suppressed from granulometric MC profiles because the peak corresponding to
the sand particle size distribution did not cover the sample peak. The particle and air refractive index
1.45 and 1 respectively. Five measurements were conducted for each sample. The median value of the

particle size distribution, d (50), was used, which means that 50 % of particles have a lower diameter.

The rehydration experiments of spray-dried Control-MC and MC-curcumin powders were performed
with the same laser granulometer but with the Hydro MV wet dispersion unit at 20 °C. An appropriate
amount of sample was dispersed in water to reach between 15 % and 20 % obscuration with a particle
refractive index of 1.45 (refractive index of casein) and a dispersant refractive index of 1.33 (refractive
index of water). The rehydration profiles were constructed by 3 000 measures with a measure

frequency of 10 s and a rehydration duration of 8.5 h.

2.6.2. Acid gelation properties of spray-dried Control-MC and MC-curcumin powders

2.6.2.1. Rheological properties of acid gels
Glucono-delta-lactone (GDL) (3 % (w/v)) was gently stirred in Control-MC and MC-curcumin suspension

obtained after rehydration (5 % (w/v)) for 3 min and a 20 mL aliquot was immediately transferred into
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the gap of coaxial cylinders (DIN C25) of a Kinexus rheometer (Malvern Instruments, UK). The sol-gel
transition and the development of the gel structure was followed using 0.1 % shear strain and 1.0 Hz
frequency at controlled temperature of 20 °C. The time at which the elastic modulus (G’) became

greater than 1 Pa was considered as the gelation point. Each experiment was triplicated.

2.6.2.2. Multiple light scattering for the monitoring of milk gelation

The aggregation of the MC-curcumin dispersions after GDL addition was followed by multiple light
scattering measurements using a Turbiscan Classic MA2000 apparatus (Formulaction, France)
operating with a pulsed near infrared light source at 850 nm. Backscattered intensities all along the
sample, more precisely between 15 and 45 mm above the bottom of the test tube, were then recorded
every 5 min after GDL addition (corresponding to time zero). With Turbisoft software (Formulaction),
the first scan recorded at time zero was substracted from following scans in order to highlight temporal
evolution of backscattered intensity (ABS). The entire Turbiscan device was thermostated at 20 °C.
Turbiscan measurements were acquired 3 min after GDL addition and sample stirring. Assays were

performed in triplicate.

3. Results and discussion
3.1. Spray -dried Control-MC and MC-curcumin powders colorimetry

The color of spray-dried Control-MC and MC-curcumin were determined by the CIEL*a*b* system. As
expected since curcumin is mainly used as a food colorant, its presence modified the powder color.
Control-MC powder was indeed white and showed a lightness L* of 94.04 + 0.80, a redness a* of -0.64
+0.01 and a yellowness b*of 5.75 + 0.20, whereas MC-curcumin powder appeared yellow and showed
a lightness L* of 95.16 + 1.00, a redness a* of -4.65 + 0.07 and a yellowness b*of 62.64 + 0.90 (Table

1).
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Table 1.Color parameters (L*, a* b* C* H* AE (total color difference)) and pictures of spray-dried control
micellar casein and curcumin-doped micellar casein powders.

(lightness) (redness) (yellowness) (chroma) (hue angle) Aspect

Control- 94.04 -0.64 5.75 5.79 96.42
MC +0.80 +0.01 +0.20 +0.12 +0.19
MC- 95.16 -4.65 62.64 22.62 96.36
Curcumin  +1.00 +0.07 +0.90 +0.90 +0.16

AE (Color difference) = 57.04

The high AE value of 57.04 indicated that the colors of Control-MC and MC-curcumin-doped powders
were markedly different. Control-MC powder color should be yellow to slightly green based on its
corresponding hue angle H* of 96.42 + 0.19; nevertheless its low chroma value C* of 5.79 + 0.12
explains the very low color saturation and so the powder appears white. MC-curcumin powder
presents a hue angle H* of 96.36 + 0.16 corresponding to yellow slightly green; its chroma value C* of

22.62 + 0.90 reflects a high color saturation and so the powder appears yellow.
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3.2. Comparison of powder particle morphology by ESEM

ESEM images of powders did not evidence any significant size or shape modification resulting from

curcumin addition (Figure 1).

Figure 1. Environmental scanning electron microscopy micrographs of spray-dried (A) Control micellar casein (B) Curcumin-doped
micellar casein powders. Magnification x 1000.
All particles were wrinkled and non-spherical and the size of the largest population was about 30 um.
Sadek et al. (2014) demonstrated that particle structure was first governed by the composition of milk
matrix 3. For example, the presence of caseins in the matrix is responsible for wrinkled, non-spherical
and dense powder structures 3%3!, Since the matrix here was constituted of caseins, Control-MC and
MC-curcumin particles morphology presented in Figure 1 was in great agreement with expected shape

features.

3.3. Hygroscopic properties of Control-MC and MC-curcumin powders

Furthermore, the sorption isotherms of spray-dried Control-MC and MC-curcumin were established

and fitted using the GAB model (Figure 2).
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Figure 2. Sorption isotherm profiles recorded at 20 °C and fitted using the GAB model obtained for (A) spray-dried
control micellar casein powder (black circles), and (B) curcumin-doped micellar casein powder (red squares).
Experiments were done in triplicate at 20 °C and representative profiles are shown here.

Type Il isotherms were obtained for all samples. Type Il is conventionally divided into three zones. The
first one corresponds to the strongly bound water monolayer and usually gives an idea of the
hygroscopic character of the sample. The second zone ranging from 0.3 to 0.6 ay, gathering the linear
region, is related to capillary adsorbed water which is more loosely bound. The third zone, is linked to

free water present in macrocapillaries /.

For both spray-dried Control-MC and MC-curcumin powders (Figure 2.A-B), the experimental data

were well fitted with the GAB model (R? = 0.999 for both conditions) on a. range from 0 to 0.7. The

208



Résultats et Discussion

water monolayer values (mo) for Control-MC and MC-curcumin powders were close and respectively
equal to0 45.5 103+ 0.16 103and 46.4 103+ 0.16 103 kg H,0.kg™ dry matter. The Cgas values related to
monolayer water-binding energy were of the same order of magnitude and equaled to 8.39+ 1.17 and
9.54 + 1.35 for Control-MC and MC-curcumin respectively. A very close Keag value (1.05 + 0.02) was
obtained for both powders. High protein content dairy powders gave similar GAB constants 3233, The
slight differences in mg and Csag may reflect that less hydrophobic sites are available when curcumin is
bound to casein, favoring interactions with water in curcumin-enriched MC powders. This is expected

to lead to higher mo and Cgag values for MC-curcumin than for Control-MC powders.

3.4. Study of micellar casein internal structure by SAXS for both spray-dried powders.

The influence of the presence of curcumin on the internal structure of spray-dried casein micelles has
been studied by SAXS. Small angle scattering techniques (X-rays or neutrons) have been extensively
used to study the structure of casein micelles dispersed in water 34 Nevertheless, to the best of our
knowledge, only one study reported SAXS data on dry casein powders. The SAXS profiles obtained for
spray-dried casein powders with and without encapsulated curcumin were similar and are presented

in Figure 3.
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Figure 3. SAXS patterns of native micellar casein (blue diamonds), spray-dried control micellar casein (black
circles) and curcumin-doped micellar casein (red squares) powders.

These scattering curves could be divided into three parts separated by two inflexion points. At low
angles (g < 0.2 - 0.3 nm?), a g slope was detected corresponding to the signal of a smooth interface
relevant to the casein micelles surface. An inflexion point was reported at g = 0.45 nm™* related to the
structure factor of calcium phosphate nanoclusters (i.e., mean distance between nanoclusters of
calcium phosphate). The second inflexion point at 1.00 nm™ was attributed to the form factor of these
nanoclusters. In a previous paper, it was demonstrated that curcumin is encapsulated within the casein
micelle without modifying its internal structure 4. In the present study, the presence of curcumin
inside the casein micelles during the spray-drying process did not either modify their internal structure
14 Moreover, the SAXS profiles of both spray-dried powders and native MC powder did not present
significant changes, shifts nor inflexion points. This indicates that the internal micellar structure was

unaltered by spray-drying.
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Knowing that the addition of curcumin did not modify neither the sorption behavior of both spray-
dried Control-MC and MC-curcumin powders nor the internal structure of casein micelles, evaluating
the retention level of encapsulated curcumin after spray-drying and its antioxidant activity (in

comparison with free curcumin in solution) would be interesting.

3.5. Curcumin retention and antioxidant activity

After spray-drying, the MC-curcumin powder was rehydrated in phosphate buffer and curcumin
concentration was determined at 0.041 + 0.01 mg.mL?, corresponding to 0.184 + 0.01 mg.g* dry
matter. Based on equation 3, curcumin retention rate was calculated at 97.35 + 1.02 %, meaning that
the encapsulation of curcumin was highly efficient and that curcumin was not released from casein

micelles during the spray-drying process.

Furthermore, the antioxidant activity of encapsulated curcumin in spray-dried MC was quantified via
both ABTS and FRAP assays and compared to the antioxidant activity of a freshly prepared curcumin
solution in ethanol, curcumin in phosphate buffer and curcumin encapsulated in fresh native MC (with
contact times of one hour and overnight) prepared at the same concentration (0.042 + 0.01 mg.mL?)

and under the same conditions (incubation in dark). Data are displayed in Figure 4.

211



Résultats et Discussion

100 -
89% 90%

[os]
o
1

D
o
1

53% 52%

Activité antioxydante (%)
P>
|

20

o

Figure 4. Antioxidant activity of encapsulated curcumin for native and spray-dried curcumin-doped micellar casein
powders compared to fresh curcumin in ethanol and curcumin in phosphate buffer solution, quantified by ABTS
and FRAP assays (n = 3). Fresh EtOH: fresh curcumin in ethanol, PBS 1h: curcumin added to PBS (1 h contact time),
MC PBS 1h: curcumin added to native micellar caseins suspensions in phosphate buffer (1 h contact time), MC
PBS 18h: curcumin added to native micellar caseins suspensions in phosphate buffer (18 h contact time), MC PBS
1h-SD: spray dried MC-curcumin powder suspensions in phosphate buffer (1 h contact time). MC PBS 1h-SD: spray
dried MC-curcumin powder suspensions in phosphate buffer (1 h contact time) stored 2 months at 40 °C.

When curcumin is freshly prepared in ethanol, its antioxidant activity reached 97.6 + 1.2 % in ABTS and
100.2 £ 0.6 % in FRAP assays as expected. When curcumin is added to phosphate buffer for 1 h, its
antioxidant activity decreases to 52.0 £ 1.0 % for ABTS assay and 51.5 + 2.0 % for FRAP assay. This
decrease in antioxidant activity is the result of the alteration of curcumin in phosphate buffer as
already reported in the literature *. In fact, when the pH is neutral, proton are removed from the
phenolic group lead to the destruction of curcumin structure, lowering its antioxidant activity. The
encapsulation of curcumin in MC was expected to help protecting its antioxidant activity. In fact, when

curcumin was added to MC dispersions and agitated for 1 h, its antioxidant activity reached 89.0 + 2.1
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% and 89.8 + 2.1 % for ABTS and FRAP assays respectively. When the contact time was increased to 18
h (overnight), curcumin antioxidant activity decreased to 73.1 + 2.1 % and 78.7 £ 2.0 % for ABTS and
FRAP assays respectively. The encapsulation of curcumin under its aqueous form in MC dispersions
helped protecting the bioactive from degradation in phosphate buffer but its degradation nevertheless
increased with time. Moreover, when curcumin was added to MC dispersion in PBS buffer during 1 h
and then spray-dried, it presented a lower decrease in antioxidant activity than after overnight
rehydration without spray-drying. In fact, despite a limited curcumin content in the powder (0.181
mg.g* of dry matter), ABTS and FRAP assays respectively showed 86.8 +2.0% and 88.7 £ 2.0 %
antioxidant activity after spray-drying. The reported differences between curcumin in phosphate
buffer and curcumin encapsulated in MC (whether it was spray-dried or not) indicated that the
encapsulation process actually protected curcumin from losing its antioxidant activity and lowered its
vulnerability in agueous media. Such a lower decrease in antioxidant activity by encapsulation of
bioactives was noticed in other studies as well but with emulsions or liposomes 36738 Moreover, the
powder of curcumin-enriched MC was stored at 40 °C during two months to evaluate the antioxidant
activity of curcumin after storage. During this time of storage, the antioxidant activity of curcumin

measured by ABTS and FRAP was preserved with a percentage of 82 +2.0 % and 84 + 1.1 % respectively.

The preservation of antioxidant activities of MC-curcumin particles also implied the effectiveness of
curcumin to donate its hydrogen atom to oxygen radicals. The high retention rate of curcumin and the
preservation of its antioxidant activity confirmed that micellar casein encapsulation in hydrated casein
micelles followed by spray-drying is a relevant approach for drying heat-sensitive polyphenols. Indeed,
the combination of short residence times with relatively low temperature surrounding
droplets/particles in the course of the drying process (as long as the surface of the droplet/particle
remains humid, the temperature of the surrounding air equals the humid air temperature, which, for
an inlet air temperature of 180 °C, does not exceed 45 °C) limits the extent of heat denaturation of

bioactives.
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Knowing that the obtained spray-dried MC-curcumin powder preserved its antioxidant activity and
that two of the main techno-functional properties of micellar casein are its rehydration behavior and
its ability to form gels, it would be interesting to evaluate the influence of curcumin addition on its

rehydration behavior and sol-gel transition.

3.6. Techno-functional properties of Control-MC and MC-curcumin powders

3.6.1. Rehydration kinetics of spray-dried Control-MC and MC-curcumin powders
Rehydration properties of MC powders is an essential techno-functional property for application
purposes. Before studying the evolution of powder granulometry upon reconstitution in water, the
particle size distribution of investigated powders has been evaluated at dry state (Figure 5.A). The
mean diameters (D50, calculated after subtracting the contribution of Fontainebleau sand) equaled
32.7 £ 1.1 and 31.1 £ 0.7 um for spray-dried Control-MC and MC-curcumin powders, respectively.

These particles size were well consistent with the results obtained by ESEM (Figure 1).

Volume-based particles size distributions of Control-MC and MC-curcumin upon reconstitution at 20 °C
are displayed in Figure 5.B-C and the corresponding D50 evolution was reported in Figure 5.D.

Similar particle size distributions were obtained for Control-MC and MC-curcumin powders. The
granulometric measurements revealed particle size increases from 65.3 to 73.7 um and from 47.6 to
58.5 um for Control-MC and MC-curcumin, respectively, which could be attributed to a swelling of
casein powders upon water uptake. The swelling of Control-MC (instantly) was quicker than the
swelling of MC-curcumin that took around 30 min (Figure 5.D). This joins the hygroscopic properties of
MC-curcumin powder, where less hydrophobic sites are available owing to curcumin binding to casein,
favoring interactions with water in curcumin-enriched MC powders. From the time of particle swelling
(30 min) until around 350 min for Control-MC and 250 min for MC-curcumin, respectively, a slow
particle size decreases to 36.8 and 37.8 um (Figure 5.D). This may correspond to a slow fragmentation
of the protein particle. Then, in the last stage of casein rehydration (from 350 to 470 min for Control-

MC and from 250 to 430 min for MC-curcumin), D50 decreased to about 0.7 nm, which corresponds
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to the casein micelles profile. This signal corresponds to casein micelles liberated from powder
particles. After the disappearance of large particles and the appearance of casein micelles (Figure 5.B),
the particle size distributions remained unchanged up to 800 min reconstitution time and the D50
remained around 0.76 and 0.72 um for Control-MC and MC-curcumin powders, respectively (Figure
5.D). The dispersion stage was already evidenced for MC powders rehydrated in water monitoring
rheological changes during native phosphocaseinate powder dissolution (turbidity profiles) .
Moreover, this phenomenon was also observed for milk protein concentrate powders *°. These authors
also depicted the very slow dispersion of this powder. In the end, our results agreed well with the
rehydration behavior of native micellar caseins as reported in the literature where authors depicted
four phases in powder reconstitution: wetting, swelling, dispersion and finally dissolution 3123, And so,
spray-dried Control-MC and MC-curcumin powders did not show any significant difference in their
rehydration behavior.

3.6.2. Gelation abilities of spray-dried Control-MC and MC-curcumin powders

measured by multiple static light scattering and rheological measurements
The sol—gel transition of rehydrated spray-dried MC powders acidified with GDL was followed by the
temporal evolution of the relative backscattered intensity (ABS) all along the sample height. 150 min
after GDL addition, an increase of ABS was reported for the whole sample height, corresponding to MC
aggregation. Indeed, this evolution of intensity of scattered light is known to be attributed to change

in particle size, which affect all particles whatever their position (height) in the sample (Figure 6).
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Figure 6. Evolution upon GDL acidification of elastic modulus and ABS averaged between 15 and 45 mm sample
height of Control-micellar casein and curcumin-doped micellar casein powders reconstituted at 20 °C.

Indeed, ABS increased rapidly 150 min after GDL addition and reached, around 250 min, 15.1 % and
13.5 % for Control-MC and MC-curcumin respectively. For both powders, suspended micellar caseins
started aggregating at the same time 70 min. The addition of curcumin did not significantly modify the
ABS percentage, and so, MC aggregation behavior was similar whether curcumin was present or not.
Additionally, the temporal evolution of the elastic modulus (Figure 6) shows that gelation (sol-gel
transition) occurred 145 - 150 min after GDL addition for both powders with or without curcumin. The
final elastic modulus (reached 400 min after GDL addition) for MC-curcumin was slightly higher than
the one obtained for Control-MC (12.8 Pa vs. 10.4 Pa, respectively). In fact, MC-curcumin presents
smaller aggregated particles (Figure 5) leading to a lower ABS percentage and a stronger gel formation.
Thus, curcumin addition did not significantly affect neither the gelation time nor the strength of the
acid gel. This evidenced that curcumin encapsulation in casein micelles did not alter the gelation

properties of MC. This is consistent with a previous work showing that its physicochemical properties

such as size, structure and charge were not modified upon curcumin addition 4.
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4. Conclusion

Micellar casein powder containing curcumin was obtained by spray-drying. MC-curcumin powder was
slightly yellow and presented a wrinkled non spherical particle morphology, characteristic of high
protein content powders. Curcumin addition did not modify physical properties of micellar casein such
as their sorption behavior. Also, SAXS profiles demonstrated that the curcumin addition did not alter
the internal structure of casein micelle even after spray-drying. Moreover, the spray-drying process
did not alter the antioxidant properties of encapsulated curcumin: the obtained powders displayed
high curcumin retention rates (> 95 %) and high antioxidant activity preservation (86 % for ABTS and
88 % for FRAP assays after spray-drying vs. 89 % and 90 % before spray-drying). Moreover, the
antioxidant activity of curcumin measured by ABTS and FRAP was preserved during storage at 40 °C
for 60 days with a percentage of 82 + 2.0 % and 84 + 1.1 % respectively. Curcumin-doped powders
presented also similar features to classical casein powders in terms of reconstitution and gelation
abilities. No modification on the sol-gel transition compared to undoped Control-MC was observed.
This study demonstrates the interest of curcumin encapsulated in MC matrix to serve as an active food
ingredient available in a powder state in several food formulations. Further studies on how curcumin
would act in a more complex dairy medium (such as yoghurt or cheese), where lactic acid bacteria and
proteins coexist, should be performed to enlighten on the potential of casein micelles to act as delivery

systems for natural bioactives.
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6. Contribution de l'article

L’atomisation ou spray drying a permis la production d’'une poudre de caséines micellaires dopées en
curcumine de couleur jaune comparée a la poudre témoin obtenue en absence de curcumine. Les
isothermes de sorption des deux poudres issues de I'atomisation sont de type Il caractéristique d'un
milieu non poreux ou macroporeux dans lequel I'adsorption est traduite par une multicouche d'eau
adsorbée. Le profil en sigmoide obtenu pour les deux poudres est typique d’'une poudre riche en
protéines et plus spécifiquement en caséines micellaires. La modélisation des isothermes réalisée
selon le modéle de Guggenheim-Anderson-de Boer ou GAB a permis de calculer les constantes Kgas,
Cens €t mg caractéristiques de poudres a forte teneur protéique. Cependant, les valeurs de Cgas et de
mo étaient légérement supérieures pour la poudre dopée en curcumine (MC-curcumine) que pour la
poudre témoin. En effet, moins de sites hydrophobes seraient disponibles lorsque la curcumine est liée

a la caséine, ce qui favorise les interactions avec I'eau dans les poudres enrichies en polyphénol.

Les profils de diffusion des rayons-X aux petits angles ont permis d’évaluer |'effet de I'atomisation et
de I'ajout de la curcumine aux micelles de caséines sur la structure de ces derniéeres. Les profils des
poudres atomisées et celui de la poudre de caséine native se superposent. Aucun déplacement de la
position des points d’inflexion et aucune modification des pentes n'a été observée. Ainsi, ni I'ajout de

la curcumine aux caséines micellaires ni I’'atomisation n'influencent la structure interne de la micelle.

L'activité antioxydante de la curcumine aprées atomisation a été déterminée par les tests ABTS et FRAP.
Une comparaison des activités antioxydantes de la curcumine libre dans un tampon phosphate (milieu
de dispersion des caséines micellaires dans lequel le polyphénol n'est pas soluble), de la curcumine
ajoutée a une dispersion caséique avant et apres atomisation, fut nécessaire pour I'évaluation de
I’effet protecteur des micelles de caséines lors du procédé d'atomisation. D’une part, il s’est avéré que
, . . . . \ . .

I’encapsulation de la curcumine dans les micelles de caséines sous forme d'une poudre dopée protége
I'activité antioxydante de ce bioactif contre la dégradation. En effet, une diminution de I'activité anti-

oxydante est observée lorsque la curcumine est libre dans le tampon. D’autre part, quand la curcumine
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est ajoutée aux dispersions caséiques en phase aqueuse, son activité décroit avec le temps. Cela
souligne I'avantage que porte la production d’une poudre dopée au sein de laquelle I'activité
antioxydante du polyphénol est préservée et stable dans le temps et plus précisément pendant 8,82 x

103 jours.

Les propriétés technofonctionnelles de la poudre dopée de curcumine produite par atomisation ont

ensuite été étudiées et comparées a celles des poudres témoin atomisée et native non atomisée.

Les profils de réhydratations de la poudre témoin et de la poudre dopée sont similaires et peuvent étre
décrits en quatre étapes typiques de la réhydratation d’une poudre caséique : gonflement instantané
des particules suivi d’'un mouillage, d’'une dispersion et enfin d’une dissolution progressive des grandes
particules au cours du temps et I'apparition des micelles de caséines. Aucune différence n’a été

signalée entre les poudres atomisées témoin et dopée en curcumine.

La transition sol-gel des poudres témoin et dopée en curcumine réhydratées et acidifiées par GDL a
été suivie. Aucun changement de point de gel n’a été noté. L’ajout de curcumine n’a ni influencé le

profil d’agrégation des caséines micellaires suivi par turbidimétrie ni le temps de gélification protéique.

Cette étude a ainsi permis la production d’une poudre de micelles de caséines dopées en curcumine,
de couleur jaune et qui présente les mémes comportements de sorption, de réhydratation et de
gélification qu’une poudre caséique témoin. L’ajout de la curcumine ainsi que le procédé d’atomisation
n’ont pas altéré la structure de la micelle de caséine. L’encapsulation de la curcumine dans les micelles
de caséines sous forme de poudre a permis la protection de I'activité antioxydante du bioactif. L'étude
du comportement de la curcumine dans un milieu encore plus complexe tel que le yaourt, ou les
bactéries lactiques régissent I'acidification du milieu et ol les protéines sériques sont présentes,

s’avererait intéressante pour une éventuelle application technologique.
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Conclusion générale et perspectives

La micelle de caséine est un composant-clé du lait de par son rdle biologique et fonctionnel (apport
nutritionnel, digestibilité, aptitudes technologiques). Cette suprastructure colloidale présente une
grande stabilité face aux traitements technologiques (traitements thermiques, hautes pressions,
cisaillement...). La micelle posséde de nombreuses propriétés technofonctionnelles et est fortement
utilisée en industrie alimentaire sous forme d’épaississant ou d’émulsifiant. Cependant, la structure de
la micelle de caséine reste un sujet de discussion et fait encore débat en dépit des nombreux travaux
qui lui ont été consacrés. En plus de son fort apport nutritionnel, de sa stabilité et de ses nombreuses
propriétés fonctionnelles, la micelle de caséine constitue une matrice d’encapsulation de bioactifs tres
efficace et fortement étudiée. Elle présente un fort potentiel de protection contre la dégradation suite
au stress environnemental (fluctuations de température, pH, force ionique du milieu, lumiere...) et
augmente la stabilité et la concentration des bioactifs hydrophobes dans les solutions aqueuses
impliquant une meilleure biodisponibilité de ces molécules. Son aptitude a former des gels lui confére

une propriété unique renforgant son profil de matrice.

Le premier objectif de de cette thése était d’étudier I'interaction entre la micelle de caséine avec un
bioactif hydrophobe modéle, la curcumine. Plusieurs questions scientifiques ont été soulevées sur le
type d’interaction entre la curcumine et les caséines micellaires ainsi que I'influence de la présence

d’un composé phénolique sur la structure micellaire et sur ses propriétés de gélification.

L’étude des interactions entre la micelle de caséine et la curcumine par fluorescence a permis de
répondre aux deux premieres questions soulevées. En effet, la curcumine interagit avec les résidus
tryptophane de la micelle via des interactions hydrophobes et les constantes de Stern-Volmer K, et
d’association K, ont été déterminées. A des valeurs de pH de 7,4 et de 6,5, la constante de quenching
Ksv a été respectivement évaluée a 18,2 + 0,2 x 10* et a 18,8 + 0,9 x 10* M?, valeurs en accord avec
celles reportées dans la littérature. L'augmentation de température de 20 a 35 °C a conduit a une

augmentation de la constante de liaison Ky, d'environ 10 fois augmentant ainsi de 0,6 3 6,57 x 10* M 2,
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L’augmentation de Ky est associée aux interactions hydrophobes qui sont de plus en plus importantes
avec l'augmentation de la température (thermo-entropie). Sachant que les deux composants
interagissaient, I'influence de I'ajout de curcumine sur la structure interne et externe de la micelle de
caséine a été étudiée par des mesures de mobilité électrophorétique, de taille et de diffusion des
rayons-X aux petits angles. Les résultats obtenus par diffusion dynamique de la lumiére n’ont montré
aucun changement de la taille de la micelle. Tous les signaux mesurés par diffusion des rayons-X aux
petits angles étant superposés, la structure interne de la micelle de caséine n'a pas non plus été
modifiée. Ainsi, dans les concentrations étudiées, la curcumine interagirait avec la micelle de caséine
sans changement de sa structure. Par la suite, I'étude de I'influence de I'ajout de curcumine sur les
propriétés technofonctionnelles de la micelle s’estimposée. Une fois de plus, une relation étroite entre
la structure et les propriétés fonctionnelles a été établie. En effet, les mesures rhéologiques et de
diffusion multiple de la lumiére n’ont montré aucun changement de point, de temps et de force de gel
ni d’agrégation pré-gel. Par conséquent, I'ajout de la curcumine aux concentrations étudiées ne

modifie pas les propriétés de gélification de la micelle de caséine.

Sachant que la curcumine interagit avec les micelles de caséines sans modifier les propriétés
structurales et technofonctionnelles de cette derniére, et que les MC sont les protéines laitieres de
base permettant la formation d’un gel de type yaourt, un deuxiéme objectif portait sur I'étude de
I'interaction de la curcumine avec les bactéries lactiques du yaourt pour une éventuelle application
technologique et la production d’un yaourt a valeur ajoutée. En effet, de nombreuses études dans la
littérature reportent une activité antibactérienne de la curcumine sur de nombreuses souches.
Plusieurs questions scientifiques ont été soulevées sur I'existence d’une interaction entre curcumine

et LAB et sur I'existence d’une certaine répartition de la curcumine entre MC et LAB.

Des observations en microscopie a épifluorescence ont démontré une interaction entre la curcumine
et les deux bactéries lactiques Lactobacillus delbrueckii bulgaricus et Streptococcus thermophilus. Les

deux bactéries seules, ne fluorescant pas aux longueurs d’ondes utilisées pour faire fluorescer la
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curcumine, étaient invisibles par microscopie d’épifluorescence. Elles deviennent visibles via la
fluorescence du composé phénolique traduisant ainsi une interaction entre la curcumine et
I’enveloppe bactérienne des deux souches. De plus, lorsque les deux bactéries sont mises en mélange
et dans un milieu contenant de la curcumine, le bioactif se partage entre les enveloppes des deux
bactéries avec une adsorption préférentielle pour Streptococcus thermophilus. Le test d’adhésion aux
solvants (MATS) a montré que Streptococcus thermophilus possede une enveloppe bactérienne plus
hydrophobe que celle de Lactobacillus bulgaricus ce qui pourrait expliquer cette plus grande affinité
pour Streptococcus thermophilus. En effet, la curcumine étant une molécule hydrophobe, il semble
logique qu'elle s’adsorbe préférentiellement sur la surface la plus hydrophobe. Puisque la curcumine
interagit avec les bactéries lactiques du yaourt, son activité antimicrobienne a été déterminée : aucun
effet inhibiteur sur la croissance de ces bactéries lactiques n’a été observé aux concentrations mises
en ceuvre dans cette étude. En effet, la concentration minimale d’inhibition est 10 a vingt fois plus
élevée que la concentration de curcumine utilisée dans notre étude (5 uM). Les interactions
curcumine-bactéries lactiques du yaourt ont aussi été confirmées par des mesures de fluorescence en
présence de MC. Les différents spectres de fluorescence et de quenching de fluorescence ont permis
de confirmer l'interaction curcumine-S.thermophilus et curcumine-L.delbrueckii mais aussi de
déterminer la répartition de la curcumine lorsqu’elle se trouve en contact avec les trois composants
dans un méme milieu : Lactobacillus delbrueckii bulgaricus, Streptococcus thermophilus et les caséines
micellaires. Les résultats ont confirmé une interaction préférentielle entre la curcumine et
Streptococcus thermophilus. Lorsque la curcumine est encapsulée avec les MC et que les bactéries sont
ajoutées, une répartition de la curcumine se fait de maniére a établir un équilibre entre les trois
composants. La curcumine est transférée en partie, de la micelle vers les enveloppes bactériennes. A
partir de toutes ces observations, il est apparu nécessaire d’étudier I'influence de la curcumine sur les
propriétés d’acidification de ces deux bactéries lactiques pour la production de yaourt. Les mesures de
rhéologie et de turbidimétrie ont démontré que la curcumine n’influencait ni la gélification du lait, ni

le point de gel, ni la fermeté de ce dernier et n’altérait pas les propriétés d’acidification de L.delbrueckii
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et de S.thermophilus. L’ajout de la curcumine dans un milieu modéle conduisant a un gel type-yaourt
n’influencerait ni I'activité bactérienne d’acidification ni la formation du gel ce qui constitue un
véritable atout a 'application technologique et a la production de yaourt a valeur ajoutée. Il est
important de noter que la concentration en curcumine choisie (10 %) est de I'ordre de grandeur de
celles habituellement utilisées dans les aliments. Par exemple, les teneurs en pigment sont variables
en fonction des fournisseurs de preparation mais globalement la curcumine est utilisée avec des

teneurs de 8% environ pour le yaourt.

Une fois la curcumine ajoutée a du lait, elle risque de subir des altérations suite aux nombreux
traitements de préparation de I'aliment, aux procédés de transformation ou aux diverses contraintes
gue peut imposer le stockage. Par ailleurs, les protéines laitiéres sont souvent utilisées en industrie
sous forme de poudre dans diverses formulations. Le troisieme objectif de cette these était la
production d’une poudre de caséine dopée en curcumine. Plusieurs questions scientifiques ont été
soulevées concernant la préservation de |’activité antioxydante de la curcumine et sur la conservation

des propriétés technofonctionnelles de la poudre micellaire dopée.

Le procédé d’atomisation a permis la production d’'une poudre micellaire enrichie curcumine a partir
de dispersion de caséines micellaires dopées en curcumine. L'ajout de la curcumine a permis la
production d’une poudre de couleur jaune a la différence de la poudre témoin blanche. La curcumine
étant un composé hydrophobe, son influence sur les propriétés hygroscopiques de la poudre, sur la
structure micellaire ainsi que sur les propriétés technofonctionnelles telles que la réhydratation et la
gélification a été évaluée. L'ajout de curcumine conduit a une conservation aussi bien de la structure
micellaire que des propriétés fonctionnelles de la MC. Un des objectifs était la production d’une
poudre de caséines micellaires qui pourrait protéger I'activité antioxydante du bioactif en question.
Une comparaison des activités antioxydantes de la curcumine libre dans un tampon phosphate, de la
curcumine ajoutée a une dispersion caséique en phase aqueuse et de la curcumine encapsulée apres

atomisation, fut nécessaire pour I’évaluation de I'effet protecteur de la poudre dopée. Les tests
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antioxydants par ABTS et FRAP ont montré que I’encapsulation de la curcumine dans les micelles de
caséines en produisant une poudre enrichie, protége I'activité antioxydante de ce bioactif contre la
dégradation : la curcumine encapsulée présente alors un pourcentage d’activité de 88 % contre 57 %
dans un tampon phosphate de référence a pH 7,4. D’autre part, la curcumine est instable quand elle
est ajoutée sous forme liquide aux dispersions caséiques. En effet, I'activité du bioactif décroit avec le
temps en passant de 90 % a 73 % pendant 18h. Cela souligne I'avantage apporté par la production
d’une poudre enrichie en curcumine dans laquelle I'activité antioxydante de cette derniére reste stable
dans le temps.En effet, des études de vieillissement ont permis de montrer que la poudre enrichie en
curcumine conserve son activité antioxydante a 88 % durant 2 mois de vieillissement accéléré a 40 °C

ce qui équivaut a un stockage de 10 mois a 4 °C.

Ces différents travaux ont contribué a une meilleure connaissance de I'interaction entre un bioactif et
des micelles de caséines et également a la mise en évidence de I'interaction entre la curcumine et des
bactéries lactiques et ainsi que I'établissement d’un équilibre dans un milieu modele lait. Il a été
possible d’ajouter de la curcumine a 5 uM qui n’inhibe pas les bactéries lactiques du yaourt ni altére
les propriétés de la MC tout en apportant de nouvelles fonctionalités telles qu’une couleur jaune (on
ajoute souvent de la curcumine quand les produits sont trop blancs) et une activité antioxydante
importante. Ces travaux ont donc permis de proposer une piste innovante dans la production de yaourt

a valeur ajoutée et a base protéique uniquement.

En ce qui concerne les perspectives de ce travail, elles sont multiples :

Des investigations devraient étre nécessaires pour comprendre la libération de la curcumine par les
micelles de caséines par des variations de température et de pH. Cela devrait également améliorer la
vectorisation controlée de la curcumine par les micelles au cours des phases de digestion gastriques
et pancréatiques afin de favoriser la biodisponibilité de la curcumine et d'autres polyphénols dans les
aliments laitiers (Figure 63). Il serait aussi intéressant d’estimer la concentration maximale de

curcumine pouvant étre ajouté a la micelle de caséine sans altérer ses mémes propriétés structurales

227



Conclusion et perspectives

et fonctionnelles étudiées pendant cette these. Il serait aussi pertinent de manipuler la micelle de
caséine de facon a augmenter le taux d’encapsulation du bioactif tout en améliorant les propriétés

fonctionnelles de la micelle.

Puisque la curcumine encapsulée dans les micelles de caséines interagit avec les bactéries lactiques du
yaourt, I'étude de la partition de ce bioactif en présence d’autres composants présents dans les

produits laitiers tels que les protéines sériques ou méme la matiére grasse laitiére serait intéressante.

De plus, le transfert de la curcumine des MC vers les bactéries lactiques du yaourt pourrait constituer
une voie de vectorisation du bioactif in vivo : une fois le yaourt dopé de curcumine ingéré, les MC
constitueraient le premier vecteur qui serait relayé par les bactéries lactiques. Ces seconds vecteurs
sont plus résistants aux conditions gastro intestinales et augmenteraient la biodisponibilité du bioactif.

Cette voie de vectorisation "double" serait donc intéressante a exploiter (Figure 63).

En effet, 'adsorption de la curcumine sur les enveloppes cellulaires des bactéries lactiques du yaourt
a été démontrée. Cependant, il est intéressant de comprendre ol se localise la curcumine sur les
bactéries et si cette interaction s’établit spécifiquement avec des récepteurs de I'enveloppe
bactérienne. Il serait aussi pertinent d’étudier si la curcumine est dégradée par les bactéries lactiques

une fois adsorbée et ce pour mieux évaluer la biodisponibilité de la curcumine in vivo.

La production, a I’échelle du laboratoire, d’'une poudre dopée en curcumine qui protége et préserve
I'activité antioxydante de cette derniéere incite a I'augmentation d’échelle a la production industrielle
d’une poudre caséique dopée de curcumine qui pourrait étre utilisée dans la formulation alimentaire

de produits laitiers ou autres a valeur ajoutée.

Enfin, une étude similaire traitant les interactions régissant les MC et les bactéries lactiques du yaourt
mais avec d’autres bioactifs hydrophiles ayant des propriétés biologiques intéressantes tel que le
resvératrol ou la vitamine C pourrait étre aussi une piste intéressante afin de développer une gamme

de produits laitiers a valeur ajoutée.
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Cette derniere partie constituée par une conclusion générale et des perspectives est achevé par un
schéma récapitulant les différentes parties traitées dans la these, les objectifs atteints et les trois

systémes d’interaction matrice-bioactif-composante biotique mis en évidence (Figure 63).
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Figure 62.Schéma récapitulant les objectifs de la thése
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Annexe 1. Cinétique d’acidification du lait témoin et du lait dopé en curcumine par les ferments lactiques du

Yomix.
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Annexe 2. Exemple d'images de boites de pétri illustrant l'activité antimicrobienne de la curcumine contre
Lactobacillus delbrueckii bulgaricus avant et apreés incubation a 37 ° C.

Annexe 3. Images des tubes montrant les culots bactériens apres centrifugation. 1. Lactobacillus delbrueckii

bulgaricus témoin 2. Streptococcus thermophilus témoin. 3. Lactobacillus delbrueckii bulgaricus avec de la
curcumine 4 Streptococcus thermophilus avec de la curcumine.
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Résumé

L'enrichissement d'aliments courants avec des composés bioactifs aide a promouvoir la santé et réduire le risque
de maladies. Cependant, la plupart des bioactifs a propriétés biologiques intéressantes sont de nature
hydrophobe et donc présentent des limites d’incorporation dans les aliments dues a leur faible solubilité dans
les matrices aqueuses. De plus, leurs activités biologiques se heurtent a des facteurs extrémes lors des procédés
de formulation et de fabrication du produit telle que les fluctuations de pH, de température et de pression. Pour
ce, 'encapsulation des bioactifs dans des matrices « biosourcée » s’avérent étre une solution pour améliorer leur
biodisponibilité et préserver leurs propriétés fonctionnelles. Dans cette étude, nous avons choisi de traiter le cas
de la curcumine, composé phénolique hydrophobe présentant diverses activités biologiques intéressantes telles
que notamment une activité antioxydante importante, mais dont l'action est limitée de par sa faible
biodisponibilité. Le choix de la matrice d’encapsulation s’est porté sur la micelle de caséine, véritable matrice
naturelle et efficace aux propriétés technofonctionnelles variées. Cette thése a permis de démontrer
I'interaction hydrophobe entre la micelle de caséine et la curcumine via les résidus tryptophane. L'incorporation
de la curcumine au sein de la micelle de caséine n’influence niles propriétés structurales (taille, charge de surface
et structure interne) ni les propriétés fonctionnelles (gélification) de la micelle. Sachant qu'un des objectifs
d'application pourrait étre la production d’un yaourt enrichi en curcumine, I'étude de l'interaction entre la
curcumine et les bactéries lactiques du yaourt est nécessaire. Il a ainsi été démontré que la curcumine s’adsorbe
sur les enveloppes bactériennes de Lactobacillus bulgaricus et préférentiellement sur Streptococcus
thermophilus sans inhiber leur croissance et leur pouvoir acidifiant. Une fois en contact avec les micelles de
caséines et les LAB, la curcumine se partage entre la micelle et les enveloppes bactériennes pour établir un
équilibre. Sachant que la plupart des industries agroalimentaires utilisent dans les étapes de formulation des
ingrédients sous forme de poudres plutét que sous forme liquide, la production d’'une poudre de micelle de
caséine dopée en curcumine préservant 'activité antioxydante du bioactif tout en conservant les propriétés
technofonctionnelles de la micelle de caséine a été réalisée par séchage par atomisation.

Mots-Clés : Protéines laitieres ; Antioxydant ; Gélification acide ; Interaction ; Bactéries du yaourt ; Poudre

Summary

Enriching common foods with bioactive compounds could help promote health and reduce the risk of diseases.
However, most bioactives with interesting biological properties are hydrophobic and therefore have
incorporation limits in foods due to their low solubility in aqueous matrices. In addition, their biological activities
encounter extreme factors in the formulation and manufacturing processes of the product such as pH,
temperature and pressure fluctuations. To this end, the encapsulation of the bioactive elements in "bio" matrices
is a solution for improving their bioavailability and preserving their functional properties. In our study, we chose
to treat curcumin, a hydrophobic phenolic compound, with various interesting biological activities such as its
important antioxidant activity. The choice of the encapsulation matrix was turned to the casein micelle, an
effective encapsulation matrix with desired technofunctional properties. This thesis has demonstrated the
hydrophobic interaction between the casein micelle and curcumin via tryptophan residues. The addition of
curcumin in solution to the casein micelle did not influence the structural properties (size, {-potential and internal
structure) nor the functional properties (gelling) of the micelle. Knowing that the ultimate goal is the production
of yogurt enriched with curcumin, the study of the interaction between curcumin and lactic bacteria of yoghurt
is necessary. Indeed, curcumin adsorbs on the bacterial envelopes of Lactobacillus bulgaricus and preferentially
on Streptococcus thermophilus without inhibiting their growth and their acidifying power. Once in contact with
casein micelles and LABs, curcumin is partitioned between the micelle and the bacterial envelopes to establish a
balance. Given that most agro-food industries use more powder rather than aqueous solutions in formulation
stages, the production of curcumin-doped casein micelle powder protecting the antioxidant activity of the
bioactive while preserving the technofunctional properties of the casein micelle was carried out by spray-drying.

Keywords : Milk proteins ; Antioxidant ; Acid Gelation ; Interaction ; Yoghurt lactic bacteria ; Powder
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